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ABSTRAKT

Ptedlozena diplomova prace se zabyva studiem interakci mezi huminovymi kyselinami, coby
hlavni komponentou pidni organické hmoty a modelovym organickym polutantem v podobé
kationického tenzidu — Septonexu (u né¢hoz byla ocekavana pozitivni interakce s huminovymi
kyselinami vzhledem k jeho naboji) prostfednictvim nekonven¢niho spojeni dialyza¢nich
a difuznich technik realizovanych v difiznich celach spoleéné s izotermickou titracni
kalorimetrii schopnou objasnit charakter probihajicich reakci z termodynamického hlediska.
Experimenty byly provadény se standardem huminovych kyselin izolovanych z Leonarditu
(1S104H), potizeném od Mezinarodni spole¢nosti pro huminové latky, Shuminovymi
kyselinami izolovanymi z lignitu a z ¢ernozem¢ modalni. Cilem pfedlozené diplomové prace
je posouzeni vlivu karboxylovych funkénich skupin ve struktufe huminovych kyselin
pii interakcich s kationickym Septonexem. Z tohoto divodu byly zminéné vzorky huminovych
kyselin modifikovany selektivni methylaci jejich karboxylovych funkénich skupin, které se jiz
dale nemohou podilet na interakcich siontovymi latkami. Vysledky z difaznich cel
I Z izotermické titracni kalorimetrie potvrdily pfedpoklad, Ze Septonex interagoval se vSemi
typy nemodifikovanych huminovych kyselin vice nez s jejich methylovanymi formami.
Navzdory dostupné literatute bylo piekvapivé, Ze rozdily v interakci huminovych kyselin
se Septonexem nebyly diametraln¢ odliSné pfi porovnani nemodifikovanych huminovych
kyselin s jejich methylovanymi formami. Mira téchto interakci byla posuzovana skrze
zdanlivou rovnovaznou konstantu Kapp Stanovenou pii difaznich (dialyzaénich) experimentech
a zprabc¢hu entalpickych kiivek zizotermické titracni kalorimetrie. Po provedenych
experimentech a jejich vyhodnoceni lze dojit k zavéru, ze huminové kyseliny a Septonex pfi
svych interakcich, vzhledem ke svym strukturam, pravdépodobné uplatiiuji nejen
elektrostatické interakce, predevsim pies dostupné karboxylové funkéni skupiny huminovych
kyselin a kladné nabité hydrofilni ¢asti molekul Septonexu, ale nezanedbatelnou roli pfi nich
zastavaji i hydrofobni efekt, vodikové vazby a Van der Waalsovy sily.

KLICOVA SLOVA

difuze, dialyza, izotermicka titraéni kalorimetrie, interakce, methylace, huminové kyseliny,
tenzidy



ABSTRACT

The presented diploma thesis deals with the study of interactions between humic acids as the
main component of soil organic matter with a model organic pollutant presented by cationic
surfactant Septonex (which was expected to interact positively with humic acids due to its
charge) through unconventional combination of dialysis and diffusion techniques realized in
diffusion cells together with isothermal titration calorimetry capable of elucidating the nature
of ongoing reactions from a thermodynamic point of view. The experiments were performed
with a humic acid isolated by standard isolation procedure from Leonardite (1S104H)
purchased from the International Society for Humic Substances, with humic acids isolated from
lignite as well as modal chernozem. The aim of the submited diploma thesis is to assess the
influence of carboxyl functional groups in the structure of humic acids to interactions with
Septonex. For this reason, said samples of humic acids have been modified by selective
methylation of their carboxyl functional groups, which can no longer participate in interactions
with ionic substances. Results from diffusion cells and isothermal titration calorimetry
confirmed the assumption that Septonex interacted with all types of unmodified humic acids
more than with their methylated derivatives. Despite the available literature, it was surprising
that the differences in the interaction of humic acids with Septonex were not diametrically
different when comparing unmodified humic acids with their methylated derivatives. The
extent of these interactions was assessed through the apparent equilibrium constant Kapp
determined in the diffusion (dialysis) experiments and from the course of enthalpy curves from
isothermal titration calorimetry. After the experiments and their evaluation, it can be concluded
that humic acids and Septonex in their interactions, due to their structures, probably apply not
only electrostatic interactions, especially through available carboxyl functional groups of humic
acids and positively charged hydrophilic parts of Septonex molecules, but also a significant role
have a hydrophobic effect, hydrogen bonds and VVan der Waals forces.

KEYWORDS

diffusion, dialysis, isothermal titration calorimetry, interactions, methylation, humic acids,
surfactants
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1 UVOD

O huminovych kyselinach, coby esencialni soucasti pudni organické hmoty, je znamo,
ze znacné ovliviuji mobilitu znecist'ujicich latek — obecné polutantii (jako jsou tézké kovy,
organickda barviva, tenzidy, pesticidy aj.) Vv zivotnim prostfedi. Z hlediska praktické
vyuzitelnosti huminovych latek a jejich derivati, nejen pii ochrané, resp. rekultivaci zivotniho
prostiedi, je dulezita znalost jejich chemické struktury a adsorpénich vlastnosti viéi témto
zne€ist'ujicim latkam s uplatiujicimi se vazebnymi interakcemi. Porozumét jejich charakteru je
proto neustale pfedmétem zkoumadani. V ramci predlozené diplomové prace byly moznosti
interakci huminovych kyselin s organickymi polutanty studovany transportnim
a termodynamickym pfistupem. Kationicky tenzid Septonex, pouzity pfi experimentech, byl
zvolen jako modelovy organicky polutant. Duraz byl kladen piedev§im na vyhodnoceni
dilezitosti karboxylovych funkénich skupin huminovych kyselin pfi téchto interakcich, které
zastoupenych, a tim 1 nejvice reaktivitu ovliviiujicich skupin pfi interakcich huminovych
kyselin s riznymi organickymi i anorganickymi latkami. K tomuto ucelu byly karboxylové
funk¢éni skupiny ve vzorcich huminovych kyselin selektivné blokovany methylovou skupinou,
¢imz se jim znemoznilo podilet se na interakcich s iontovymi latkami. Tato prace ma za cil
potvrdit teoreticky predpoklad vétsich interakci Septonexu s nemodifikovanymi huminovymi
kyselinami nez s jejich methylovanymi formami.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Huminové latky

Jsou piirodni organické slouceniny vznikajici chemickym a biologickym rozkladem organické
hmoty (pievazné rostlinnych a zivociSnych zbytkl) a syntetickou ¢innosti mikroorganismi
ve slozitém procesu nazyvaném humifikace. Huminové latky jako podstatnd ¢ast humusu
zahrnuji huminové kyseliny, fulvinové kyseliny a huminy. 60-80 % celkového organického
uhliku v pidé se vyskytuje ve form¢ huminovych kyselin, 50-75 % rozpustné organické hmoty
pudni organické hmoty jsou povazovany huminové kyseliny diky svému az 16 % podilu na
celkovém kolob¢&hu uhliku v piirodé [1, 2].

Huminové latky se vyskytuji vedle pud i v kaustobiolitech, tj. sedimentech s vysokym
obsahem organickych latek jako jsou rasSelina, ¢erné a hnédé uhli, lignit, leonardit a ropa,
a Vv nizsich koncentracich také v pfirodnich vodéch. Jejich obsah se v pfirodnich matricich
pohybuje od stopovych mnozstvi (v piscich a jilech), pfes jednotky procent
(3 % v béznych zeminach, 3-10 % v hnédém uhli) az k desitkam procent. Mimotadné vysoky
obsah vykazuje lignit, raselina a oxyhumolit, neboli zoxidované hnédé uhli (az do 85 %).
Vétsinou se huminové latky z téchto zdroja ziskavaji extrakénimi, frakcionac¢nimi a izolacnimi
procedurami pouzitim kyselych a zasaditych roztoki [1]. Na tomto principu je zalozen
i standardni operaéni postup pro izolaci huminovych latek dle metodiky Mezinarodni
spole¢nosti pro huminové latky (IHSS) [3].

Vyskyt huminovych latek takika v celém ekosystému Zem¢ je ptirozenou motivaci k tomu,
aby byly hloub¢ji zkoumany a jejich vlastnosti vyuzivany pii ozdravnych procesech v krajiné.

2.1.1 Vznik huminovych litek

I kdyz dodnes neni piesny mechanismus vzniku huminovych latek zcela objasnén, vSechny
teorie souhlasi s tim, Ze material pro jejich vznik je jak rostlinného, tak 1 zivo¢isného ptivodu.
T¥i hlavni teorie vzniku huminovych latek schematicky znazoriiuje Obrazek 1.

V prvni — nejstarSi — ligninové teorii se predpokladalo, Ze huminové latky se vytvotily
Z neuplné€ mikrobialné rozlozeného ligninu, ktery byl dale modifikovan.

Druha — v soucasnosti nejvice zastavana — polyfenolova teorie pracuje s chinony, coby
hlavnimi stavebni jednotkami pii tvorbé huminovych kyselin. V ramci této teorie dochazi
k mikrobialnimu rozkladu ligninu i jinych rostlinnych polymerti na polyfenolové jednotky,
které jsou nasledné enzymaticky nebo chemicky v alkalickém prostfedi pfeménény na chinony.
Tyto latky poté reaguji s dusikatymi slouceninami a polymerizuji za vzniku huminovych
makromolekul.

Treti teorie popisuje vznik huminovych latek z jednoduchych cukrii pii reakcich mezi
redukujicimi cukry a aminokyselinami za vniku hnédych, dusik obsahujicich polymer.

Vsechny vySe popsané teorie mohou byt povazovany za mozné mechanismy vzniku
huminovych latek v pfirodég, pficemz v konkrétnich podminkach prostiedi se uplatni ten ¢i onen
[1, 4, 5].
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Obrazek 1: Mozné mechanismy vzniku huminovych latek [1]

2.1.2 Rozdéleni huminovych latek

Huminové latky 1ze délit na zakladé jejich riizné rozpustnosti v kyselém a alkalickém prostiedi
na tfi hlavni frakce:

e tmavohnédé¢ huminové kyseliny rozpustné pii hodnotach pH nad 2 a Vv kyselejSim
prostiedi precipitujicit,

e Zlutohnédé fulvinové kyseliny ve vodnych roztocich rozpustné v celém rozsahu pH

e anave vodnych roztocich nerozpustné c¢ern¢ zbarvené huminy.

Ackoli jsou si tyto latky chemickou strukturou blizké, z hlediska chemickych a fyzikalnich
vlastnosti se zna¢né odlisuji, jak ukazuje Obrazek 2 [2].
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Huminové kyseliny

Obsahuji vice uhliku, vodiku a dusiku, ale méné€ kysliku nez fulvinové kyseliny. Jejich zékladni
jednotky tvofi aromatickd jadra fenolového, anebo chinonového typu, propojena riznymi
funk¢énimi skupinami (—O—, -NH—, —-N—, —CH>-). Ve struktufe huminovych kyselin se mohou
nachazet i aromatické strukturni jednotky, tj. benzen, naftalen, anthracen nebo pyridin. Diky
zastoupeni rtznorodych funk¢nich skupin (-COOH, —OH, —NH2, —CHs, —SOsH, —C=0,
—OCHs, —PO3H) a relativné vysoké chemické stabilité¢ jsou huminové kyseliny schopné
interakce s témét vSemi slouceninami a strukturami v jejich pfirozeném okoli, tj. S organickymi
a anorganickymi molekulami, mineralnimi ionty i mineralnimi a mikrobialnimi povrchy [1, 2].

Fulvinové kyseliny

Jde o organické latky, zlstavajici v roztoku po kyselém vysrazeni huminovych kyselin.
Od huminovych kyselin se 1i§i mensi relativni molekulovou hmotnosti a mensim obsahem
aromatickych struktur, ale zato vét§im poctem alifatickych fetézcl a vét§im obsahem kysliku.
Hojné&jsi zastoupeni karboxylovych skupin (na rozdil od fenolovych) jim dava oproti
huminovym kyselinam Kyselejsi charakter, a proto disponuji lep$i rozpustnosti ve vodnych
roztocich. To je divod, pro¢ mezi huminovymi latkami ve vod¢€ zpravidla prevladaji. Stejné
jako jejich soli se vyskytuji v ptudé nejcastéji v adsorbované formé. S oxidy zeleza a hliniku
vytvareji organomineralni slouceniny. Diky svym vlastnostem jsou nejreaktivnéjsi frakci
huminovych latek ve vodném prostiedi [1, 2].

Huminy

Jsou kondenzovanéjsi a siln€ji dehydrované nez huminové kyseliny. Né&ktefi autofi pokladaji
huminy v podstaté za huminové kyseliny pevné vazané na mineralni podil pudy, dle jinych
prament jde o siln¢ karbonizovanou organickou hmotu charakterizovanou jako nerozpustné
huminové kyseliny. Jejich schopnost zadrzovani vody, sorpce a vazani kovi je tak v porovnani
s klasickymi huminovymi a fulvinovymi kyselinami slaba. Udava se, Ze Spolecné
s humusovym uhlim obsahuji huminy 20-30 % z celkového mnozstvi dusiku v padeé [1].

2.1.3 Struktura a vlastnosti huminovych latek

Huminové latky jsou slozité polycyklické slou€eniny S relativni molekulovou hmotnosti
v rozmezi n€kolika stovek az desitek tisic Daltonil. Z fyzikaln¢ chemického hlediska se ve vode
chovaji jako hydrofilni koloidy s rliznym stupném disperzity, jejichZ strukturni jednotky mayji
v ptirodnich vodach zaporny naboj a izoelektricky bod lezici v kyselé oblasti. Zakladni
strukturni jednotkou fulvinovych 1huminovych kyselin jsou prevazné polycyklické
aromatické slouceniny s bo¢nimi alifatickymi fetézci a hydrofilnimi skupinami vazanymi
jak na jadru, tak v postrannim fetézci. Kromé aromatickych jader byly zji$tény 1 chinoidni
struktury, které jsou spolu s hydroxyskupinami pficinou jejich oxidacné-redukénich vlastnosti,
a také dusikaté heterocyklické slouceniny. Charakteristickd je zejména karboxylova
a hydroxylova funkéni skupina, a to zejména fenolova, déle alkoholickd, methoxylova
a karbonylova. Karboxylové a fenolové skupiny (pfipadné jesté alkoholické) dominuji, a jsou
pri¢inou kyselosti a komplexaéni a sorpéni kapacity huminovych latek pro rizné
anorganické 1 organické latky. Tyto skupiny jsou i pfi¢inou polarniho charakteru huminovych
latek. Obvykle se udava, ze v molekule huminovych kyselin je 4-5 karboxylovych skupin
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na 3-4 skupiny fenolové. Pti¢inou komplexacnich vlastnosti huminovych latek, zvétsujicich
se s rostouci hodnotou pH, je pfedevsim pfitomnost vétsiho poc¢tu karboxylovych a fenolovych
skupin v poloze ortho, ponévadz se pti vazbé kovovych kationtd z téchto skupin uvoliuji
vodikové kationty. Huminové latky maji diky obsahu hydrofilnich i hydrofobnich skupin
povrchoveé aktivni charakter, coz hraje vyznamnou roli pii utvafeni micelarnich utvara.
Huminov¢ latky tak mohou pfilnout na povrch nékterych ¢astic a ovlivnit jejich srazeni nebo
rozpustnost [2, 5].

Jiz desitky let se mnoho tyma vyzkumnikli snazi objasnit a sestavit hypotetické struktury
huminovych latek, vysvétlujici jejich fyzikalné-chemické vlastnosti, reaktivitu a vazebné
moznosti S riznymi latkami. Ze zacatku se za nejpravdépodobnéjsi povazoval tzv. polymerni
model, pohliZzejici na huminové kyseliny jako makromolekuly s linearni strukturou.
V soucasnosti, s prichodem novych moznosti instrumentalnich metod, jsou vSak huminové
kyseliny oznacovany za supramolekularni agregaty mensSich heterogennich molekul (jako
jsou aromatické fragmenty ligninu, alifatické fetézce, fragmenty polysacharidi a polypeptidit)
s velikosti mensi 2 kDa, které nejsou vzajemné vazané kovalentnimi vazbami, jak predpokladal
disperzni hydrofobni interakce (Van der Waalsovy sily, n-t a CH-=n interakce). Dale bylo
zjisténo, ze klicovou roli pfi celkové stabilité¢ téchto supramolekularnich agregati zastavaji
kationty kovii, kovalentné poutané SvySe uvedenymi organickymi fragmenty [4, 6].
Supramolekuldrni model huminovych kyselin, berouci v ivahu vznik hydrofobnich domén ve
struktufe huminovych latek realizovany silné¢ nepolarnimi stavebnimi jednotkami, ukazuje
Obrazek 3 [7].

sira

& horcik

Obrdazek 3: Supramolekularni model struktury huminovych kyselin [7]
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2.1.4 Vazebné moZnosti huminovych kyselin

Huminové kyseliny znacné ovliviiuji mobilitu znecistujicich latek (jako jsou tézké kovy,
organicka barviva, tenzidy, pesticidy aj.) v zivotnim prostiedi, coz je divodem ke zkoumani
jejich chemické struktury a adsorpénich vlastnosti. Pfi pH bézném pro vétsinu piirodnich
I zeme&delskych pid (s primérnou hodnotou pH 6,2 pro ornou pidu a 5,4 pro trvalé travni
porosty v CR [8]) jsou huminové kyseliny pravdépodobné zaporné nabité — a tedy schopné
adsorpce a pritahovani kationtt. Kdyz jsou navic ve struktufe huminovych latek spolu
s karboxylovymi skupinami disociované i skupiny fenolové, mohou probihat slozité chelata¢ni
reakce s ionty kovu i jinymi slozkami pady. V pudnim prostiedi vytvareji huminové kyseliny
organomineralni komplexy, pficemz jejich sorpce zavisi jednak na typu jilového mineralu,
ale také na chemické struktufe huminovych kyselin, tj. funkénich skupinach, stupni humifikace
a oxidace. Za hlavni mechanismus vazebného procesu huminovych kyselin povazuji nékteti
autofi iontoveé vyménné interakce. Také bylo zjisténo, Ze hodnoty kationtové vyménné kapacity
huminovych latek se zvySuji pfimo umérné s hodnotou pH vodného média [1, 9, 10].

Je znamo, Ze huminové kyseliny umi vazat kationty skrze elektrostatické interakce,
ale stejné tak i neiontové organické slouc¢eniny pomoci vodikovych vazeb, dip6l-dipol interakci
a hydrofobnich interakci. Experimentalni prace naznacuji, ze kationtové slouceniny interaguji
pfedevs§im s deprotonovanymi karboxylovymi skupinami huminovych kyselin. Jiné funkéni
skupiny huminovych kyselin, jako jsou chinony, mohou tvotit kovalentni vazby s aromatickymi
aminy ¢i podobnymi organickymi slouc¢eninami. Interakce huminovych kyselin s hydrofobnimi
organickymi latkami jsou zplsobeny piedevSim n-m interakcemi a hydrofobnim efektem
[11, 12].

Z hlediska vyuzitelnosti huminovych latek a jejich derivatl, nejen v oblasti zivotniho prostiedi,
je dilezita znalost moznych vazebnych interakci téchto latek s cizorodymi latkami. Na zakladé
dostupnych informaci lze piedpokladat nékolik typi vazebnych interakci mezi
huminovymi latkami a cizorodymi latkami (kontaminanty), ptitomnymi v padé [10]:

lontova vazba

Tento typ vazby vychéazi z pisobeni elektrostatickych sil mezi fixnimi naboji pfitomnych
funkénich skupin a ionty vyskytujicimi se v roztoku. V jistém zjednoduseném pohledu se tak
na huminové latky lze divat jako na ionexy. Vznik elektrostatické vazby se d4 u huminovych
latek predpokladat napiiklad u alkalickych kovii a amoniaku.

Koordinacni vazba

Z hlediska imobilizace toxickych kovii, nachazejicich se v podzemnich ¢i odpadnich vodéch,
vazeb je tu dan znacnym zastoupenim karboxylovych a fenolickych skupin ve struktuie
huminovych latek, a také hodnotou pH, a tim mirou disociace téchto funk¢nich skupin. Ve slabé
kyselé oblasti se na vzniku koordinaénich vazeb podileji hlavné karboxylové skupiny, k nimz
se srostoucim pH nad 7 pridavaji i fenolické funkcni skupiny. Vseobecné se stabilita
vznikajicich komplext s riistem pH zvysuje, a to predev§im u t&ch iontl (napt. Cu?"), které
tvoti silné karboxylat-fenolické komplexy.
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Kovalentni vazba

Poznatek, ze ve struktuife huminovych latek muize dochazet k trvalé fixaci kontaminantt skrze
kovalentni vazbu, byl prokazan na pielomu 70. a 80. let minulého stoleti u antracenu pfi izolaci
huminovych kyselin z pidy zneisténé polyaromatickymi uhlovodiky. Tuto vazbu
tvofi huminové latky prevazné s t€zkymi kovy a polyaromatickymi polutanty diky pfitomnosti
karboxylovych a fenolovych funk¢nich skupin.

Vodikové mustky

I kdyz ptesna struktura huminovych latek neni zcela objasnéna, lze na zakladné prokézané
pfitomnosti nékterych funkénich skupin (amidova, laktamova, nitrilovd) pfedpokladat vznik
vodikovych mustkd. Vodikova vazba ma vyznam i pii adsorpci organickych molekul na
huminové latky.

Hydrofobni interakce

Tento typ vazby vznikd pii kontaktu nepolarnich, napt. alkylovych skupin nesenych
molekulami, které se nachazi ve vodném roztoku, kde tyto interakce mohou vychazet
Z ptsobeni van der Walsovych sil, anebo pfesunu m-elektronti. Hydrofobni interakce jsou
nejCastéji  predpoklddanou vazebnou interakci huminovych kyselin s hydrofobnimi
a alifatickymi kontaminanty. Touto interakci je naptiklad vysvétlovana skutecnost,
ze insekticid parathion ztraci za pritomnosti huminovych latek ¢ast své toxicity.

2.1.5 Modifikace huminovych kyselin
Jak jiz bylo zminéno vyse, dle literatury [2, 5] jsou karboxylové, hydroxylové (a zejména

zastoupenych, a tim padem i nejvice reaktivitu ovliviiujicich skupin v huminovych kyselinach
[2]. Za GEelem posouzeni zapojeni téchto funkénich skupin pfi interakcich s kontaminanty proto
jiz mnozi autofi provadéli jejich ,,selektivni blokace* modifikaci, neboli navazdnim vhodné
strukturni jednotky, ¢imz témto skupinam dale zabranili v podilu na interakcich s iontovymi
latkami. Diky selektivnim modifikacim téchto funk¢nich skupin je tak mozné vice porozumét,
jakym zpusobem interaguji huminové kyseliny s iontovymi kontaminanty, a vyhodnotit tak vliv
zapojeni ostatnich funk¢nich skupin a efektii podilejicich se na téchto interakcich.

Mezi modifikace huminovych kyselin patii naptiklad vysoce tispé$né (mysleno z hlediska
miry ucinnosti) selektivni methylace karboxylovych skupin z tvaru —-COOH na —COOCHz3,
za pouziti thionyl chloridu a methanolu [13]; ¢i trimethylsilyl diazomethanu Vv pfitomnosti
methanolu a chloroformu [14], s G¢innosti blokace karboxylovych skupin dosahujici az 92 %.
Pro methylace kyselych funkénich skupin je bézné vyuzivan diazomethan. Toho vyuzili autofi
v praci [15] pro methylaci karboxylovych i fenolovych skupin ve struktufe huminovych
kyselin, z tvaru —-COOH a —~OH na -COOCH3 a —OCHgs, ale i na methylaci pouze fenolovych
skupin pomoci dvou krokové modifikace, zahrnujici nejprve jiz zminény diazomethan,
a poté hydrolyzu esterovych skupin pomoci NaOH (autofi vSak poznamenavaji, ze touto dvou
krokovou metodou mohlo dojit i k methylaci jinych kyselych —OH skupin nez jsou ty fenolové,
u nichz se navic blokace povedla jen ¢aste¢né€). Jini autofi [16] modifikovali fenolové
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a alkoholové hydroxyly huminovych kyselin acetylaci, za pouziti anhydridu kyseliny octové
a kyseliny sirové, uspésnost blokace fenolovych skupin vSak dosahovala pouze 2 %.

2.1.6 Vyuziti huminovych kyselin

Zemédeélstvi

Ptiznivy vliv huminovych kyselin v pidé je mnohostranny a neoddiskutovatelny. Spociva
V kladném ovlivnéni vSech pudnich vlastnosti piisobicich na obsah zivin a trodnost. Huminové
kyseliny napomahaji prokypieni a provzdusnéni pidy, a diky zadrzovani molekul vody a Zivin
napomahaji jejich snadnéjSimu piijmu rostlinami. Navic biologicky stimuluji rostlinné enzymy
a podporuji i rast pidnich mikroorganismut. Proto se huminové kyseliny, napiiklad ve formé
humatt vépenatych, sodnych a amonnych, ptidavaji do celé fady agrochemickych produkti —
jako jsou hnojiva, pesticidy, padnich kondicionéry a dalsi [10, 17].

Primysl

Huminové kyseliny mohou byt pro své chelata¢ni a iontové vymeénné vlastnosti v jistém smyslu
povazovany za ionexy. Stejné jako prumyslové ionexy mohou byt derivaty huminovych kyselin
pouzivany ve formé ptidavkll do odpadni vody k zachycovédni iontd toxickych kovi
S naslednym oddélenim sedimentaci nebo filtraci, nebo mohou slouzit jako naplné¢ do
chromatografickych kolon. Konkrétné lze zminit napiiklad iontoméni¢ové materidly na bazi
humatu vapenatého pro odstrafiovani iontd tézkych kovi (jako je Fe?*, Fe®, Ni?*, Hg?*, Cd?",
Cu?") z vody. V papirenském a kozedéIném priimyslu se huminové kyseliny ve formé humatu
sodného pouzivaji jako barviva. Ve stavebnictvi se huminové kyseliny uplatiiuji jako
hydrofobni plniva cementli ovliviiujici smacivost, disperzitu a fizené vytvrzovani téchto
materiald. Obdobné vyuziti maji i v keramice. Dale mohou byt ptidavany do chladicich kapalin
pro brusné a fezaci néstroje na zvysSeni viskozity, kde zaroven plni funkci emulzifikéatoru
[10, 17]

Ochrana Zivotniho prostiedi

Huminové kyseliny jsou schopné interakce s béznymi polutanty v pudé a vod¢, jako jsou
napiiklad t€zké kovy, tenzidy, barviva a jiné Skodlivé latky, ¢imZ je mohou imobilizovat, nebo
alespon zabranit jejich dal$i migraci v prostiedi. V pudnich systémech na sebe vaZou produkty
degradace pesticidii, tedy herbicidi, insekticidi a fungicidl, ¢imZz omezuji jejich toxické
ucinky. Stejné tak ale redukuji i1 presoleni pid zplsobené nadmérnym pouzivanim
primyslovych mineralnich hnojiv. Na ochran¢ Zivotniho prostiedi se ale podili i neptimo: dobte
vyvinuty kofenovy systém rostlin diky vysokému obsahu huminovych kyselin v pid¢ zabratniuje
erozi 1 Uniku nitrati a pesticidi do spodnich vod. Velmi perspektivni je moznost vyuziti
huminovych kyselin k remediaci ptid po primyslovych a dilnich zatézich [10, 17].

Medicinské aplikace

Huminové kyseliny se jiz od davnych dob nevédomky vyuZzivaly coby uc¢innd slozka
v hydroterapii a balneoterapii. Zajem o jejich vyuzivani v mediciné tkvi jednak v jejich
antivirovych a protizanétlivych vlastnostech, ale také v jejich schopnosti tvorit komplexy
s t¢zkymi kovy — ¢ehoz je mozné vyuzit pfi odstrafiovani téchto kovii nejen z vody a pldy,
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ale i z zivych organismt. Huminové kyseliny celkové aktivizuji metabolismus, zlepsuji ochranu
a adaptacni schopnosti zvifat a maji vyznamnou ulohu v prevenci a terapii mnohych
onemocnéni. Bylo naptiklad pozorovano, ze pfidavek huminovych kyselin do krmné smési
skotu [16] vedl k mirn¢ zvysené produkci mléka, tvorbé zdravého stievniho epitelu, stabilizaci
stitevni mikrofléry a celkové lepsi kondici a odolnosti zvifete proti infekcim. V jiné studii zase
huminové kyseliny podavané krysam vyznamné snizily poskozeni jejich zaludku vyvolaného
ethanolem, a také zrychlovaly proces hojeni zalude¢nich viedi. Mnoho Iékatskych studii
ukazalo, ze huminové latky, zejména fulvinové kyseliny, maji schopnost chranit organismus
pted rakovinou a viry s ni souvisejici, a také napomdhat pti obtizné 1éCitelnych virovych
respira¢nich onemocnénich u déti. VEtsi aplikace huminovych latek v biochemii a farmacii jsou
vsak bohuzel omezeny zjisténim, ze na mnoho sav¢ich bunék piisobi cytotoxicky, dosud ne
zcela objasnénym mechanismem; hlavnim divodem ma byt ziejmé redukce a uvoliovani
zeleza z bilkoviny feritinu vyvolané huminovymi kyselinami, vzhledem Kk jejich
oxidacné-reduk¢nim vlastnostem [17].

2.2 Povrchové aktivni latky — tenzidy

Pro povrchové aktivni latky (PAL) se pouziva nazev tenzidy. Jedna se o skupinu organickych
latek, které se jiz pii nizké koncentraci vyznamné hromadi (adsorbuji) na fazovém rozhrani
a snizuji tak mezifazovou (povrchovou) energii. V soustavé kapalina-plyn se v dusledku této
adsorpce snizuje povrchové napéti, a v soustavé kapalina-kapalina, resp. kapalina-tuha latka
se snizuje mezifazové napéti na fazovém rozhrani, mohou tedy fungovat jakozto emulgatory

[2].

2.2.1 Struktura a vlastnosti tenzida

Schopnost tenzidl se hromadit na fAzovém rozhrani je zptisobena strukturou jejich molekul —
oznacovanou jako amfifilni. Pravé diky této struktufe jsou tenzidy schopné snizovat povrchové
napéti vodnych roztokl i jinych rozpoustédel, coz nasledné vede k lepSimu smaceni povrchu
a odstranovani necistot. Molekula tenzidu se sklada ze dvou ¢asti. Hydrofilni ¢ast ma velkou
afinitu k vod¢ a vzajemné se pritahuje s jejimi molekulami, hydrofobni ¢ast ma velkou afinitu
K nepolarnim rozpoustédlim (obecné oznacovanymi jako oleje) a s molekulami vody
se vzajemné odpuzuji a naopak. Hydrofilni ¢asti tenzidu je nejCastéji polarni skupina,
a hydrofobni ¢ast je obvykle tvofena uhlovodikovym zbytkem s linearni, nebo rozvétvenou
strukturou nejcastéji z 12-18 uhlikovych atomi. Existuji vSak i tenzidy, které ve své molekule
obsahuji dvé hydrofilni a jednu hydrofobni ¢ast, ¢i jednu hydrofilni skupinu mezi dvéma
hydrofobnimi ¢astmi [19, 21].

Pfi malé koncentraci tenzidu ve vodném roztoku tak dochazi k adsorpci jeho molekul na
fazovém rozhrani. S rostouci koncentraci tenzidu je postupné dosazeno stavu, kdy je fazové
rozhrani zcela obsazeno jeho molekulami a zvySuje se koncentrace volnych molekul tenzidu
V objemové fazi (uvnitf roztoku). Pii dosazeni Kkritické micelarni koncentrace (CMC) je
nakonec koncentrace tenzidu v objemové fazi tak velka, Ze zatne dochazet ke spojovani jeho
molekul (agregaci) do utvarti nazyvanych micely, pficemz hydrofilni (polarni) ¢asti molekul
tenzidu jsou orientovany do polarni faze (vody), a hydrofobni (nepolarni) c¢asti jeho molekul

Mrwe

sméiuji do nitra micel. Za zakladni pfi¢inu vzniku agregatli z uhlovodikovych fetézct
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ve vodnych roztocich jsou povazovany velké kohezni sily mezi molekulami vody, které jsou
daleko vyssi nez vzéjemna ptitazlivost uhlovodikovych fetézct 1 ptitazlivost mezi molekulami
vody a uhlovodikovymi fetézci. Ve vysledku tak molekuly vody ,jakoby vytésiuji
uhlovodikové fetézce z roztoku, coz je spojeno s poklesem Gibbsovy energie soustavy, a tedy
samovolnosti tohoto procesu. V nekterych piipadech se micely mohou tvofit i V nevodném
prostiedi, za vzniku tzv. obracenych micel, jejichz jadro tvofi polarni skupiny, zatimco
uhlovodikové fetézce smefuji ven do nepolarniho prostredi. Je nutno podotknout, ze kriticka
micelarni koncentrace je spiSe koncentracni interval a jeji hodnotu ovliviiuje jednak samotna
struktura molekuly tenzidu, ale i teplota a pfitomnost organickych rozpoustédel ¢i elektrolytti
[19, 20, 21].

Fyzikaln¢ chemické vlastnosti tenzidii, diky nimz se uplatiiuji jako hlavni soucasti pracich,
Cisticich, mycich, emulgacnich, dispergacnich a pénicich prostredkt, jsou dany protichidnym
chovanim jejich hydrofilnich a hydrofobnich ¢asti, pfi¢emz Utvary zvané micely, do nichz
se molekuly tenzida v roztocich uspotadavaji, jsou pro jejich vyuziti v praxi zasadni [20].

Solubilizace

Solubilizace je jev, ktery oznacuje rozpousténi ve vodé nerozpustnych, pfipadné nepatrné
rozpustnych organickych sloucenin ve vodnych roztocich tenzidd. Mechanismus solubilizace
muze byt rizny v zavislosti na polarité solubilizované latky, viz Obrazek 4. Pokud je
ve vodném roztoku ptitomno dostate¢né mnozstvi tenzidovych micel, tedy koncentrace tenzidu
je vyssi nez CMC, mohou se do jejich nitra v jistém mnozstvi zabudovavat nepolarni latky,
napiiklad neCistoty jinak nerozpustné ve vodé. Na tomto mechanismu funguji tenzidy
v Cisticich a mycich prostfedcich. Amfifilni latky, jako jsou mastné kyseliny a alkoholy,
se zaclenuji do tenzidovych micel tak, Ze jejich uhlovodikové fetézce smetuji dovnitt micel
a polarni skupiny do vodné faze. Polarni latky se solubilizuji na povrchu micel nebo v jeho
tésné blizkosti [19, 21].

“ polarni latky rozpustné ve vodé

nepnlérni |ét|":‘_|(:wﬂErDZle.Stﬂé ve vodé amfifilni |Et|":‘_|(’ castetné rnzpustné Enapﬁ}dad g|1_,fr|:er|:||1 Cukr&r Ej}
(napfiklad olej) ve vodé i v organickych rozpoustédlech
(napfiklad mastné kyseliny a alkoholy)

Obrazek 4: Zaclenovani latek do tenzidovych micel ve vodném roztoku [21]

Solubilizace mé velky prakticky vyznam. Pti detergenci se necistota plisobenim povrchove
aktivnich latek odstranuje z pevného povrchu a prevadi se ve formé suspenze nebo emulze do
vodné faze. Povrch solubilizované necistoty ma pak hydrofilni charakter a takovato necistota
se nemuze opétovné pripoutat k ¢istému povrchu.

Orientovani a koncentrovani molekul pfi jejich solubilizaci v micelach mutze vést
Kk podstatné zmén¢ kinetiky chemické interakce téchto molekul mezi sebou i jejich interakci
s latkami rozpuSténymi v jejich okoli. Toho se vyuziva pfi micelarni katalyze. Dalsi uplatnéni
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nachazi Solubilizace ve farmaceutickém i kosmetickém primyslu, pfi vyrobé herbicidu,
insekticid,, fungicidl atd. V systémech s nepolarnim prostfedim, kde vznikaji micely
s hydrofilnim jadrem a hydrofobnim povrchem, dochézi k tzv. obracené solubilizaci. Pfikladem
je koloidni rozpousténi vody v oleji v pfitomnosti povrchové aktivnich latek, které se vyznamné
uplatiiuje v potravinaiském pramyslu [21].

2.2.2 Déleni tenzida

Tenzidy Ize hodnotit podle riznych kritérii, nejcastéjsi je vSak rozdéleni podle charakteru
jejich hydrofilni ¢asti, presnéji dle jeji schopnosti disociovat na ionty. Takto se tenzidy
Klasifikuji na ionické, které se dale déli na anionické, kationické a amfoterni (nabyvajici
anionického nebo kationického charakteru dle pH prostfedi) a na neionické, viz Obrazek 5.
Ionické tenzidy obsahuji funkcni hydrofilni skupiny, schopné disociace ve vodé, pficemz
vzniklé ionty jsou nositeli povrchové aktivity. Neionické tenzidy nemaji ndboj a ve vodném
prostiedi nedisociuji, rozpoustéji se vsak solvataci vétsiho poctu hydrofilnich skupin [2, 20].

W Meionicke

®/\/’\/’\/’\/’\ Anionicke

Kationické

P Y Y :
®/\® Amfoterni

Obrazek 5: Déleni tenzidut dle jejich hydrofilni casti [20]

Anionické tenzidy

Tyto tenzidy ve vodném prostfedi disociuji na zaporn€ nabity organicky anion, ktery je
nositelem povrchové aktivity a neaktivni kation. Anionické tenzidy patii stale mezi
nejrozsifenéjsi latky s nejucinngjSimi detergen¢nimi schopnostmi. Nejvyssi aktivitu vykazuji
v mirn¢ alkalickém prostedi, v kyselém prostiedi jsou obecné nestalé. Jsou kompatibilni
vzajemn¢ mezi sebou a s amfoternimi a neionickymi tenzidy.

Nejznaméjs$imi a zaroven nejstarSimi zastupci této skupiny jsou sodné a draselné soli
karboxylovych kyselin, neboli mydla, jejichz velkou vyhodou je snadna biologicka
rozlozitelnost a vodohospodaiskd nezédvadnost. Dalsi dileZitou skupinou jsou alkylsulfaty
(alkylsirany), majici vysokou povrchovou aktivitu i v kyselém prostedi. Sodné soli alkylsulfatt
se pouzivaji Vpracich a Cisticich prosttedcich s nejlepsi praci uGcinnosti pfi
pH 8-10, v neutralnim prostiedi jsou pouZitelné jako zmé&k&ovaci prostifedky. Do této skupiny
patii jedna z nejznaméjSich povrchové aktivnich latek — dodecylsiran sodny (SDS),
znazornény na Obrazku 6, pouzity I vV experimentalni ¢asti této prace [2, 20].

O
WWD—Q—U_ Nat

Obrazek 6: Dodecylsiran sodny [20]
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Kationické tenzidy

Kationické tenzidy jsou slouceniny obsahujici jednu nebo vice funkénich skupin, které
ve vodném roztoku disociuji na povrchov¢ aktivni kladné nabité organické ionty. Vzhledem
k tomu jsou adsorbovany na negativné nabitych povrSich latek, napt. pady, skla, tkanin,
ale i na povrchu mikroorganismu, kterym tak udéluji hydrofobni charakter. Proto se prakticky
neuplatiiuji v detergen¢nim procesu. Jejich vyznam spociva piedevsim v jejich germicidnich
ucincich, diky nimz jsou aplikovany do 1é¢ebnych masti a dezinfekénich ptipravkl a jako
antiseptika (Ajatin, Septonex, Septosan). Déle jsou znamy pro své antistatické a zmékcovaci
ucinky, pro které nachazeji uplatnéni v textilnim prumyslu jako soucast avivazi. V kosmetice
jsou zase vyuzivany jako soucast vlasovych kondicionacnich ptipravkd. Dale pusobi i jako
inhibitory koroze. Kationtové tenzidy jsou (stejné jako aniontové) kompatibilni vzajemné mezi
sebou a s amfoternimi a neionickymi tenzidy. Jejich nevyhodou je bohuzel horsi biologicka
rozlozitelnost a také vyssi cena.

Ziejme nejvyznamnéjsi a nejvice pouzivanou skupinou kationickych tenzida tvoti kvartérni
amoniové soli. Jejich hlavni uhlovodikovy fetézec obsahuje 12-18 uhlikil, zbyvajici fetézce
jsou methylové nebo ethylové skupiny, protiontem byva obvykle halogenidovy aniont [2, 20].
Do této skupiny patii i Septonex, neboli N-(a-karbethoxypentadecyl) trimethyl ammonium
bromid, znazornény na Obrazku 7, coby modelovy zastupce pouzity v experimentalni ¢asti této
prace pii studiu interakci kationickych tenzidd s huminovymi kyselinami.

(0]
PO PPN
.«-'N|-:\~ Br

Obrazek 7: Septonex [23]

V mediciné je Septonex znamy jako dezinfekéni latka, branici rozmnoZovéani bakterii
anékterych vird, pouziva se napt. ve formé kapalného spreje Kk bézné dezinfekci drobnych
koznich poranéni, nebo jako soucast ocnich kapek (pod nazvem Ophthalmo-Septonex [22])
a masti k 1é¢bé akutnich a chronickych nehnisavych zanéti.

Amfoterni tenzidy

Jsou charakterizovany pfitomnosti dvou hydrofilnich skupin — kyselé (karboxylové skupiny
nebo sulfoskupiny) a zdsadité (aminoskupiny nebo amoniové skupiny), které molekule ud€luji
amfoterni charakter. V alkalickém prostifedi se chovaji jako anionické tenzidy a v kyselém
prostedi jako kationické, kde je disociace karboxylové skupiny potlacena. V molekule musi
mit alesponn jeden dlouhy alifaticky fetézec. Maji velmi dobré praci a Cistici schopnosti,
nachazeji uplatnéni v kosmetickém pramyslu a jako avivdzni a antistatické prostfedky
s mikrobicidnimi Uc¢inky. Jejich velkou pfednosti je jejich kombinovatelnost vzajemna
I se vSemi ostatnimi typy tenzidu [2, 20].

Neionické tenzidy

Tyto tenzidy ve vodném roztoku nedisociuji, jejich rozpustnost ve vod¢ je vSak umoznéna
ptitomnosti hydrofilnich skupin vytvarejicich vodikové mustky (aminoskupiny, etherické

18



a hydroxylové skupiny), vazanych bud’ ptimo nebo ptes dalsi funk¢ni skupiny na hydrofobni
¢ast molekuly. Tyto tenzidy jsou netoxické, biologicky snadno odbouratelné (zna¢ny vyznam
maji pfedev§im neiontové tenzidy na bazi polyhydroxysloucenin) a pouzivaji se zejména
Vv textilnim primyslu, kosmetice, zeméd¢€lstvi a potravinafstvi — ptfi vyrobé prostiedkli na
chemické Cisténi latek, Sampont, pletovych krémt, zubnich past, ale i jako ptisady do krmiv
hospodatskych zvitat, kde zlepSuji stravitelnost tukd, a pii vyrobé peciva, kde zabranuji
usychani. Jsou kompatibilni vzajemné mezi sebou i s ionickymi typy tenzidi [2, 20].

2.3 lzotermicka titraéni kalorimetrie

Izotermicka titra¢ni kalorimetrie (ITC) je technika, kterou lze charakterizovat a stanovit povahu
interakci studovanych latek zpohledu termodynamiky, skrze piimé meéfeni mnozstvi
uvolnéného ¢i spotfebovaného tepla (pfesnéji tepelného toku) v pribéhu reakce. Mc¢teni
teplotniho zabarveni reakce za konstantni teploty a tlaku nasledné umoziluje stanoveni
rovnovazné disocia¢ni konstanty (Kp), z niz 1ze urcit vazebnou afinitu reagujicich latek; reak¢éni
stechiometrie (n) a zmény entalpie (AH), coZ je z molekularniho hlediska teplo spojené
se vznikem, zanikem a deformaci chemickych vazeb. Ze ziskanych dat lze ddle pomoci
termodynamickych vztahl uréit i zménu Gibbsovy energie (AG), vypovidajici o samovolnosti
za danych podminek, pii kterych reakce probiha, a zménu entropie (AS), popisujici zménu
usporadanosti systému.

Izotermicka titracni kalorimetrie je tedy technika poskytujici kompletni termodynamicky
profil molekularni interakce, jehoz pomoci lze vice porozumét odehrdvajicim se vazebnym
procestim mezi vybranymi latkami, a to navic v jejich pfirozeném stavu — bez nutnosti jejich
piedchozich uprav jako je imobilizace, fluorescencni znaceni a podobné [24, 25, 26, 27].

Izotermicky titra¢ni kalorimetr je zafizeni, které obsahuje v adiabatickém plasti uzaviené
dv¢ identické kalorimetrické cely, referencni a vzorkovou, z chemicky odolnych a vyborné
tepelné vodivych material, které musi béhem celého méfeni udrzovat na stejné (£ 0,00012°C),
pfedem nastavené teploté. Teplotni zmény mezi referencni a vzorkovou celou jsou v pribéhu
celého méteni detekovany vysoce citlivym termoclankem, umisténym v prostoru mezi celami,
poskytujicim zpétnou vazbu topnym téliskiim, které maji za ukol kompenzovat tepelné zmény
mezi celami a ob¢ je udrzovat na stejné, piedem nastavené teploté. Zmeéna ptisunu elektrické
energie pro vyrovnavani teplot obou cel je zaznamenavana v Case a ve finale vztazena
k okamzité koncentraci jednotlivych reagujicich slozek ve vzorkové cele. Schéma
izotermického titra¢niho kalorimetru ukazuje Obrazek 8 [24, 25, 28].
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Obrazek 8: Schéma izotermického titracniho kalorimetru [28]

Béhem méfeni jsou velmi pfesnym injekénim zafizenim s michadlem a stfikackou do cely
se vzorkem postupné vpravovany malé ptidavky titracniho roztoku. Pokud dojde k vazbé mezi
latkou pFitomnou v titraénim roztoku pravé vstiiknutou do vzorkové cely a latkou v ni ptivodné
obsazenou, jsou detekovany a méteny tepelné zmény v fadu miliontin stupné Celsia. V piipadé
exotermni reakce, kdy se pii vazb¢é molekul teplo uvoliuje, se vzorkova cela stava teplejsi nez
cela referencni, a tudiZ je pfisun energie na jeji ohfev sniZzen, coZ zpisobi pokles méfeného
signalu (tepelného toku) v méficim zaznamu. U reakce endotermni je tomu naopak. Béhem
fady injekci titra¢niho roztoku se molarni pomér mezi latkou v titracnim roztoku a latkou
puvodné obsazenou ve vzorkové cele zvySuje, postupné vSak dochazi k jejich vzajemnému
nasyceni, doprovazeném menSim vznikem vazeb, ¢imz se zména teplot mezi referen¢ni
avzorkovou celou snizuje. Vysledkem méfeni je surovy zaznam tepelného toku v case. Po
nasledné integraci ploch jednotlivych pikl surového zaznamu vznikne vysledny zaznam coby
zavislost zmény entalpie na molarnim poméru reagujicich latek, viz Obrazek 9 [24, 25, 28].
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Obrazek 9: Priklad vystupu z ITC [28]
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2.4 Diflze

Difuze je samovolny, nevratny a tepelné aktivovany dé&j, pii némz V soustavach
s koncentracnim gradientem dochéazi k pfirozenému rozptylovani pohybuschopnych céstic
Vv dosazitelném prostoru, ¢imz postupné ve vSech jeho ¢astech vyrovnévaji svoji koncentraci.
Podstatou difuze je neusporadany tepelny pohyb (Browniiv pohyb) kazdé jednotlivé Castice,
ktery podle zakonl termodynamiky umoznuje dosahnout nejvyS$i moznou miru entropie
systému, a tedy stavu s nejnizsi vnitini energii.

Némecky fyzik Adolf Fick zjistil, ze difuze rozpusténé latky je zptsobena molekularnimi
silami, zaloZenymi na stejném principu jako je vedeni tepla ve vodi€i, a navrhl pro diftzi
matematicky popis — dnes znamy jako Fickovy zakony. Ty popisuji vztah mezi koncentracnim
gradientem a mnozstvim prodifundované latky a také zavislost koncentratniho gradientu
na Case u nestaciondrni difuze.

Rychlost difuze je ve stacionarnim prostiedi vyjadfovana difiznim tokem Ji, definovanym
jako latkové mnozstvi difundujici slozky ni, které za jednotku Casu (z) projde jednotkovou
plochou A kolmou ke sméru diftize. Diftzni tok je roven soucinu stiedni rychlosti toku ¢astic
ui a jejich koncentrace ci, viz rovnice (1) [21].

dni
A-dt

Ji= = UG 1)
Podle 1. Fickova zakona je diftizni tok pii jednorozmérné stacionarni diféizi umérny
koncentraénimu gradientu ¢astic, viz rovnice (2) [21].

dCi
dx

Ji = =D )

Diftzni koeficient D;i je ¢iselné roven latkovému mnozstvi difundujici slozky i, které projde
jednotkovou plochou za jednotku ¢asu pfi jednotkovém koncentracnim gradientu. Zavisi jak na
vlastnostech prostfedi, tak na vlastnostech difundujicich c¢astic. Pfi staciondrni difazi
se koncentra¢ni gradient dci/dx neméni s Casem.

Pti nestacionarni difizi popsané 2. Fickovym zakonem se koncentrac¢ni gradient s casem
méni a difazni tok ¢astic se méni s polohou, viz rovnice (3) a (4) [21].

d]i dCi
2t _ -1 3
dx dt ®)
dCi dzCi
ARk )

Na zédklad¢ hydrodynamické teorie odvodil Einstein vztah mezi difuznim koeficientem D,
koeficientem tieni (frikénim koeficientem) fi, a absolutni teplotou T. JestliZe je mozno zanedbat
vliv vngjsich sil (napf. gravitace) a uvazujeme-li pouze diftizi, ptisobi na disperzni ¢astici hybna
sila difuze a proti ni brzdna sila prostfedi, které ji obklopuje. Jakmile se ob¢ sily vyrovnaji,
nastane rovnovazny stav a dostaneme Einsteinovu rovnici pro difizni koeficient, viz rovnice

(5) [21].
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kgT
Di = f
i

(5)

Dle tohoto vztahu je difuzni koeficient pfimo umérny teploté¢ T a nepfimo umeérny koeficientu
tieni fi, ktery charakterizuje odpor prostiedi proti pohybu ¢astice, kde kg je Boltzmannova
konstanta. Koeficient tfeni zavisi na teploté, rozmérech a tvaru Castice a na viskozité
disperzniho prostfedi. V kapalném prostiedi, které obsahuje velké difundujici Céstice ve
srovnani s molekulami disperzniho prostiedi a jejich stfedni volnou drahou, Ize v piipadé
systému s kulovitymi (popf. izometrickymi) Casticemi vyjadfit koeficient tfeni Stokesovou
rovnici (6), kde rj je polomér ¢astice a 1o viskozita disperzniho prostredi. Pro difuzni koeficient
tak dostaneme Einsteinovu-Stokesovu rovnici (7) [21].

fi = 61N,y (6)
kT
L7 6mn,r (7)

V koloidnich systémech je difize fadové pomalejsi nez v analytickych disperzich, a z vyse
uvedenych vztahi je patrné, Ze klesa S rostouci velikosti ¢astice a roste se stoupajici teplotou,
ponévadz viskozita kapalného disperzniho prostiedi s rostouci teplotou klesa [21].

2.5 Dialyza

Je separaéni metoda, jejimz principem je diftize rozpusSténych ¢astic pies polopropustnou
membranu. Polopropustnd (semipermeabilni) membréana, at’ uz pfirozena ¢i uméla, ma pory,
kterymi mohou projit pouze né€které z iontd nebo molekul pfitomnych v koncentrovanéjsim
oddilu prostredi, zatimco vétsi molekuly (typicky polymery) skrze tyto pory neprojdou.
Pro samotné rozpoustédlo je membriana prostupnd obéma sméry. Malé ionty a molekuly
prochazejici pory membrany difunduji, dokud se nevyrovna jejich koncentrace na obou
stranach membrany. Tehdy se systém dostane do dynamické rovnovahy, kdy se dé&j z pohledu
pozorovatele zastavi. Ve skutecnosti vS§ak vyména rozpoustédla i Castic mezi obéma prostory
membrany pokracuje, ovSem rovnovazné obéma smeéry. Polopropustné membrany vyuzivané
pii dialyze jsou Casto vyrobeny z acetatu celulozy, neboli ,,celofanu‘ [29, 30].

Charakteristickym  parametrem kazdé membrany je tzv. cut-off hodnota
(MWCO = molecular weight cut-off), coz je limitni velikost molekul, které je membrana
schopna propustit. VEétsi molekuly by mély byt membranou zadrzeny. Misto ,,cut-off hodnoty
membrany* se Casto pouziva ekvivalentniho pojmu ,,velikost portt membrany* a oboji se udava
v Daltonech (Da), napt. 500 Da (v ptipad¢ dialyzacni membrany pouzité pii experimentalni
¢asti této prace).

Pro urychleni procesu dialyzy musi byt po celou jeji dobu udrzen dostate¢ny koncentracni
spad — bud’ pouzitim velkého mnoZstvi dialyzacniho roztoku, nebo jeho Castou vymeénou.
Rychlost tohoto procesu dale zavisi na teploté¢ a na parametrech membrany, jako je jeji tloustka,

plocha a velikost a pocet port. Dale hraje roli i afinita mezi membranou a difundujicimi
¢asticemi [29, 30].
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2.5.1 Nerovnovazna dialyza

Pti nerovnovéazné dialyze se vyuziva polopropustné membrany ke zméné sloZeni roztoku za
udrzovani dostate¢ného koncentratnim spadu, napiiklad pii preciStovani biopolymert
od nizkomolekularnich latek. Obsahuje-li na pocatku dialyzy koncentrovangjsi oddil roztoku
(tzv. dialyzat), uzavieny v dialyza¢nim stfevu — membrané, smés latek o rozdilné velikosti
Castic, lze z této smési odd¢lit vybrané latky, které mohou vzhledem ke své velikosti prochazet
péry membrany do méné koncentrovaného oddilu (tzv. difuzatu), viz Obrazek 10 [31].

DIALYZAT

DIFUZAT

zahajeni dialyzy dynamicka rovnovaha
Obrazek 10: Nerovnovazna dialyza [29]

2.5.2 Rovnovazna dialyza

Rovnovazna dialyza ma v jistém smyslu specifi¢téjsi vyznam nez nerovnovazna dialyza. Muize
byt vyuzita ke studiu vazeb mezi vétsimi molekulami latek, nachazejicimi se trvale na jedné
strané pro n¢ nepropustné dialyzacni membrany, a mensimi molekulami latek, na pocatku
dialyzy pifitomnych na druhé stran¢ membrany, ktera jim nebrani v pohybu sméfujicimu
k dosazeni rovnovazného stavu [31].

Zdanliva rovnovaina konstanta

Mame-li k dispozici dvé stejné difuzni komory oddélené vhodnou dialyza¢ni membranou
(tzv. difazni celu), jednu se supramolekulami (v nasem pfipadé s roztokem huminovych
kyselin, tzv. pfijimaci komoru) a druhou s membranovym permeantem (v naSem piipadé
s roztokem kationického tenzidu Septonexu, tzv. zdrojovou komoru), dochazi dle pfedpoklada
k nasledujici situaci, zachycené na Obrazku 11.
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situace na poéatku experimentu situace po dosaZeni rovnovahy - ustaleny stav

Obrdazek 11: Rovnovadzna dialyza — schéma interakce v difiizni cele: supramolekuly neprochdazejici
membrdnou jSOU zndzornény hnédé, membrdnovy permeant modie
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Membranovy permeant se Siii pfes semipermeabilni membranu ze zdrojové komory
do ptijimaci komory, protoze diky malé velikosti svych molekul neni membranou v pohybu
nijak omezen.

Pokud by difundujici Septonex v pfijimaci komote nebyl ovlivnén (neinteragoval by s)
huminovymi kyselinami (HK), doslo by po ¢ase pouze k vyrovnani jeho koncentrace v obou
komoréch, nic vic, protoze pritomné supramolekuly huminovych kyselin jsou na prichod
membranou piilis velké a zGstavaji v pivodni komofte.

Pri reilné probihajici interakci (jednd se tedy o diftzi s chemickou reakci) mezi
huminovymi kyselinami (HK) a Septonexem, kdy supramolekuly huminovych kyselin
na sebe vazou ¢ast molekul permenantu (Septonexu), dochazi v obou celach k vyrovnavani
koncentraci pouze volného permeantu. V okamziku dosazeni rovnovazného stavu bude

mnozstvi permeantu v komofte na stran¢ supramolekul vyssi o permeant vazany. Tento rozdil
Ize vyuZzit pro stanoveni rovnovaznych a vazebnych konstant.

Z praveé popsaného Ize vychazet pfi stanoveni zdanlivé rovnovazné konstanty Kapp, ktera
udava miru interakci — vV nasem piipadé¢ mezi huminovymi kyselinami a Septonexem skrze
pomér koncentrace tenzidu vazaného na huminové kyseliny vic¢i koncentraci volného tenzidu
v komorach pro systém v rovnovaze. Plati tedy rovnice (8):

[tenzid vazany]

Kapp = [tenzid volny] )

Pokud konstanta Kapp nabyva hodnoty vyssi nez 1, indikuje posun rovnovahy sorp¢nich
procest smérem k produktim. Naopak hodnoty niZsi nez 1 naznacuji slabsi tendenci Septonexu
a huminovych kyselin interagovat, tedy posun rovnovahy sorpénich procesi smérem
K vychozim latkdm. Pii Kapp = O K interakcim nedochazi. Pro konstantu se uziva oznaceni
»zdanliva®, jelikoz zavisi jen na molarnich koncentracich tenzidu a neuvazuje vliv koncentrace

vazebnych skupin huminovych kyselin na posun interakéni rovnovahy.

K odvozeni pouzitelného vztahu pro stanoveni konstanty Kapp je tieba vydefinovat podminky
jeho platnosti. Protoze objem roztoki je stejny a neménny v obou uzitych komorach (tedy ve
zdrojové se Septonexem 1 pfijimaci s huminovymi kyselinami) a zvolend membrana tenzid
nesorbuje (coz bylo experimentalné ovétfeno), plati, ze vychozi koncentrace tenzidu c, na
pocatku experimentu je V rovnovaze dana souctem tii prispévku — viz rovnice (9), ktera plati
po celou dobu difuzniho procesu:

Co = CvazaninaHK T Cvolna, zdroj. komora + Cvolna, piij. komora (9)
Co je koncentrace tenzidu ve zdrojové komote na pocatku experimentu,
Cyazana na HK je koncentrace tenzidu navdzaného na huminové kyseliny (HK),

Cvolns, zdroj. komora J€ koncentrace volného tenzidu ve zdrojové komote,
Cvolns, pj. komora  J€ koncentrace volného tenzidu v pfijimaci komote.

Nasi snahou je urcit vazanou koncentraci tenzidu Cy4zan4 na Hk»> Kterou vyjadiime z predchozi
rovnice (9). Tim dojdeme k rovnici (10):
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Cvazanana HK = €0 — Cyoln4, zdroj. komora — Cvolna, pij. komora (10)
Ve stavu rovnovahy plati vztah (11):
Cyolns, zdroj. komora — Cvolna, ptij. komora (11)
Jeho vyuzitim se rovnice (10) zméni na rovnici (12):
CvazandnaHK = Co — 2- Cvolns, zdroj. komora (12)
Defini¢ni vztah (8) pro zdanlivou rovnovaznou konstantu Kapp tim ziska tvar rovnice (13):

_ Co —2- Cvolns, zdroj. komora
Kapp = (13)

Cvolna, zdroj. komora

Po upravé dostaneme jeji kone¢nou podobu, viz rovnice (14):

Kapp = -2 (14)

Cvolns, zdroj. komora
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

V soucasné dob¢ velmi rozsifeného a casto nesetrného pouzivani tenzida (povrchove aktivnich
latek) nejen v zemedé€lstvi, je jejich ndsledna ptitomnost ve vodach a ptidé coby odpadu znacné
Skodliva. Huminové latky v nich obsazené nejen Ze dokazou vazat rizné polutanty, ptikladem
jsou zminéné tenzidy, mohou je v pudé téz shromazd’ovat (imobilizovat). Porozuméni
charakteru jejich interakci je proto neustale pfedmétem zkoumani s cilem ptinést feSeni tohoto
problému [2]. Pfitom tenzidy je mozné povazovat za modelové latky pro tcely objasnéni
vazebnych interakci huminovych kyselin s organickymi latkami obecné.

3.1 Interakce huminovych latek s tenzidy

Byl studovan vznik komplexd mezi HK a kationtovymi povrchové aktivnimi latkami,
konkrétné s hexadecyltrimethylamoniumbromidem (CTAB). HK s CTAB zacaly vykazovat
interakci uz pfi nizSich koncentracich CTAB, kdy byly komplexy rozpustné. Srazeniny mezi
HK a CTAB se vytvotily pii 20, 30 a 50 mmol-dm™ CTAB (a byly izolovany filtraci), zatimco
rozpustné komplexy byly pozorovany pfi 1, 5, 10 a 40 mmol-dm™ CTAB. Ilustrace moznych
konfiguraci komplexti ukazuje Obrazek 12. Srazeniny i rozpustné komplexy byly zkoumany
pomoci metody zalozené na detekci rozptylu svétla rentgenovych paprsku. Pti studiu se zjistilo,
ze hydrofilni c¢asti struktury CTAB, které jsou umistény na vnéj$i strané¢ micel, jsou
neutralizovany HK, coz zplsobuje deformaci vélcovitého (tzv. hexagonalniho) tvaru micel.
Tvar micel CTAB po agregaci s HK i pfes deformaci ziistava zachovaly. Chovani vznikajicich
komplexit mezi CTAB a HK bylo vysvétleno na zaklad€ neutralizace naboje mezi anionty HK
a micelami CTAB a nasledné obraceni naboje v disledku hydrofobnich interakei. Mezi t€émito
komplexy vznikla vazba prostfednictvim elektrostatické interakce s hydrofilnimi kationickymi
skupinami CTAB a anionickymi funkénimi skupinami HK. Souhrnné 1ze konstatovat, Ze reakce
mezi HK a CTAB jsou v nékterych ohledech podobné reakcim mezi nabitymi polymery
a povrchové aktivnimi latkami [32].

1-10 mM CTAB 20-30 mM CTAB 40-mM CTAB

CTAB micelle _.\ CTA” ) L_/’—-‘ charged HA

Obrazek 12: Ilustrace moznych konfiguraci komplexit HK-CTA" za riiznych experimentalnich
podminek [32]

Dale se zkoumalo spojeni alkyltrimethylamoniumbromida (obecné Ch TAB) s riiznou délkou
uhlovodikového fetézce s HK a vliv této interakce na povrchovou aktivitu HK. Povrchové
napéti bylo méfeno pomoci prstencové metody pii 25 °C. Sady méfeni byly provedeny
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pfidanim malych mnozstvi koncentrovaného roztoku povrchové aktivni latky do vodného
roztoku HK (100 mg-1%). Zjistilo se, Ze piidani i velmi nizkych koncentraci ChnTAB k vodnému
roztoku HK mé obrovsky vliv na snizeni povrchového napéti tohoto ptirodniho polyelektrolytu.
Snizeni povrchového napéti vody bylo mnohem vyssi ve vodném roztoku smési ChTAB s HK
nez v roztocich Cistych slozek. Pokles povrchového napéti byl zptsoben i rostouci délkou
alkylového tetézce ChTAB (C12TAB, C14TAB, C16TAB). Z toho vseho se dospélo k zavéru,
ze proces srazeni HK a ChTAB byl pfifazen k tvorbé micel, vyvolané HK. Téz se zjistilo,
ze 1 ucinnost adsorpce je ve smeési Ch TAB s HK vyssi nez ve vodnych roztocich Cistych slozek.
K vytvareni struktur podobnych micelam dochdzi pti koncentracich HK a povrchové aktivnich
latek vyrazné pod piislusnymi kritickymi micelarnimi koncentracemi. Autofi se domnivaji,
ze hlavni hnaci silou povrchové adsorpce ChnTAB vV pfitomnosti HK byla neutralizace
disociované karboxylové kyseliny kationtovou povrchové aktivni latkou [33].

Jiz v jinych pracich [34] bylo prokazano, ze vazba iontovych povrchové aktivnich latek na
opacné nabity polyelektrolyt je kooperativnim procesem, v dasledku hydrofobnich interakci
mezi alkylovymi fetézci povrchové aktivnich latek. Kvuli silné elektrostatické pfitazlivosti
mezi témito dvéma druhy zacina interakce pii velmi nizkych koncentracich, kdy vytvareji
hydrofobni agregéty pfi velmi nizké koncentraci povrchové aktivni latky, znamé jako kritické
agregacni koncentrace ,,CAC*, (analogicky ke kritické koncentraci micel CMC pozorované
v ¢istych roztocich povrchové aktivni latky).

Dale byly zkoumany interakce aniontové povrchové aktivni latky dodecylsiranu sodného
(SDS) a dvou kationtovych povrchové aktivnich ¢inidel, dodecylpyridiniumchloridu (DPC)
a cetylpyridiniumchloridu (CPC), s purifikovanymi huminovymi kyselinami (PHK).
Autofi sestavovali adsorpéni izotermy pomoci titrace povrchové aktivni latky v ptitomnosti
PHK, pfiniz byl elektrodovy potencial zaznamendvan iontové selektivni elektrodou pro
tenzidy. Adsorp¢ni izotermy (jako latkové mnozstvi PAL navazané na PHK) byly stanoveny
pfi pH 5 a 7 pro systém SDS-PHK; a pii pH 5, 7 a 10 pro syst¢émy DPC-PHK a CPC-PHK.
Pti daném pH 5, 7 a 10 a iontové sile 0,025 mol-dm™ mezi aniontovym povrchové aktivnim
¢inidlem (SDS) a PHK nebyla pozorovana 74dna vyznamnd vazba, zatimco dvé kationtova
povrchové aktivni ¢inidla (DPC, CPC) se silné vdzaly na PHK v celém zkoumaném rozsahu
pH. Komplexy kationtovych povrchové aktivnich latek se s PHK srazeji, jakmile se dosdhne
bodu neutralizace naboje. Vazba je zptsobena jak elektrostatickou, tak hydrofobni ptitazlivosti.
Pocéatecni afinita se zvySuje se zvySujicim se pH (tj. zdpornym nabojem PHK) a délkou
hydrofobniho konce tenzidu. Z této studie vyplyva, Ze HK jsou siln¢ ovliviiovany 1 malymi
koncentracemi kationtovych tenzida [35].

Obdobné vysledky byly rovnéz ziskany pfi studiu interakci mezi kationickymi tenzidy a HK
méfenim izoelektrického bodu pomoci detektoru néboje Castic. V zatizeni uvniti cely tvaru
valce je pohybovano pistem nahoru a dolt, ¢imz se vytvaii elektrokineticky signal v zavislosti
na naboji ¢astic pfitomnych v cele, coz umoziuje ,,méfeni naboje* koloidnich ¢astic nebo
komplexti. V piipad¢ titrace studovaného vzorku komplexotvornym c¢inidlem s opaénym
nabojem lze detekovat ,,bod obratu naboje®, neboli izoelektricky bod. Timto zptisobem byly
studovany interakce kationickych tenzidd — dodecylpyridiniumchloridu (DPC)
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a cetylpyridiniumchloridu (CPC) sriznymi typy huminovych a fulvinovych kyselin
pii pH 4,5-5 2 0,005 mol-dm=a 0,1 mol-dm NaCl. Mé&feni detektoru naboje &astic s povrchové
aktivnimi latkami odhalilo, Ze komplexy kationicky tenzid-HK dosahly svého izoelektrického
bodu jest¢ pred dosazenim kritické micelarni koncentrace. S nartistem vazaného mnozstvi
se naboj komplext kationtového povrchové aktivniho ¢inidla-HK meénil z negativniho na
pozitivni — toto pozorovani naznacuje, ze ionty povrchove aktivni latky se navazuji na HK vice
nez ekvivalentné. Afinita vazby cetylpyridiniového kationtu (CP*) k HK je vétsi, nez afinita
dodecylpyridiniového kationtu (DP¥), kvili del$imu alifatickému konci CPC. Z vysledki autofi
usuzuji, ze vazba kationtového tenzidu na HK je zplsobena elektrostatickou i hydrofobni
pfitazlivosti, pfi¢emz se zfejmé méni i fyzikalné-chemické vlastnosti, jako je hustota naboje,
hydrofobicita a vnitini struktura HL. Celkovy zavér je, ze osud HK ve vodnich systémech mtize
byt siln¢€ ovlivnén i malymi koncentracemi kationtovych povrchové aktivnich latek [36].

Pfi oSetfovani vody chlérem, v niz jsou pfitomné HK, mohou vznikat karcinogenni
trithalogenmethany. Proto je nutné pted tim HK odstranit z vody, k ¢emuz byla studovana
technika flotace srazeniny HK pomoci cetyltrimethylamoniumbromidu (CTAB)
a dodecylaminu (DDA), slouzicich jako sbérace srazenin HK. Metodou rozptylu svétla byl
stanoven stiedni prumér ¢astic pro srazeniny (HK-CTAB i HK-DDA). Dale pouzita studie
elektroforetické mobility ukdzala, ze interakce HK-CTAB byla mnohem silngjsi,
nez u HK-DDA. Hlavni rozdil mezi srazenim HK-CTAB a HK-DDA je ten, ze k zahajeni
sraZeni je zapotiebi mnohem niZz§i koncentrace CTAB ve srovnani s DDA. Tento jev lze
vysvétlit jako dusledek délky nepolarni ¢asti molekul povrchové aktivnich latek. V pripadé
,»delsiho*“ CTAB vede vyssi nerozpustnost k Sirsi oblasti srazeni. Vysledky experimenti flotace
srazeniny provadéné ve specidlni ,,flotacni sloupcové koloné* ukazaly, Ze vice nez 90 % HK
Ize odstranit z vody za pomoci kationickych tenzidi coby sbéraci jejich sraZzenin bez dals$iho
pouziti jakychkoli jinych ¢inidel [37].

surface surface

Obrazek 13: Schématické znazorneni situace HK-tenzid s rostouct koncentraci tenzidu v systému [37]

Autofi vysvétlili mechanismus interakci nasledovné, viz Obrazek 13. Kationtova polarni ¢ast
povrchové aktivni latky se elektrostaticky vaze na disociované karboxylové skupiny pfitomné
v HK za vzniku precipitatii. AvSak jak se zvySuje koncentrace povrchové aktivni latky,
nepolarni  ¢asti  molekul povrchové aktivni latky interaguji  prostiednictvim
van der Waalsovych sil, které vytvareji hemi-micely. To ma vliv na hydrofobicitu sraZeniny,
ktera ukazuje snizeni floatability pro vyssi koncentraci povrchove aktivni latky [37].

Byla studovéna i interakce HL s SDS a CTAB pomoci nukledrni magnetické rezonance
(NMR). Diftizni koeficienty meéfené gradientovou nukledrni magnetickou rezonancni

28



spektroskopii se pouzivaji v této studii ke zkoumdni intermolekularnich interakci povrchové
aktivnich latek — dodecylsiranusodného (SDS) a cetyltrimethylamoniumbromidu (CTAB)
za pritomnosti riznych HL. Tyto vysledky naznacuji, Zze HL zlepsuji agregaci SDS pted
micelizaci s vyraznéj$im ucinkem pozorovanym u vice hydrofobnich huminovych materiald.
Pozitivn¢ nabita povrchové aktivni latka CTAB vytvati stabilni iontové pary s HL [38].

Vazba aniontového povrchové aktivniho ¢inidla, dodecylsiranu sodného (SDS),
s huminovymi kyselinami izolovanymi z piidy narodniho parku Aso v Japonsku (AHK), byla
studovana pomoci potenciometrické titrace a dynamického rozptylu svétla (DLS) ve dvou
oblastech pH 9,18 a 3,98 a iontové sile 0,03 a 0,10 mol-dm™. Pti pH 9,18 a nizké iontové sile
mezi SDS a AHK nebyla pozorovana zadna interakce ani jednou z metod, zatimco urcita
interakce je pozorovana pii pH 3,98 a pfi vysoké iontové sile méfenim DLS, protoze
elektrostatické odpuzovani je potlaceno protiionty v tomto roztoku. Dale byla
potenciometrickou titraci a DLS zkoumana vazba mezi kationtovou povrchové aktivni latkou
dodecyltrimethylamoniovym kationtem (DTMA®) a fulvinovymi Kkyselinami rovnéz
izolovanymi z pidy narodniho parku Aso v Japonsku (AFK) i AHK a porovnana s vazbou
kationtu dodecylpyridinia (C12Py"). Bylo zji$téno, Ze vazba iontt DTMA™ s AFK i AHK je
slab$i, nez vazba s ionty C12Py", a to pravdépodobné kvili sférické zabrané hlavni skupiny
ionth DTMA" a diky vice atraktivni vazbé& ionti C12Py" vyvolané pravdépodobné n-n interakci
mezi aromatickymi kruhy obou latek. Hydrodynamicky pramér agregatii (zjistény metodou
DLS) je pro DTMA*AFK/DTMA*-AHK men8i, neZprimér agregati pro
C12Py*-AFK/C12Py*-AHK, viz Obrazek 14. Ve vSech systémech se hydrodynamické priméry
zvySovaly spolecné s rostouci koncentraci kationickych tenzidl. Toto chovani silné naznacuje
tvorbu nanoagregati mezi kationickym tenzidem-HK diky neutralizaci naboje [39].
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Obrazek 14: Zavislost hydrodynamického priméru agregatii (mezi kationickym tenzidem-HK) na
totalni koncentraci tenzidu pri pH 9,18 a iontové sile 0,03 mol-dm™ [39]
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Dale bylo hodnoceno termodynamické hledisko interakci mezi kationtovou povrchoveé
aktivni latkou cetylpyridiniumchloridem (CPC) a HK rtzného ptvodu pii pH 10 a rizné
iontové sile metodou izotermické titracni kalorimetrie. Cilem autori bylo ziskat informace
0 zékladni struktufe HK a zda HK z odlisného plivodu vykazuji odlisné zakladni struktury.
Na rozdil od toho, co ptfedpokladaly soucasné supramolekularni modely, dosli autofi k nazoru,
ze HK vykazuji spole¢nou zakladni strukturu, kterd je v prostiedi spiSe stabilni. Ackoli HK
rizného ptivodu maji rizné funkéni skupiny, zdalo se, Ze tato zakladni struktura je pfitomna ve
vSech studovanych HK (zdroje: puda, raselina a fi¢ni zdroje). Vzhledem k piitomnosti
elektrického nédboje jak v HK, tak v povrchové aktivnich latkdch pouzitych v této praci,
vysledky ukazovaly, Ze interakce HK-CPC je pfi nizké iontové sile hlavné elektrostaticka.
S rostouci iontovou silou prechdzi interakce z elektrostatické na hydrofobni, pfi¢emz adsorpcni
kapacita HK je udrZzovana pomérné konstantni [40].
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Obrazek 15: Kalorimetrické titracni kiivky (pozorovany entalpické zmény) pri pridavcich CPC
(10 mmol-I) do roztoku huminové kyseliny Elliot — ESHA (0,1 mg-ml™), iontova sila 0,05 mol-dm?
[40]

Vysvétleni probihajicich entalpickych déji vystihuje Obrazek 15. Pocatecni cast interakéni
kiivky HK-CPC vykazuje exotermni priibéh, pti¢emz se uvolnované teplo s kazdou injekci
CPC do roztoku HK snizuje; jeji jednotlivé molekuly se zacinaji adsorbovat na povrchu HK pfi
tzv. kritické agregacni koncentraci ,,CAC*. S déle rostouci koncentraci CPC ziskava kiivka
endotermni charakter, dosahuje svého maxima a zac¢ind klesat. To naznacuje, Ze monomery
CPC se agreguji blizko struktury HK. Prise¢ik obou kiivek definuje bod c2
(c2 = 0,81 mmol-I'h), ve kterém je roztok HK monomery CPC nasycen, nedochazi k zadné dalsi
interakci a za¢inaji se v ném tvofit volné micely CPC [40].

Kyselina dodecylbenzensulfonova (DBSA), kysela forma dodecylbenzensulfonatu sodného,
je Casto identifikovana a detekovana v plidach. V nasledujicim ptispévku byla studovana
a porovnavana sorpce kyseliny dodecylbenzensulfonové (DBSA) na dva rizné typy pud
(Mollisol a Alluvial) a na huminové kyseliny z nich izolované a diskutovany mechanismy
téchto interakci. Kinetika sorpce byla relativné pomald a sorpéni rovnovahy bylo mozné
dosédhnout do 10 hodin. V navrhovaném koncentraénim rozmezi DBSA v této praci byly jeji
maximalni sorpéni kapacity na huminové kyseliny z pady Alluvial (ASHK) 115,0 mg-g*
a z pady Mollisol (MSHK) 112,2 mg-g!, které byly obé& vyssi, nez kapacity samotné piady
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Alluvial (AS) a samotné pidy Mollisol (MS). Sestavenym sorpnim izotermam nejlépe
vyhovoval Freundlichiiv model. Sorp¢ni kapacita ASHK byla vétsi nez kapacita MSHK, AS
a MS, coz se ptipisovalo vyssi hydrofobicit¢ ASHK jako takové. Déle byly charakterizovany
pfedem pfipravené komplexy HK-DBSA (ptfiddno 0,06 g HK do 50 ml-zatkovych reakénich
nadob s 20 ml roztoku DBSA o koncentraci 360 mg:-I", smés byla protiepana, odstfedéna,
promyta vodou a lyofilizovdna) pomoci elementarni analyzy (EA), infracervené
spektrofotometrie s mikro Fourierovou transformaci (FT-IR), nuklearni magnetické rezonance
(NMR) v pevné fazi *C a elektronové spinové rezonanéni spektroskopie (ESR). V souhrnu
doslo k sorpci DBSA hlavné na —C=0, -C—-O a na aromatické funk¢ni skupiny HK. Data navic
naznaCovala, ze sorpéni mechanismus spocival hlavné¢ v tvorbé H-vazeb, hydrofobnich
interakci a v donor-akceptornim mechanismu. Autofi se domnivaji, ze by béhem téchto
interakci mohly existovat i interakce elektrostatické [41].

V pfirodnich organickych latkach jsou bézn¢ identifikovany rizné fluorofory, predstavujici
riznd fluorescencni emisni padsma; toho bylo vyuzito pfi studiu vazby kationtového tenzidu
cetyltrimethylamoniumbromidu (CTAB) a neiontogennich nonylfenol ethoxylatd (NPE) na
pfirodni huminové latky (HL), které byly zkoumany fluorescenci v ustaleném stavu, skrze
sledovani specifickych fluorofort HL o, o' a o. Piiklad fluorescen¢nich spekter
ukazuje Obrazek 16. U neiontového tenzidu nebyl zaznamenan rozdil ve fluorescenc¢nich
spektrech HL, a tedy nedoslo k zadné vyrazné interakci mezi NPE a HL. AvsSak ptidani
kationtového CTAB umoznilo pozorovat zmény ve fluorescenni charakteristice HL
a indikovalo vznik vazby. Vedle interakci elektrostatickych nelze vyloucit jeji hydrofobni
charakter. Komplexni mechanismus je v podstaté fizen neutralizaci naboje, ktera mize byt
sledovana specificky fluorescenci organickych skupin [42].
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Obrazek 16: Fluorescencni emisni spektra (o-fluorofor) huminovych sloucenin v pritomnosti riiznych
koncentraci CTAB [42]

V dal$i praci se zkoumaly vlastnosti komplexii HK-tenzid pomoci fluorescenéni
spektroskopie s excitatné-emisni matici (EEMF) a pomoci synchronni fluorescen¢ni
spektroskopie (SFS). V této studii byly zkoumdany interakce HK s anionickym tenzidem
dodecylsiranem sodnym (SDS), kationickym tenzidem hexadecyltrimethylamoniumbromidem
(CTAB) a neionickym tenzidem Triton X-100 (TX-100). V alkalickém prostiedi jsou HL
zaporné nabité, a proto byly s anionickymi a neionickymi tenzidy vzhledem k jejich néaboji
oéekavany pouze slabé intermolekularni interakce. V souladu stimto se autorim pomoci
vysledkt intenzity fluorescen¢niho zatreni podatilo zjistit, ze anionicky tenzid SDS a neionicky
tenzid TX-100 nejsou schopny zhaset fluorescenci HK. Dale bylo zjisténo, ze pti dosazeni
kritické miceldrni koncentrace CTAB v roztoku HK dochazi k Giplnému zhaseni fluorescence
ak absenci danych fluorescen¢nich maxim Vv excitaéné-emisnich spektrech. Tento pokles
intenzity fluorescence je zpusoben silnymi intermolekularnimi interakcemi mezi kladné
nabitymi molekulami CTAB a zaporné nabitymi “supramolekulami” HK. Vysledky této studie
prokazaly, Ze HK jsou siln€ ovliviiovany pfitomnosti kationickych tenzidl. Jako vhodnou
metodu pro studium HK v pfitomnosti tenzidu navrhuji autofi fluorescencni méfeni pti vinové
délce 460/540 nm (Xex/)uem) [43].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité pomicky a pristroje

Horizontalni difuzni cely, PermeGear, pramér cel 40 mm, objem komor 60 ml
Dialyza¢ni membrana z acetatu celulozy, MWCO 0,5 kDa, Spectra/Por®

o Sitka plochy 31 mm

o objem/délka 3,1 ml/cm

o délka 10 m

Silikonova pasta na vymazani zabrusti, Lucosan, Lucebni zavody Kolin

EuroVector EA3000 CHNS/O — elementarni analyza

TGA Q5000, TA Instruments — termogravimetrie

Nicolet iS50, Thermo Scientific — infratervena spektrofotometrie s Fourierovou
transformaci

Zetasizer Nano ZS s automatickym titratorem MPT-2, Malvern Instruments
— pro stanoveni kritické micelarni (CMC) a kritické agrega¢ni koncentrace (CAC)
Automaticky titrator 888 Titrando, Metrohm — pro stanoveni kyselosti huminovych
kyselin apro potenciometrickou titraci tenzidu Septonexu siontové selektivni
elektrodou (ISE)

Microcal PEAQ-ITC, Metrohm — izotermicka titracni kalorimetrie

Tenziometr Sigma 700, KSV Instruments Ltd — stanoveni CMC

Vicemistna magneticka michacka, Thermo Scientific

pH metr, Mettler Toledo

Dalsi dtilezité vybaveni laboratofe (analytické vahy, suSarna, digestot, laboratorni sklo,
sklenéné pipety, injekéni stiikacky, ochranné bryle a rukavice atd.)

4.2 Pouzité chemikalie

Standard huminovych kyselin Leonardite (1S104H-5) od mezinarodni huminové
spole¢nosti IHSS

Huminové kyseliny izolované z jihomoravského lignitu (dtl Mir, Mikulcice)
Huminové kyseliny izolované z ¢ernozemé modalni (odebrané v lokalit¢ HruSovany
nad JeviSovkou ze svrchni vrstvy 0-20 cm zemédélské pudy)
Trimethylsilyl-diazomethan v 2 mol-dm™ hexanu, Aldrich Chemistry (SHBB9290V)
Methanol p.a., Lach-Ner (PP2008000310)

Chloroform, stabilizovany amylenem, Sigma Aldrich (SHBJ8897)

Septonex, GNB chem, a.s. (511SEP003)

Dodecylsiran sodny, Lach-Ner (302790205)

Hydroxid sodny NaOH, Penta (1905160514)

Kyselina chlorovodikova HCI1 35 %, Penta (2106280616)

Normanaly 0,1 mol-dm™® HCI, Penta (2105060519V) a 0,1 mol-dm™ NaOH, Penta
(2208310820V)

Octan vapenaty, Sigma Aldrich (MKCD1978)

Dihydrat hydrogenfosfore¢nanu disodného Na2HPO4 - 2H-0, Penta, (2110121016)
Dihydrat dihydrogenfosfore¢nanu sodného NaH2PO4 - 2H20, Penta (240306E)
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Pro dosazeni co nejpfesnéjSich vysledki byly vSechny roztoky V experimentdlni casti
pripravovany z Cisté deionizované vody

4.3 Selektivni methylace karboxylovych skupin huminovych kyselin

Néplni této prace je prozkoumat vliv methylace karboxylovych skupin huminovych kyselin na
jejich interaktivitu s povrchové aktivnimi latkami. Z toho divodu bylo v prvém kroku nutné
provést selektivni blokaci karboxylovych funk¢nich skupin ve struktufe huminovych kyselin
pomoci methylace.

Pro selektivni methylaci karboxylovych skupin se pouzilo methyla¢ni cinidlo
trimethylsilyl-diazometan (TMS-DM) k jejich esterifikaci (z funk¢éni skupiny —COOH na
—COOCHpg), ¢imz se jim znemoznilo disociovat a podilet se na potencialnich elektrostatickych
interakcich s iontovymi latkami. Diky tomu se otevird moZnost posoudit 1 vliv ostatnich
interak¢nich efektd, jako jsou naptiklad hydrofobni interakce.

Jako zastupce povrchové aktivnich latek byl zvolen kationicky tenzid Septonex, u né¢hoz
se oc¢ekavaly pozitivni interakce s huminovymi kyselinami vzhledem k jeho naboji (feSeno

vvvvvv

Vysledky zkoumani maji potvrdit teoreticky piedpoklad, ze Septonex bude snaze reagovat
s puvodnimi nemodifikovanymi vzorky huminovych kyselin, nez s jejich methylovanou
formou.

Postup methylace huminovych kyselin

Postup methylace HK vychazi z prace [45]. Do kadinky byly navazeny 2 g huminovych kyselin,
k nim se v digestofi napipetovalo 8 ml chloroformu a 4 ml methanolu a nasledné, za stalého
michani (na magnetické michacce pii 250 ot/min), se piikapavalo injekéni stiikackou 8 ml
trimethylsilyl-diazomethanu ve 2 mol-dm™ hexanu. Tato smés byla pfikryta parafilmem a jesté
2 hodiny michéna (pfi konstantnich otakach 250 ot/min) v digestofi. Poté k ni byl ptfidan dalsi
1,5 ml trimethylsilyl-diazomethanu ve 2 mol-dm™ hexanu. Po promichéni se jiz odkrytd smés
ponechala v digestofi, kde byla volné suSena pii laboratorni teploté pies noc. Nasledujici den
se v susarné, nastavené na 50 °C, ponechala 48 hodin aby se z methylovanych huminovych
odpaftilo nezreagované methylacni ¢inidlo.

Timto zptsobem byly methylovany vSechny 3 typy huminovych kyselin pouzitych
pii experimentech této prace: z leonarditu (IHSS-HK), z lignitu (LHK) a z &ernozemé (CHK),
nesoucich dale oznageni mIHSS-HK, mLHK a mCHK. Uspé&nost methylaci byla ovéfena
niZze uvedenymi fyzikalné-chemickymi metodami.

4.4 Metody charakterizace huminovych Kkyselin

4.4.1 Elementarni analyza (EA) a termogravimetrie (TGA)

Elementarni slozeni (konkrétné¢ zastoupeni uhliku, vodiku, dusiku a siry) vSech typt
huminovych kyselin (IHSS-HK, LHK, CHK) a methylovanych huminovych kyselin,
(mIHSS-HK, mLHK, mCHK) se stanovilo elementarnim analyzatorem EuroVector EA3000
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CHNS/O, kalibrovaného pomoci standardni latky 4-amino-benzen-sulfonamidu. Navazené
vzorky byly spaleny v kyslikové atmosféie pii pracovni teploté reaktoru 980 °C
a vyhodnocovacim programem Callidus, verze 5.1 se stanovilo jejich elementarni slozeni.
Méefeni bylo pro kazdy typ huminovych kyselin a methylovanych huminovych kyselin
provedeno tfikrat a z aritmetického primeéru téchto hodnot se zjisténé elementarni slozeni
vzorkt v hmotnostnich procentech nasledné prepocetlo na atomova procenta.

Veskeré typy huminovych kyselin a methylovanych huminovych kyselin byly déle
charakterizovany termogravimetrickym méfenim na piistroji TGA Q5000 od spole¢nosti
TA Instruments za ucelem stanoveni nespalitelného podilu (mnozstvi popela) a vzdusné
vlhkosti v téchto vzorcich. Méfeni byla provadéna v kyslikové atmosféie od laboratorni teploty
do 800 °C s rychlosti ohfevu 10 °C-min a konstantni hodnotou priitoku plynu 20 dm®min.,
Z namétenych dat byly poté programem TA Universal Analysis vytvotfeny termogravimetrické
ktivky, z nichz se odecetly hodnoty vlhkosti pii teplot¢ 105 °C a mnozstvi popela pii 700 °C
pro kazdy vzorek.

Zastoupeni kysliku ve vzorcich huminovych kyselin a methylovanych huminovych kyselin
bylo zjisténo komplementarnim dopoctem, tedy po odeteni procentualniho zastoupeni
vlhkosti, popela a biogennich prvka uhliku, vodiku, dusiku a siry v téchto vzorcich od celku.

4.4.2 Infra¢ervena spektrofotometrie s Fourierovou transformaci (FT-IR)

K identifikaci funk¢nich skupin a strukturnich jednotek vzorkd huminovych a methylovanych
huminovych kyselin byla pouZita infratervena spektrofotometrie s Fourierovou transformaci
(FT-IR). FT-IR analyza vzorku se provedla na FT-IR spektrometru Nicolet iS50 a to za pouZiti
technik ATR (uplny zeslabeny odraz) a DRIFT (spektroskopie s difuzni reflektanci). Primarnim
ucelem vyuziti obou zminénych technik bylo potvrzeni GispéSnosti methylace karboxylovych
skupin u vzorkli huminovych kyselin.

ATR analyza byla provedena s vyuZitim jednoodrazového diamantového ATR nastavce
s parametry méfeni: 32 skend, rozliSeni 4 cm™. DRIFT analyza se realizovala s vyuzitim
modulu Smart Diffuse Reflectance Module. Pro tuto analyzu byl vzorek fedén v poméru
pfiblizn€ 1:50 vysuSenym praSkovym KBr. Parametry DRIFT analyzy: 512 skent, rozliSeni
4cm?. Technika ATR poskytuje kvalitngjsi signal pro oblast nizsich vInodtd
(2 000-500 cm'Y), zatimco technika DRIFT pro oblast vys§ich vinoétt (4 000-2 000 cm™?).

4.4.3 Titra¢ni urceni kyselosti huminovych kyselin

Kyselost huminovych kyselin se stanovila dvéma typy titraci, pro néz byly nastaveny meéfici
metody v programu Tiamo, na automatickém titratoru 888 Titrando, Metrohm. Hlavnim
vystupem téchto metod je jednak stanoveni kyselosti vzorki huminovych kyselin, ktera je dle
literatury [2, 5] jednim ze zakladnich znakt vypovidajicim o reaktivité huminovych kyselin,
ale také ovéteni uspeSnosti methylace karboxylovych skupin v jejich strukturach. Titrace byly
pro kazdy typ huminovych kyselin (IHSS-HK, LHK, CHK) i methylovanych huminovych
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kyselin (mIHSS-HK, mLHK, mCHK) provedeny minimalné ve dvojim opakovani a vysledné
kyselosti jsou aritmetickym pramérem téchto hodnot véetné smérodatné odchylky.

Zpétna titrace

Zpétna titrace slouzi ke stanoveni celkové kyselosti, ktera je u huminovych kyselin zptisobena
ptitomnosti fenolovych a karboxylovych skupin [46]. U vzorki mHK by tak méla byt stanovena
celkova kyselost nizsi v porovnani s ptivodnimi nemodifikovanymi vzorky.

Postup ptipravy vzorku a provedenti titrace: k 50 mg huminovych kyselin (navdZenych do
kadinky) bylo ptidano 50 ml 0,1 mol-dm™ NaOH a vznikl4 suspenze byla rozpousténa 24 hodin
na magnetické michadce pii 250 ot/min. Poté byl vzorek titrovan 0,1 mol-dm™ HCI s pridavky
po 0,1 ml/min s celkovym objemem 60 ml. Zména pH v pribéhu titrace byla detekovana pH
elektrodou.

Karboxylatova titrace (podle acetdatové metody)

Karboxylatova titrace podle acetitové metody slouzi ke stanoveni kyselosti zplisobené
piitomnosti karboxylovych skupin ve struktufe huminovych kyselin [46], a proto je idealni
metodou pro ovéreni uspesnosti jejich methylace do modifikované formy —-COOCH3. U vzorka
mHK by tak mélo dojit k vyraznému poklesu stanovené karboxylatové kyselosti, v idedlnim
piipadé (100 % tspé&snosti methylace) by se hodnoty mély blizit nule (v porovnani s ptivodnimi
nemodifikovanymi vzorky).

Postup ptipravy vzorku a provedenti titrace: k 50 mg huminovych kyselin (navazenych do
kadinky) bylo piidano 40 ml 0,5 mol-dm™ octanu vapenatého a 10 ml deionizované vody
a vznikla suspenze se rozpoustéla 24 hodin na magnetické michacce pti 250 ot/min. Stejné byl
pfipraven i slepy vzorek, avSak bez obsahu huminovych kyselin. Poté byl vzorek huminovych
kyselin i slepy vzorek ptefiltrovan pies papirovy filtr, promyt deionizovanou vodou a dopinén
do 100 ml. Takto pfipravené vzorky byly titrovany 0,1 mol-dm® NaOH s ptidavky po
0,1 ml/min, s celkovym objemem 10 ml. Zména pH v pribéhu titrace se detekovala pH
elektrodou.

Z namétenych dat z titraci se pomoci programu MS Excel vytvotily grafy titranich kiivek,
znéazornujicich zménu pH v zavislosti na objemu pfidaného titra¢niho ¢inidla. Z maxima prvni
derivace byl u kazdé titracni kiivky urcen inflexni bod, v némz byla ze spotieby titraéniho
ginidla o znamé koncentraci vypoétena Kyselost IHSS-HK, LHK, CHK, mIHSS-HK, mLHK,
mCHK, vztazené na hmotnosti titrovanych vzork?.

4.4.4 Stanoveni kritické agrega¢ni koncentrace (CAC) Septonexu s HK a mHK

Mg¢feni kritické agregacni koncentrace (CAC) kationického tenzidu Septonexu s HK a mHK
Vv prosttedi fosfatového pufru je doprovazeno zménou velikosti ¢astic ve studovaném systému.
Ta je detekovana prostfednictvim zmény intenzity rozptyleného svétla na pristroji Zetasizer
Nano ZS ve spojeni s automatickym titratorem MPT-2.
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Postupy piiprav fosfatového pufru (0 pH 7,4 a iontové sile 0,05 mol-dm=), roztokd
huminovych (HK) i methylovanych huminovych kyselin (mHK) ve fosfatovém pufru
a Septonexu ve fosfatovém pufru, jsou popsany v kapitole 4.6.1.

Postup pii méreni a vyvhodnoceni CAC

Do nadobky se zavitem bylo napipetovano 10 ml vzorku HK/mHK o koncentraci 50 mg-I*
ve fosfatovém pufru prefiltrovaného pres stiikackovy filtr s velikosti pori 0,45 um. Nasledné
se nadobka s vlozenym magnetickym michadlem a ponofenou pH elektrodou pfipevnila do
automatického titratoru MPT-2. Za stalého michani byl vzorek pribézné transportovan do
pruto¢né cely s elektrodami (DTS 1070) umisténé v kyvetovém prostoru pristroje Zetasizer
Nano ZS, kam automaticky titrator v rezimu aditivni titrace ze zasobni nadobky do vzorku
HK/mHK piidaval kationicky tenzid Septonex o koncentraci 2 g1 ve fosfatovém pufru, taktéz
piefiltrovany pres stitkackovy filtr s velikosti por 0,45 um s krokem 2,5 mg:It. Po kazdém
pridavku byla zméfena intenzita rozptyleného svétla a Z-primér velikosti ¢astic. Konec¢na
koncentrace kationického tenzidu Septonexu ve vzorku HK byla 80 mg-1?, celkovy objem
ptidaného titra¢niho ¢inidla ¢inil 0,417 ml.

Z naméfenych dat byl programem MS Excel vytvofen bodovy graf zndzoriujici
Z-prumér velikosti ¢astic v zavislosti na koncentraci pfidavaného titracniho ¢inidla. Piiklad
bodového grafu pro Septonex-LHK se nachazi na Obrazku 36 v kapitole Ptilohy. Ten byl
nasledné v programu Origin prolozen sigmoidalni Boltzmannovou kiivkou a z maxima prvni
derivace byl urc¢en inflexni bod odpovidajici hodnoté CAC studovanych systému. Méteni CAC
prob&hlo konkrétné u systémi Septonex-IHSS-HK, mIHSS-HK, LHK a mMLHK minimaln¢ ve
dvojim opakovani a ziskana hodnota CAC je aritmetickym primérem téchto hodnot. U systémii
Septonex-CHK a mCHK CAC méfena nebyla vzhledem K ¢asové naro¢nosti experimenti
(8 hodin/1 méfeni) a obsazenosti piistroje; divodné piedpokladame, Ze by ziskané hodnoty
byly blizké hodnotam systému prométenych.

4.5 Stanoveni kritické micelarni koncentrace (CMC) Septonexu

45.1 Metoda rozptylu svétla

Méteni kritické miceldrni koncentrace (CMC) kationického tenzidu Septonexu v prostiedi
fosfatového pufru je stejné jako v pripadé¢ mefeni CAC doprovazeno zménou velikosti ¢astic
ve studovaném systému, ta je detekovéana prostfednictvim zmény intenzity rozptylené¢ho svétla
na pristroji Zetasizer Nano ZS ve spojeni s automatickym titratorem MPT-2.

Postup pii méveni a vpvhodnoceni CMC

Do nadobky se zavitem bylo napipetovano 10 ml ¢istého fosfatového pufru piefiltrovaného pres
stiikackovy filtr s velikosti portt 0,45 um. Nasledné se nadobka s vloZenym magnetickym
michadlem a ponotenou pH elektrodou piipevnila do automatického titratoru MPT-2.
Za stalého michani byl vzorek pritbézné transportovan do kiemenné priitocné kyvety umisténé
Vv kyvetovém prostoru pfistroje Zetasizer Nano ZS, kam automaticky titrator v rezimu aditivni
titrace ze zasobni nadobky do vzorku Cistého fosfatového pufru ptidaval kationicky tenzid
Septonex o koncentraci 1 g-1"! ve fosfatovém pufru, taktéz piefiltrovany pes stiikackovy filtr
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s velikosti port 0,45 um s krokem 5 mg-l™. Po kazdém piidavku byla zméfena intenzita
rozptyleného svétla. Kone¢na koncentrace kationického tenzidu Septonexu ve vzorku ¢istého
fosfatového pufru byla 50 mg-17, celkovy objem pridaného titraéniho &inidla ¢inil 0,526 ml.

Z namétenych dat byl programem MS Excel vytvoten bodovy graf znazoriujici intenzitu
rozptyleného svétla v zavislosti na koncentraci pifidavaného titratniho cinidla. Piiklad
bodového grafu pro Septonex se nachazi na Obrazku 37 v kapitole Pfilohy. Ten byl nasledné
v programu Origin prolozen sigmoidalni Boltzmannovou kiivkou a z maxima prvni derivace
byl uréen inflexni bod odpovidajici hodnot¢ CMC Septonexu ve fosfatovém pufru. Méteni bylo
opakovano Ctytikrat a ziskana hodnota CMC je aritmetickym pramérem téchto hodnot.

45.2 Stanoveni CMC méfenim povrchového napéti

Hodnota kritické micelarni koncentrace (CMC) Septonexu v prostiedi fosfatového pufru byla
pro ovéieni hodnoty CMC stanovena i méfenim zavislosti povrchového napéti vodnych roztoka
Septonexu na jeho koncentraci. Pro tyto ucely byl pouzit tenziometr Sigma 700 od spole¢nosti
KSV Instruments, ktery métfi povrchové napéti roztoku skrze silu potiebnou k odtrzeni
smacivého prstence z platinového dratku od povrchu kapaliny.

Postup piipravy vzorkii, méieni a vpvhodnoceni CMC

Ze zésobniho roztoku Septonexu ve fosfatovém pufru o koncentraci 1 g:I* byla zfedénim
fosfatovym pufrem pripravena fada kalibracnich roztokd Septonexu o koncentracich:
0,5 g1, 0,1 g%, 0,05 g1, 0,025 g1, 0,0125 g1t a 0,00625 g-1I"t v objemech po 20 ml.
Nejprve bylo zméteno povrchové napéti pro €isty fostatovym pufr a poté pro vzorky Septonexu
od nejnizsi koncentrace po nejvyssi. Kazdy vzorek byl nalit do Cisté a suché sklenéné nadoby,
ktera byla umisténa na stolek pod zavéSenym prstencem z platinového dratku, ktery musel byt
predtim omyt destilovanou vodou a vyzihan nad kahanem. Prstenec z platinového dratku byl
poté ponofen do vzorku a méteni probihalo po dobu 5 min. Vystupem pfistroje je piimo
spocitand hodnota povrchového napéti pro dany vzorek.

Z naméfenych vysledkd byl nasledné programem MS Excel vytvofen bodovy graf,
znazoriujici zavislost povrchového napéti na koncentraci tenzidu. CMC byla stanovena
z pruseciku dvou aproximacnich ptimek, kterymi byly prolozeny linearni ¢asti bodového grafu.
Meéfeni na tenziometru bylo provedeno u dvou fad nezavisle ptipravenych kalibra¢nich roztokt
Septonexu ve fosfatovém pufru, vysledek CMC je aritmetickym primérem téchto dvou
stanoveni.

4.6 Difazni (dialyzaéni) experimenty

Pifedmétem této prace je studium interakci mezi huminovymi kyselinami s tenzidy a posouzeni
vlivu modifikace huminovych kyselin na tyto interakce. K témto experimentiim jsou vyuzivany
diftizni cely — zafizeni slouzici k difiznim experimentim v roztocich. Skladaji se ze dvou
oddélitelnych komor, mezi néz lze vlozit porézni pfepazku v podobé€ membran nebo tuhych
¢i polotuhych vzorkd uchycenych ve vhodné formé (naptiklad hydrogeld). Kazdou komoru
tvoii vnitini a vngj$i plast. Vnéjsi plast’ je prutocny a je urcen k zajisténi konstantni teploty
experimentu (temperace), vnitini plast’ slouzi k realizovani samotného experimentu [46].
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V téchto experimentech byl do jedné komory nalit roztok huminovych kyselin
(LHK, IHSS-HK, CHK) ¢i methylovanych huminovych kyselin (mMLHK, mIHSS-HK, mCHK)
o koncentraci 50 mg-I"t a do druhé komory roztok Septonexu o koncentraci 80 mg:I* — oba
ptipravované ve fosfatovém pufru, aby bylo v difaznich celach zabranéno negativnimu projevu
osmozy (feSeno v praci [44]). Mezi nimi byla upevnéna dialyza¢ni membrana s velikosti pora
0,5 kDa. Tento parametr membrany, udavajici limitni velikost molekul schopnych projit skrze
ni, byl experimentalné zvolen tak, aby pfes membranu prochazel pouze Septonex a nikoliv
huminové kyseliny (experimentalné ovéteno V praci [44]). Difazni cely pifichystané k méteni
zachycuje Obrazek 17.

PRIJIMACi KOMORA DIALYZACNi MEMBRANA ZDROJOVA KOMORA

(T

Obrdzek 17: Sestavené difuzni cely

Pii téchto experimentech je sledovan pokles koncentrace puvodniho roztoku Septonexu
0 znamé koncentraci ve zdrojové komoie, ktery prochazi skrze dialyzaéni membranu do
ptijimaci komory s roztokem huminovych kyselin, kde s nimi interaguje az do ustaleného stavu
(rovnovaha). Konkrétné byl pfi experimentech této prace cely objem roztoku Septonexu ze
zdrojové komory po 1-3 tydnech odebirdn, aZz do dosazeni ustalen¢ho stavu, ktery byl
experimentalné stanoven na 12 tydnt (viz kapitola 5.3). Kvili dlouhodobosti experimenti
a efektivité ¢innosti tak bylo nutné pracovat s vice difuznimi celami zaroven. Kazda diftzni
cela slouzila vzdy pro jedno méfeni, které bylo ukonceno v definovaném case odbérem vzorku
roztoku Septonexu z jeji zdrojové komory.

Roztok Septonexu je ¢iry a nelze u né&j pfimo (napiiklad spektrofotometricky) stanovit jeho
koncentraci. K témto u¢elim slouzi metoda potenciometrické titrace s iontové selektivni
elektrodou (ISE) pro tenzidy, optimalizovana v ramci této prace, ktera je Setrna k zivotnimu
prostiedi a nevyzaduje pfitomnost organickych barviv ani rozpoustédel — viz kapitola 4.7.
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4.6.1 Priprava roztoku pro diftzni (dialyza¢ni) experimenty

Pro studium interakci mezi huminovymi kyselinami a Septonexem byla zvolena koncentrace
huminovych kyselin 50 mg1? a koncentrace Septonexu 80 mg1? — oba piipravované ve
fosfatovém pufru 0 pH 7,4 a iontové sile 0,05 mol-dm™. Do kazdé z komor difuznich cel
se vpravilo vzdy 60 ml roztoku.

e Piiprava fosfatového pufru o pH 7,4 a iontové sile 0,05 mol-dm™: navazky 3,6 g
Na;HPOs - 2H20 a 1,1 g NaH2PO4 - 2H20 se kvantitativné prevedou do 500 ml
odmérné banky a deionizovanou vodou doplni po rysku.

e Piiprava roztoku Septonexu o koncentraci 80 mgl? ve fosfitovém pufru: 0,08 g
Septonexu se kvantitativné prevede do odmérné banky o objemu 1 | a fosfatovym
pufrem doplni po rysku.

e Piiprava zasobniho roztoku huminovych (¢i methylovanych huminovych) kyselin
o koncentraci 1 g1': navdzka 0,05 g huminovych kyselin se rozpusti ve 35 ml
0,1 mol-dm™ roztoku NaOH pies noc na magnetické michaéce. Rozpustény pevny podil
vV podobé huminovych kyselin se nasledujici den upravi na pH = 7 (pomoci né€kolika
kapek 0,5 mol-dm™ roztoku HCI — ovéfeno pH metrem) a doplni se deionizovanou
vodou do 50 ml. Po prefiltrovani pfes filtraéni papir je roztok pfipraven k pouziti
a uchovava se v lednici.

e Priprava roztoku huminovych (¢i methylovanych huminovych) kyselin o koncentraci
50 mgl?! ve fosfitovém pufru: nafedénim ze zasobniho roztoku huminovych
(¢i methylovanych huminovych) kyselin o koncentraci 1 g1? fosfatovym pufrem,
s ohledem na vysledny objem — Vv pfipadé difuznich cel 60 ml.

4.6.2 Priprava difuznich cel k méfeni

Cisté a suché komory difuznich cel byly na vngjsich okrajich zlehka potieny silikonovou pastou
pro vymazani zabrust. Z civky, na niz byl navinut rukdvec materidlu dialyza¢ni membrany
s velikosti pori 0,5 kDa, byl odstfihnut jednovrstvy arsik, nasledn€ promyt destilovanou vodou,
upevnén na jednu komoru a zakrouzenim druhé komory pfipraven coby difizni membrana
Vv sestavené difuizni cele k pouziti. Po upevnéni difuzni cely do drzaku byla dovnitf vlozena
magnetickd michadla a pomoci malych nalevek soucasné nality roztoky Septonexu
a huminovych kyselin ve fosfatovém pufru, oba o shodném objemu 60 ml do svych komor
diftizni cely. Poté byly do usti hrdel obou komor vloZeny teflonové zatky potiené silikonovou
pastou na vymazani zébrust. Cela upevnénd v drzdku byla polozena na vicemistnou
magnetickou michacku rotujici rychlosti 250 ot/min. Poté byly provadény odbéry Septonexu
ze zdrojové komory difiizni cely ve stanovenych intervalech az do predpokladaného ustaleného
stavu. Z objemu Septonexu odebraného ze zdrojové cely bylo vzdy 50 ml pouzito ke stanoveni
koncentrace metodou potenciometrické titrace s iontové selektivni elektrodou (ISE) pro
tenzidy.
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4.7 Potenciometricka titrace kationického tenzidu Septonexu s iontové selektivni
elektrodou (ISE) pro tenzidy

Kationické povrchové aktivni latky lze titrovat anionickymi povrchové aktivnimi latkami,

a naopak. Produktem titrace je slou¢enina, ktera nenese naboj, ale ma piesné stechiometrické

slozeni a je velmi malo rozpustna ve vodé [47].

Pro tcely stanoveni koncentrace kationického tenzidu Septonexu v difuznich celach byla
optimalizovana metoda potenciometrické titrace s iontové selektivni elektrodou (ISE) pro
tenzidy [47], na automatickém titratoru 888 Titrando firmy Metrohm, pro niz byly nastaveny
parametry méteni v programu Tiamo, viz nize.

Pfi této potenciometrické metod€ je zaznamenavan rozdil elektrického napéti mezi dvéma
elektrodami (pti nulovém elektrickém odbéru): pracovni iontové selektivni elektrodou pro
tenzidy areferenéni argentochloridovou elektrodou, které jsou ponofené Vv roztoku
kationického tenzidu Septonexu béhem jeho titrace opa¢né nabitym anionickym tenzidem SDS.
Automaticky titrator 888 Titrando firmy Metrohm, pfichystany k méfeni zachycuje
Obrazek 18.

Obrazek 18: Automaticky titrator 888 Titrando firmy Metrohm

Vyslednym zaznamem potenciometrické titrace je sigmoidni ,,S-kfivka® znazoriujici zménu
napéti v roztoku detekovanou elektrodami v zavislosti na objemu pfidaného titraéniho ¢inidla,
viz Obrazek 19. Ze spotieby titracniho ¢inidla SDS v bodé ekvivalence, nachazejicim
se v inflexnim bodu titra¢ni kiivky ur€enym z maxima jeji prvni derivace, je nasledné
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automaticky méficim programem Tiamo (instalovanym na bézném osobnim pocitaci a datoveé
propojenym s automatickym titrdtorem) vypoctena koncentrace kationického tenzidu
Septonexu V titrovaném vzorku. Pfi optimalizaci bylo zjiSténo, Ze rozsah koncentraci
Septonexu ve fosfatovém pufru stanovitelny touto metodou je V rozmezi 5 az 80 mg-1"%; navic
byla provedena kontrola funk¢nosti metody za piitomnosti huminovych kyselin pii
potenciometrické titraci, které pii koncentraci 1 mg-1™? v 50 ml titrovaného roztoku Septonexu
neovlivnily naméteny vysledek koncentrace tenzidu. Tim byla ovéfena vhodnost této metody
pro stanoveni koncentraci Septonexu po odbéru ze zdrojové komory difaznich cel.
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Obrazek 19: Ukdzka zaznamu potenciometrické titrace Septonexu (ve fosfatovem pufiu) o koncentraci
20 mg-dm titracnim cinidlem SDS 0 koncentraci 0,001 mol-dm™ z programu Tiamo

Postup stanoveni:

50 ml vzorku kationického tenzidu Septonexu ve fosfatovém pufru odebraného ze zdrojové
komory difuzi cely bylo v kadince za stalého michani na magnetické michacce titrovano
opaéné nabitym anionickym tenzidem SDS o koncentraci 0,001 mol-dm™ rozpuiténym
Vv deionizované vodg, s rychlosti pridavki 0,2 ml'min™. Zmény napéti v roztoku byly v priib&hu
titrace detekovany pracovni iontové selektivni elektrodou pro tenzidy a referencni
argentochloridovou elektrodou.

V méficim programu Tiamo byla v pocate¢nich podminkach titrace nastavena pauza 60 S na
promichani roztoku ur¢en¢ho k titraci na magnetické michace, v parametrech titrace bylo
nastaveno pfevzeti naméfené hodnoty (drift) béhem titrace na 20 mV-min™ s maximalni éekaci
dobou 38 sekund. Piidavkovani prirtsti byla nastavena ,hustota meéficich bodi 2%,
s minimalnim ptiriistkem 100 ul a rychlosti ddvkovani 0,2 ml-min™, vie z diivodu optimalni
funk¢nosti automatického titratoru.
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4.8 lzotermicka titra¢ni kalorimetrie (ITC)

Izotermicka titracni kalorimetrie je spoleéné s diftzni (dialyza¢ni) technikou v podobé
difaznich cel dalS§i metodou pouzitou V této praci pii studiu interakci mezi Septonexem
a huminovymi ¢i methylovanymi huminovymi Kyselinami, ktera je schopna objasnit charakter
probihajicich reakci z termodynamického hlediska.

Postup méieni:

Vzorkova cela izotermického titracniho kalorimetru byla sklenénou injekéni stfikackou
naplnéna 200 pl roztoku HK/mHK o koncentraci 60 mg-1" ve fosfatovém pufru, uréenému
K titraci. Do pohyblivého drzaku s jehlou opatifenou michadlem byl vpraven titra¢ni roztok
Septonexu o koncentraci 20 mmol-dm™ (8,45 g-I"%) ve fosfatovém pufru a posléze zasunut do
vzorkové cely. Referenéni cela izotermického titracniho kalorimetru obsahovala deionizovanou
vodu. Méfeni po celou dobu probihalo pfi konstantni teploté 25 °C a pii 750 ot/min michadla.
Bé&hem titrace bylo do vzorkové cely postupné po 2 pl vpraveno celkem 40 pl titra¢niho roztoku
Septonexu a pii tom zaznamenavana zmeéna tepelného toku v priubéhu reakce, skrze méteni
rozdilu teplot mezi vzorkovou a referencni celou. Izotermicky titracni kalorimetr pfichystany
k méfeni zachycuje Obrazek 20.

Obrazek 20: |zotermicky titracni kalorimetr Microcal PEAQ-ITC firmy Metrohm

Kazdd chemickd reakce (tedy i michéni roztokll) je doprovadzena ur€itym tepelnym
zabarvenim. Proto, abychom byli schopni studovat interakce Septonexu s huminovymi
¢i methylovanymi huminovymi kyselinami pomoci izotermické titraéni kalorimetrie, bylo
nutné provést experimenty souvisejici s fedénim titracniho ¢inidla Septonexu ve fosfatovém
pufru do Cistého fosfatového pufru (tzv. méfeni referen¢niho vzorku) a tyto nameéfené hodnoty
tepelného zabarveni nasledné pfi vyhodnoceni redlného vzorku odecitat od ziskanych hodnot
entalpickych zmén, VvnaSem piipadé pfi studiu interakci Septonexu s huminovymi,
respektive methylovanymi huminovymi kyselinami.
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Na zakladé vyse popsané¢ho probéhlo méteni referencniho vzorku — tedy titrace cistého
fosfatového pufru Septonexem o koncentraci 20 mmol-dm™ ve fosfatovém pufru, a posléze
titrace roztoktt LHK, mLHK, IHSS-HK, mIHSS-HK, CHK, mCHK o koncentraci 60 mg-I*
Septonexem, o koncentraci 20 mmol-dm= (8,45 g-I) ve fosfatovém pufru, minimalné ve
dvojim opakovani. Prvotnim vysledkem méfeni je surovy zédznam tepelného toku v case.
Po nasledné integraci ploch jednotlivych pikli surového zaznamu vznikne vysledny zdznam
coby zavislost zmény entalpie na koncentraci titraéniho ¢inidla Septonexu ve vzorkové cele.
Dale Ize diskutovat samovolnost a pribéh reakci na zakladé dalSich termodynamickych
parametr urenych pfistrojem jako je zména Gibbsovy energie, entalpie a entropie pro danou
reakci.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Charakterizace huminovych Kkyselin

Pro experimenty souvisejici s ptedloZzenou diplomovou praci byl pouzit standard huminovych
kyselin (IHSS-HK) izolovany z Leonarditu, zakoupeny od Mezinarodni huminové spole¢nosti
IHSS, huminové kyseliny izolované z jihomoravského lignitu (LHK) a huminové kyseliny
izolované z &ernozemé modalni (CHK). U vech tif typt byla provedena selektivni methylace
jejich karboxylovych skupin popsana v kapitole 4.3 a vSech Sest takto ziskanych vzorka bylo
charakterizovano pomoci nize popsanych fyzikalné-chemickych metod, jimiz byla ovéfena
I uspé&snost jejich methylaci.

5.1.1 Elementarni analyza (EA) a termogravimetrie (TGA)

Elementarni analyzou bylo stanoveno zastoupeni zakladnich biogennich prvka: uhliku (C),
vodiku (H) a dusiku (N) obsazenych ve vzorcich huminovych kyselin v suchém stavu. Obsah
siry (S), ktera téz patii do této skupiny, v nich byl pod detekénim limitem pfistroje EuroVector
EA3000 CHNS/O ktomuto u¢elu pouzitého; ten ¢ini 0,5 hm. %. Termogravimetrickou
analyzou byla nasledné stanovena vlhkost a mnozstvi nespalitelného podilu (popela) v téchto
vzorcich. Zastoupeni kysliku (O), ktery je poslednim ze skupiny zakladnich biogennich prvkd,
bylo zjisténo komplementarnim dopoctem, tedy po odecteni procentualniho zastoupeni
vlhkosti, popela a prvki C, H, a N v téchto vzorcich od celku.

Vysledky obou analyz se zastoupenim jednotlivych prvku v atomovych procentech, jejich
atomové poméry vuci uhliku (vSe za predpokladu nulového zastoupeni siry) a parametry
vlhkosti a popela v hmotnostnich procentech se nachazi v Tabulce 1.

Tabulka 1: Elementarni a termogravimetricka analyza
huminovych a methylovanych huminovych kyselin

vzorek C H N O H/C o/C N/C popel  vlhkost

[at. %] [at. %] [at. %] [at. %] -1 -1 -1 [hm. %] [hm. %]
LHK 40,0 40,5 1,0 18,6 1,01 0,46 0,02 29,7 59
mLHK 33,2 53,6 0,9 12,3 1,62 0,37 0,03 29,3 3,6
IHSS-HK 442 38,3 1,0 16,5 0,87 0,37 0,02 2,1 7,7
MIHSS-HK | 43,2 41,0 11 14,8 0,95 0,34 0,02 1,7 2,0
CHK 34,4 49,4 2,9 13,2 1,44 0,38 0,09 2,0 7,1
mCHK 31,8 54,9 2,5 10,8 1,73 0,34 0,08 2,4 3,5

Z Tabulky 1 je patrné, ze huminové kyseliny jsou tvofeny piedevsim uhlikem, vodikem,
kyslikem a v mensim mnoZstvi i dusikem. Nejvyssi obsah popela obsahuji lignitické huminové
kyseliny (LHK) a jejich methylovana varianta (mLHK), coz souvisi s mens$i mirou purifikace
Vv pribéhu izola¢niho procesu LHK. Mira vlhkosti je davana do souvislosti S vySSim
zastoupenim kyselych funk¢énich skupin ve struktufe huminovych kyselin, jako jsou skupiny
karboxylové (—COOH) a fenolové (—OH), jejichz prostiednictvim dochazi k sorpci vody.
Nejvyssi vlhkosti dosahuje standard huminovych kyselin THSS-HK, pot¢é CHK a nejméné
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LHK; tyto vysledky jsou v dobré shodé s hodnotami celkové kyselosti téchto vzorkd,
viz kapitola 5.1.3.

Vyssi obsah kysliku ve strukturach huminovych kyselin znaci vyssi pfitomnost kyselych
funk¢nich skupin, jako jsou skupiny karboxylové —COOH a fenolové —OH. Vyssi obsah uhliku
ukazuje na vice aromaticky charakter huminovych kyselin na tkor pfitomnosti alifatickych
skupin. Obsah dusiku je casto davan do souvislosti S mikrobialni ¢innosti v prib&hu
humifikaéniho procesu, pficemz jeho vys$i obsah obvykle poukazuje na pfitomnost
nerozlozené organické hmoty. Nejvice dusiku obsahuji CHK izolované ze svrchni vrstvy
(0-20 cm) zemedelské pady. U LHK i standardu IHSS-HK je dusik obsazen ve stejném
mnozstvi.

Skrze atomové poméry mohou byt vlastnosti huminovych kyselin vyloZeny nésledovné.
oxidace téchto latek. Vyssi H/C pomér ukazuje na piitomnost vétSiho poctu alifatickych
jednotek ve struktufe a nizsi H/C pomér naopak souvisi s vy$$i mirou dehydrogenace
a vyrazngj$im aromatickym charakterem huminovych kyselin.

Pii porovnani huminovych kyselin pfed a po methylaci je z hodnot v Tabulce 1 patrné,
ze ve struktufe methylovanych huminovych kyselin (mMHK) dochazi k nartstu mnozstvi vodiku
a klesajicimu zastoupeni kysliku, nebot’ se pii ni modifikuji karboxylové skupiny methylovymi
skupinami (z tvaru —COOH na tvar -COOCH3). Uspé&snou methylaci je tedy mozné odekéavat
pii zvySeném poméru H/C a niz§im poméru O/C. Navic pfi ni dochazi a v nasem konkrétnim
piipadé i doslo k poklesu jejich vlhkosti, coz ptimo souvisi S blokaci karboxylovych skupin,
bézn¢ se podilejicich na sorpci vody, jak bylo popsano vyse.

Ukazky termogravimetrickych kiivek vytvorenych v programu TA Universal Analysis z dat
termogravimetrické analyzy pro IHSS-HK na Obrazku 38 a pro mIHSS-HK na Obrazku 39
se nachazi v kapitole Pfilohy. V kiivkach je vyznacCen odecet vlhkosti pii teploté 105 °C
a mnoZzstvi popela pfi teploté 700 °C.

5.1.2 Infracervena spektrofotometrie s Fourierovou transformaci (FT-IR)

Infracervena spektrofotometrie s Fourierovou transformaci v této praci byla pouzita k ovéfeni
uspésnosti methylace huminovych kyselin. Spektra namétena technikami ATR a DRIFT jsou
na Obrazku 21.

Ve spektrech mHK jsou v porovnani se spektry HK patrné nasledujici rozdily: V oblasti
vlno¢t 2 950 cm™ a 2 850 cm™ dochazi u mHK k zesileni intenzity pasu odpovidajici valenéni
vibraci C-H v CHa. Dalsi zména je piipadé mHK patrna pti 1 730 cm™, kde dochazi ke zvyseni
intenzity pasu odpovidajici valen¢ni vibraci C=0O v esterové vazb&. VIiv modifikace je patrny
i zménou pii 1 240 cm™ odpovidajici valenéni C—C—O vibraci esteru. Ve spektru z techniky
DRIFT je u mHK patrné nizsi zastoupeni karboxylovych funkénich skupin ze snizené intenzity
pasu pii 2600cm?. Na zikladé vyse popsanych rozdild ve spektrech HK a mHK
(pozorovanych iV praci [46]) lze tvrdit, ze methylace karboxylovych funkénich skupin
u vzorkli mHK prob¢hla Gspésné.
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Kyselost vzorkti huminovych a methylovanych huminovych kyselin byla uréena pomoci zpétné
titrace, z niz byla spoétena celkova kyselost huminovych kyselin zplsobena piitomnosti

fenolovych a karboxylovych funk¢nich skupin ve struktufe huminovych kyselin. Pomoci

karboxylatové titrace podle acetatové metody byla spotena kyselost dand ptitomnosti
karboxylovych funkénich skupin ve struktufe huminovych kyselin, coz z této titrace ¢ini idealni

metodu pro ovéfeni GspéSnosti methylace karboxylovych skupin ve vzorcich mHK. Hodnota

fenolické kyselosti byla dopog¢itana jako rozdil celkové a karboxylatové kyselosti stanovené
u kazdého vzorku. Vysledky kyselosti huminovych a methylovanych huminovych kyselin
vztazené k hmotnosti vzorki jsou uvedeny v Tabulce 2.
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Tabulka 2: Vysledné hodnoty kyselosti huminovych a methylovanych huminovych kyselin urcéené
zpétnou a karboxylatovou titraci

vzorek celkové kyselost ~ karboxylatova kyselost fenolicka kyselost
[mmol-g?] [mmol-g?] [mmol-g?]

LHK 15,66 + 0,08 2,44 +£0,05 13,22+ 0,13
mLHK 12,35+ 0,12 0,16 + 0,08 12,19+ 0,24
IHSS-HK 18,32 £ 0,22 3,63 +0,02 14,69 + 0,29
mIHSS-HK 13,04 £ 0,36 0,30 + 0,04 12,76 £ 0,07
CHK 17,35+ 2,02 2,50 + 0,06 14,86 + 0,06
mCHK 16,58 + 2,04 0,13+0,11 16,46 + 0,11

Z Tabulky 2 je patrné, ze nejvyssi hodnotu celkové i karboxylatové kyselosti ma standard
huminovych kyselin IHSS-HK a posléze CHK a LHK. Dle literatury ma na reaktivitu
huminovych kyselin nejvétsi vliv pravé piitomnost ,.kyselych® karboxylovych a fenolovych
funk¢nich skupin, proto je ocekavano, ze budou vysledky kyselosti huminovych kyselin
souviset s afinitou mezi huminovymi kyselinami a kationickym tenzidem Septonexem.
Nejvyssi hodnotu fenolické kyselosti dosahuje CHK.

U vsech vzorkii mHK modifikovanych selektivni methylaci jejich karboxylovych skupin
doslo dle ocekavani kvelmi vyraznému poklesu hodnot karboxylatové kyselosti
(blizici se nule) a tedy i ke snizeni hodnot celkové kyselosti u téchto vzorki. Na zakladé¢
vysledkli karboxylatové titrace lze tvrdit, Ze ucinnost blokace karboxylovych skupin
methylaci u vSech vzorkii mHK (oproti jejich piivodnim variantam) prevySuje 90 %. Takto
modifikované karboxylové skupiny huminovych kyselin, nyni ve stavu —-COOCHz3, by se jiz
nadale nemély podilet pii interakcich siontovymi latkami (v této praci konkrétné
s kationickych tenzidem Septonexem) skrze elektrostatické interakce.

5.1.4 Stanoveni kritické agregac¢ni koncentrace (CAC) Septonexu s HK a mHK
Kritické agrega¢ni koncentrace kationického tenzidu Septonexu s LHK, mLHK, IHSS-HK
amIHSS-HK v prostiedi fosfatového pufru byly pomoci metody rozptylu stanoveny
nasledovné, vysledky viz Tabulka 3.

Tabulka 3: Vysledné hodnoty CAC systémii Septonex-LHK, mLHK, IHSS-HK, mIHSS-HK
V prostredi fosfatového pufru

vzorek CAC systému Septonex-HK/mHK ve fosfatovém pufru
[mmol-dm=]
LHK 0,091 + 0,006
mLHK 0,145 + 0,005
IHSS-HK 0,092 + 0,013
mIHSS-HK 0,128 + 0,020
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Nejprve je nutno zminit, ze pii po¢ateénich métenich CAC u systému Septonex-HK a mHK
na pristroji ZetaSizer Nano ZS byly roztoky HK a mHK filtrovany pies stiikackovy filtr
s velikosti port 5 pm, bohuzel vSak vysledky naméfené pii takovémto postupu nebyly
reprodukovatelné (pfistroj ZetaSizer Nano ZS ma potize s méfenim roztoki s ¢asticemi vétsimi
2 um). Proto bylo nutno roztoky HK a mHK pied dalsimi méfenimi filtrovat pies stiikaCkovy
filtr s velikosti port 0,45 pum, i kdyz pfi takto malé velikosti poru filtru hrozi, ze stanovena
hodnota CAC nemusi 100 % odpovidat realné CAC ve studovaném systému.

Z Tabulky 3 je patrné, ze k agregaci nemodifikovanych huminovych kyselin (HK) sta¢i nizsi
koncentrace kationického tenzidu Septonexu V roztoku, nez v pfipadé methylovanych
huminovych kyselin. Tento fakt Ize odGvodnit tim, ze HK disponuji vét§Sim mnozstvim
potencialnich vazebnych mist a mohou s molekulami Septonexu snaze interagovat (pifedevsim
elektrostaticky) skrze své karboxylové funk¢ni skupiny. U mHK, které maji tyto funkcni
skupiny zablokované pro interakce s iontovymi latkami a disponuji tim men$im mnozstvim
potencialnich vazebnych mist, dochdzi nejprve ke vzniku micel mezi samotnymi molekulami
Septonexu a s rostouci koncentraci za¢nou jeho volné molekuly interagovat s mHK, coz vede
az k jejich agregaci.

Dilezité je zjisténi, ze LHK interaguji se Septonexem nejen pied, ale i po dosazeni CAC —
odivodnéno Vv kapitole 5.3.1. Domnivame se, ze by interakce mezi kationickym tenzidem
Septonexem a HK s postupné¢ se zvySujici koncentraci Septonexu v roztoku mohly probihat
podle nasledujiciho vytvotreného schématu, viz Obrazek 22. Obdobny nazor maji i autofi ¢lanku
[37], viz jejich Obrazek 13 v kapitole 2.1.

nizka koncentrace pravdépodobné dosaZeni kritické orientovani nepolarnich casti
Septonexu v roztoku agregacni koncentrace - vznik agregatu molekul Septonexu do dvojvrstvy
mezi HK a Septonexem
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Obrdzek 22: Schéma pravdépodobné probihajicich interakci, mezi HK (zndzornény hnéde)
a kationickym tenzidem Septonexem S jeho rostouci koncentraci v roztoku
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Vizudlni potvrzeni agregace Septonexu s HK a mHK v odmérnych barikdach

Vznik drobnych hnédych agregati mezi kationickym tenzidem Septonexem a vSemi typy
vzorki HK i mHK byl vizualn¢ potvrzen jednoduchym experimentem. Odmérné banky
0 objemech 50 ml obsahovaly Septonex o koncentraci 80 mg-1"t a HK ¢i mHK o koncentraci
50 mg-It ve fosfatovém pufru o pH 7,4 a iontové sile 0,05 mol-dm™ (obdobné& jako pfi
experimentech v difiznich celach); jejich stav po 24 hodinach michani na magnetické michacce
pii 250 ot/min dokumentuje a agregaci potvrzuje Obrazek 23.

Obrazek 23: Vizudlni potvrzeni agregace Septonexu, (shora) s IHSS-HK, mIHSS-HK, LHK, mLHK,
CHK a mCHK v prostiedi fosfatového pufiu

5.2 Stanoveni kritické micelarni koncentrace (CMC) Septonexu

5.2.1 Metoda rozptylu svétla

Kriticka micelarni koncentrace kationického tenzidu Septonexu v prostfedi fosfatového
pufru byla stanovena metodou rozptylu svétla (viz Kkapitola 4.5.1) s vysledkem
0,0300 + 0,0055 mmol-dm®=,
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5.2.2 Stanoveni CMC mérenim povrchového napéti

Kriticka micelarni koncentrace kationického tenzidu Septonexu v prostiedi fosfatového pufru
byla pro porovnani stanovena i méfenim zavislosti povrchového napéti vodnych roztoki
Septonexu na jeho koncentraci (viz kapitola 4.5.2) s vysledkem 0,0296 + 0,0006 mmol-dm,

Stanovené hodnoty CMC obéma pouzitymi metodami jsou téméf totozné a V prepoctu
z molarni koncentrace na hmotnostni (byl pouZit jejich aritmeticky praimér 0,0298 mmol-dm3)
je tato hodnota rovna 12,59 mg-IL,

Protoze na pocatku diftznich (dialyzacnich) experimentli obsahovala zdrojova komora
difazni cely pokazdé koncentraci 80 mg-I™ Septonexu ve fosfatovém pufru a v piipadé
izotermické titraéni kalorimetrie mélo titra¢ni ¢inidlo 8,45 g-I* Septonexu ve fosfatovém pufru
— byl pfi vSech provadénych experimentech zabezpecen dostatek ,,volnych molekul®
kationického tenzidu Septonexu v roztoku.

5.3 Difuzni (dialyza¢ni) experimenty

Vlastnim ukolem této prace je studium interakci mezi huminovymi kyselinami a kationickym
tenzidem Septonexem, u nc¢hoZ lze vzhledem k jeho naboji ocekavat pozitivni interakce
s huminovymi kyselinami. Dle literatury karboxylové a fenolové skupiny ve struktuie
huminovych kyselin dominuji a jsou p¥ic¢inou jejich kyselosti a komplexaéni a sorp¢ni
kapacity pro rizné anorganické i organické latky [2, 5].

Abychom mohli posoudit vliv karboxylovych skupin ve strukturach huminovych kyselin pfi
interakcich s modelovym organickym polutantem Septonexem, byly tyto skupiny huminovych
kyselin modifikovany methylaci. Takto pozménéné karboxylové skupiny huminovych kyselin
jiz nemohou disociovat a podilet se na interakcich s iontovymi latkami jako je Septonex skrze
elektrostatické interakce. Proto lze predpokladat, Ze by mél Septonex reagovat vice
s puvodnimi vzorky HK nez s jejich methylovanou formou.

Po blokaci karboxylovych skupin methylaci je mozné vyhodnotit i vliv dalSich efekti
podilejicich se na interakcich huminovych kyselin jako jsou napiiklad vodikové mustky,
Van der Waalsovy sily a hydrofobni efekt.

Experimenty v difuznich celach byly provadény vzdy se 60 ml roztoku Septonexu
o koncentraci 80 mg-I? ve fosfatovém pufru ve zdrojové komote a se 60 ml roztoku
huminovych (LHK, IHSS-HK, CHK) ¢& methylovanych huminovych kyselin
(mLHK, mIHSS-HK, mCHK) o koncentraci 50 mg-I* ve fosfatovém pufru v pfijimaci komofe.
Mira téchto interakci byla posuzovana sledovanim ubytku koncentrace Septonexu ve zdrojové
komote difizni cely v Case, neboli sledovanim Kkinetiky jeho prechodu pies dialyzacni
membranu do pfijimaji komory difazni cely S huminovymi kyselinami. Tento proces byl
ukoncen nastolenim rovnovazného stavu difuzniho (dialyzaéniho) procesu.
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Na pocatku experimentti bylo nutné stanovit vhodné casovani pro odbéry vzorkt roztoku
Septonexu ze zdrojové komory (1; 2; 2,5; 3; 4; 5; 6; 7; 9 a 12 tydnd), po odbérech zjistit jeho
koncentrace a vyhodnotit dobu nastoleni rovnovazného stavu difuzniho (dialyza¢niho) procesu
potiebnou pro vypocet zdanlivé rovnovazné konstanty Kapp — Vviz kapitola 2.5.2. Toho bylo
v ptipad¢ diftzniho (dialyzacniho) procesu se Septonexem a huminovymi kyselinami
izolovanymi z lignitu (LHK) ve fosfatovém pufru s jistotou dosazeno po 12 tydnech, jak
ukazuje Obrazek 24.
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Obrazek 24:Kinetika difuzniho (dialyzacniho) procesu pro Septonex a LHK

Z Obrazku 25 je patrna kinetika ubytku koncentrace Septonexu ve zdrojové komote difiizni
cely s tim, Ze na poc¢atku experimentu dochazi k nejrazantnéj$im tbytkiim Septonexu, kdy za
prvni tyden poklesla jeho koncentrace ve zdrojové komote o 22,5 % apo druhém tydnu
o dalsich 209%, coz je dano jeho diftzni charakteristikou, charakterové blizkou
exponencialnimu pribéhu se zapornym koeficientem v jeho exponentu, ktera svéd¢i o pozitivni
afinit¢ mezi Septonexem a LHK. Ze zdznamu je patrné, ze rovnovazného stavu bylo
pravdépodobné dosazeno jiz po 9 tydnech difuzniho (dialyzaéniho) procesu (13,7 mg-1™), coz
bylo s jistotou potvrzeno az diky odbéru po 12 tydnech (14,7 mg:I), kdy uz koncentrace
Septonexu ve zdrojové komote difuzni cely zlstala prakticky nezménéna.

Abychom ovéfili, zda bude pro methylované huminové kyseliny izolované z lignitu (mLHK)
dosazeno obdobného pribéhu jako pro LHK na Obrazku 24, byl vyse uvedeny experiment
zopakovan i pro mLHK s odbéry vzorku v ¢asovych intervalech 1, 3, 5, 9 a 12 tydnu, jak
dokumentuje Obrazek 25.
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Obrazek 25: Kinetika difuzniho (dialyzacniho) procesu pro Septonex s LHK i mLHK

Z prubéhu poklesu koncentrace Septonexu ve zdrojové komoie v Case je z Obrazku 25
patrné, ze Vv piipadé mLHK bylo rovnéz rovnovazného stavu s jistotou dosazeno pii odbéru po
12 tydnech. Navic byla u mLHK aZz do 5. tydnu odbéru pozorovana vyssi koncentrace
Septonexu ve zdrojové komote, nez v ptipadé experimentu s pavodnimi LHK, coZ znadi,
Ze se pri interakcich Septonexu a mLHK musela projevit blokace karboxylovych skupin, a tedy
snizeni poctu potencialnich vazebnych mist pro molekuly Septonexu ve srovnani s LHK.
Samotny trend poklesu koncentrace Septonexu ve zdrojové komote v Case se ale pro LHK
amLHK nelisi natolik, jak jsme ocekavali — dle literatury [2, 5] jsou karboxylové funkéni

vvvvvv

I nejvice reaktivitu ovliviigjicich skupin v huminovych kyselinach.

Vyse popsané diftzni (dialyzacni) experimenty byly provedeny i pro zbyvajici typy
huminovych kyselin THSS-HK a CHK a jejich methylované varianty mIHSS-HK a mCHK,
tentokrat uz (vzhledem k ¢asové naro¢nosti experimentit) jen pro dobu odbéru 12 tydnd, v niz
jsme s vysokou mirou pravdépodobnosti piedpokladali dosazeni rovnovazného stavu i U téchto
vzorkd, vzhledem k jejich reaktivité. Vysledné hodnoty koncentraci Septonexu ve zdrojové
komote difuzni cely po 12 tydnech pro vSechny typy HK i mHK shrnuje sloupcovy graf na
Obrazku 26. Cim mensi koncentrace Septonexu zistala ve zdrojové komote, tim vice molekul
Septonexu muselo prejit pies dialyzacni membranu do pfijimaci komory s HK ¢i mHK, coz
svéd¢i o vyssi afinité HK k tenzidu.
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Obrazek 26:Koncentrace Septonexu ve zdrojové komore V rovnovaze difuzniho (dialyzacniho) procesu
s HK a mHK

Ve sloupcovém grafu na Obrazku 26 je v ptipadé CHK a IHSS-HK patrny razantni pokles
koncentrace Septonexu ve zdrojové komote ve srovnani s experimenty s mCHK a mIHSS-HK
— V obou téchto ptipadech se vyrazné€ projevil vliv blokace karboxylovych skupin ve struktute
huminovych kyselin, kde kationicky tenzid Septonex interaguje s ptvodnimi CHK
a IHSS-HK vice, nez s jejich methylovanymi formami. V piipadé¢ LHK a mLHK se rozdily
ve stanovené koncentraci Septonexu ve zdrojové cele smyvaji, coz je pravdépodobné
zpusobeno az 30 % obsahem popela ve vzorcich LHK a mLHK (souvisejici s men$i mirou
purifikace pfi izolaci LHK) ve srovnani s pfiblizné 2-3 % obsahem popela (a tedy vétsi mirou
purifikace) vzorkit CHK, mCHK, IHSS-HK a mIHSS-HK (viz vysledky z EA analyzy, kapitola
5.1.1). Z dosavadnich vysledkt vyplyva, ze pii interakcich mezi HK a Septonexem urcité
zastavaji dlleZitou roli elektrostatické interakce, zptisobené ptitomnosti kyselych fenolovych
—OH a karboxylovych —COOH funkénich skupin ve struktufe HK. Pro huminové kyseliny
IHSS-HK a CHK byl navic ovéfen piivodni predpoklad, Ze s nimi Septonex interagoval vice,
neZ s jejich methylovanymi variantami mIHSS-HK a mCHK.
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Pro lepsi piedstavu vazebnych interakci probihajicich v diftizni cele, byl sloupcovy graf na
Obrazku 26 vyjadien i ve tvaru procentualniho mnozstvi Septonexu navazaného na HK a mHK
V piijimaci komote pfi rovnovazném stavu z jeho pivodni koncentrace 80 mg-I" ve zdrojové
komote na pocatku diftzniho procesu, viz Obrazek 27.

Pfi vypoctu koncentrace Septonexu ve formé¢ navazané na HK ¢i mHK pii rovnovazném
stavu bylo vyuzito rovnic (10), (11) a (12) odvozenych v teoretické Casti této prace.
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Obrdazek 27: Procentualni mnoZstvi Septonexu navdzané na HK a mHK v rovnovdze
difiizniho (dialyzacniho) procesu z jeho piivodni koncentrace 80 mg-I™*

Na zavér difaznich experimentd je proveden vypocet zdanlivé rovnovazné konstanty Kapp
Z koncentrace Septonexu ve zdrojové komoie po 12 tydnech diftiznich (dialyzacnich)
experimentl, kdy bylo v pfipadé HK i mHK prokazatelné¢ dosaZeno rovnovazného stavu. Kapp
dava do poméru koncentraci Septonexu ve formé navdzané na HK ¢i mHK, ku volné
koncentraci Septonexu v obou komoréch difazni cely. Cim vétsi hodnoty Kapp nabyva, tim vétsi
mnozstvi Septonexu je na konci difuzniho (dialyza¢niho) procesu ve form¢ navédzané na HK
¢i mHK, z ¢ehoz Ize ptimo vyvodit zavéry o vzajemné afinité Septonexu a huminovych kyselin.

Na sloupcovém grafu na Obrazku 28 jsou vyneseny vypocitané hodnoty zdanlivych
rovnovaznych konstant Kspp pro Septonex a HK i mHK. Nejprve je nutno podotknout,
ze vSechny hodnoty Kapp dosahuji u vSech typtt HK i mHK hodnot vyssich nez 1, nehled¢ na
jejich methylaci, coz svédci 0 pozitivni afinit¢ HK i mHK vici Septonexu a také o tom,
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ze se po dosazeni rovnovazného stavu v diftiznich celach vyskytuje modelovy kationicky tenzid
Septonex ve vEt§i mife ve stavu navazaném na HK ¢i mHK, nez ve formé volné. Z tohoto
divodu tak nemohou byt interakce mezi HK a Septonexem fizeny jen pfitomnosti -COOH
skupin ve strukturach HK. Z porovnani vysledku Kapp mezi HK a mHK je dale patrné,
Ze vliv samotnych —-COOH skupin ve struktufe HK (které jsou podle vysledku
karboxylatovych titraci u mHK blokovany z vice nez 90 %) neni celkové p¥i interakcich HK
a Septonexu (coby modelovym organickym polutantem) natolik rozhodujici, jak by se dle
literatury dalo ocekavat. VVzhledem ke struktuie Septonexu a rozmanitym funkénim skupindm
ve struktute HK lze oCekavat, Ze se pii jejich interakcich bude uplatiiovat hydrofobni efekt,
vodikové mustky a Van der Waalsovy sily. Nemuze byt vSak opomenut fakt, ze u mHK neni
ucinnost blokace jejich karboxylovych skupin 100 %.
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Obrazek 28: Hodnoty Kapp pro Septonex s HK a mHK v rovnovdze difiizniho (dialyzacniho) procesu

Z Obrazku 29 vyplyva, Ze Septonex nejvice interaguje se standardem huminovych
kyselin 1HSS-HK, dale s CHK a nejméné s LHK, coZ je v pfesném souladu s vysledky
celkovych kyselosti, urCenych zpétnou titraci, téchto vzorki V kapitole 4.1.3:
IHSS-HK (18,3 mmol-g™) > CHK (17,4 mmol-g™) > LHK (15,7 mmol-g}).

Standard huminovych kyselin IHSS-HK navic dosahuje oproti CHK (2,5 mmol-g™%) a LHK
(2,4 mmol-g?) nejvyssi hodnoty karboxylitové kyselosti (3,6 mmol-g?), coz rozhodné
potvrzuje dlleZitost zapojeni —COOH skupin huminovych kyselin pfi interakcich
se Septonexem, nebot’ vysledky fenolické kyselosti mezi IHSS-HK (14,7 mmol-g™) a CHK
(14,9 mmol-gt) jsou velmi obdobné.

Z porovnani reaktivity LHK a CHK plyne, Ze oba vzorky dosahuji téméf stejnych hodnot
karboxylatové kyselosti, ale pfitom CHK nabyva téméf dvakrat vyssi hodnoty Kapp nez LHK.

vrwe

ve vzorku LHK (i mLHK).
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Co se ty¢e methylovanych huminovych kyselin, interaguje Septonex nejvice s mLHK, poté
smCHK a nakonec s mIHSS-HK. Rozdily v reaktivitt mezi mCHK (16,6 mmol-g™?)
amIHSS-HK (13,0 mmol-g?!) jsou opét vsouladu s vysledky celkovych kyselosti téchto
vzorkl. V piipadé mLHK, které by mély podle vysledkt celkové kyselosti (12,3 mmol-g?)
interagovat se Septonexem nejméné ze vSech mHK, je tomu ale pfesné naopak. Tento vysledek
je zfejme opét zptisoben az 30 % obsahem popela ve vzorku LHK a tedy i mLHK.

5.3.1 Agregace LHK a Septonexu pozorovana Vv prijimaci komore difizni cely

Pii stanovovani koncentrace Septonexu béhem difuzniho (dialyza¢niho) experimentu s LHK
byly pfiblizné¢ po 4 tydnech zpozorovéany vV pfijimaci komoie difuzni cely drobné hnédé
agregaty, viz Obrazek 40 v kapitole Ptilohy.

To vSak nemélo na samotné stanoveni koncentrace Septonexu béhem difizniho experimentu
vliv, protoze je mira interakci mezi Septonexem a HK posuzovana na zakladé koncentrace
Septonexu ve zdrojové komorte difuzni cely, kde zlstal roztok Septonexu Ciry.

Z grafu na Obrazku 24 je pfitom patrné, ze i po ¢tvrtém tydnu difizniho procesu s LHK
koncentrace Septonexu ve zdrojové komote v ¢ase stale exponencialné klesala, coz vypovida
0 pozitivni afinité Septonexu vici LHK i pfes viditelnou agregaci v pfijimaci komote difuzni
cely.

Vzhledem k tomu, ze po ¢tyfech tydnech diftizniho procesu mél dle grafu na Obrazku 24
roztok Septonexu ve zdrojové komote koncentraci 35,5 mg-1?, neboli 44,5 mg-1" Septonexu
muselo byt pfitomno v komote ptijimaci, Ize tvrdit, Ze LHK interaguji se Septonexem pted i po
dosazeni CAC, nebot CAC systému, ktera dle kapitoly 4.4.4 pro LHK-Septonex Ccini
0,091 mmol-dm™ = 38,45 mg1?, byla po 4 tydnech v pfijimaci komote difuzni komory jiz
piekrocena.

Domnivame se, Ze interakce mezi Septonexem a HK by mohly probihat podle mechanismu
na Obrazku 22.

5.4 lIzotermicka titrac¢ni kalorimetrie (ITC)

Izotermicka titra¢ni kalorimetrie je spolu s difiznimi celami dal$i metodou vyuzitou v této praci
pro studium interakci kationického tenzidu Septonexu s HK a mHK, ktera je schopna objasnit
charakter probihajicich interakci ve studovaném systému z termodynamického hlediska skrze
zaznam tepelnych zmén mezi vzorkovou a referenéni celou v prab¢hu titrace.

Vysledkem méfeni izotermického titracniho kalorimetru je nejprve surovy zaznam
tepelného toku v Case; ptiklad surového zdznamu titrace LHK Septonexem je zndzornén na
Obrazku 30. Po nasledné integraci ploch jednotlivych pikd, odpovidajicim piidavkim
titracniho Cinidla Septonexu v pribéhu reakce, vznikne ze surového zdznamu vysledny zaznam,
coby zavislost zmény entalpie (AH) na molarni koncentraci titracniho ¢inidla Septonexu ve
vzorkové cele, viz Obrazek 30.
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Obrazek 30: Vysledny |TC zdznam pro system Septonex-LHK

Na zakladé vysledka z ITC byl ovéfen predpoklad, Ze Septonex interaguje se v§emi
vzorky HK vice nez s jejich methylovanymi formami mHK.

U vSech typi HK byla ve vyslednych zdznamech entalpii na koncentraci Septonexu
pozorovana vyssi sila interakci, nez v ptipadé mHK.

58



V souvislosti s tim je nutno podotknout, ze ve vSech vyslednych zaznamech interakci HK
a mHK se Septonexem byly hodnoty entalpii (pohybujici se v rozsahu -2,37 az -0,13 kJ-mol ™)
agregace HK ¢i mHK se Septonexem je napt. endotermniho charakteru, zatimco samotné
interakce HK ¢i mHK se Septonexem jsou exotermniho charakteru (pfipadné naopak)
a vzhledem k tomu, Ze tyto procesy probihaji ve vzorkové cele soucasné, tak se tepelné zmény
béhem titrace vzajemné kompenzuji. Toto je jen nase experimentalné nepodlozena hypotéza,
ktera miize byt jednim z vysvétleni, pro¢ jsou zmény entalpii ve vyslednych zaznamech
interakci HK a mHK se Septonexem tak malé.

Proto nebyl popis téchto systémut skrze absolutni termodynamické hodnoty pro celkové
reakce s jistotou prokazatelny a my jsme se tudiz rozhodli posuzovat miru interakci Septonexu
s HK a mHK spise ze vzajemnych trenda jejich entalpickych kfivek.

Cilem ITC bylo, stejné¢ jako v piipadé difuznich cel, dokazat, ze HK interaguji
se Septonexem vice nez jejich methylovana forma mHK. To lze vypozorovat ze zaznami zmén
entalpii na koncentraci Septonexu, protoze HK vykazuji silngjsi tepelné zabarveni chemické
reakce se Septonexem a AH je v tomto piipadé vzdalenéjsi od nuly nez u mHK. Obrazek 31
dokumentuje tento stav pro IHSS a mIHSS, Obrazek 32 pro LHK a mLHK a Obrazek 33
pro CHK a mCHK..
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Obrazek 31: Vysledny ITC zaznam pro Septonex s IHSS-HK a mIHSS-HK
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Obrazek 32: Vysledny ITC zaznam pro Septonex s LHK a mLHK
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Obrazek 33: Vysledny ITC zdznam pro Septonex s CHK a mCHK

Z vyslednych zaznamt interakci Septonexu s HK na Obrazku 34 a s mHK na Obrazku 35 je
patrné, ze IHSS-HK i mIHSS-HK interaguji se Septonexem nejvice V porovnani
se zbyvajicimi typy HK a mHK, protoze maji AH nejvice vzdalené od nuly, coz svédci
0 siln€jsim tepelném zabarveni chemickych reakci. Nejvyssi reaktivitu ve srovnani se zbylymi
typy HK vykazovaly IHSS-HK i podle experimentd z difuznich cel — coz je v souladu
s nejvyssimi hodnotami celkové a karboxylatové kyselosti IHSS-HK ze v§ech HK, viz kapitola
5.1.3.
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Naopak LHK a mLHK interaguji se Septonexem ze vsech typi HK a mHK nejméné,
protoze maji AH nejblize k nule, coz svéd¢i o slabsim tepelném zabarveni reakce. Tento
vysledek 1ze odGvodnit na zakladé toho, ze LHK i mLHK dosahuji nejmenSich hodnot
celkovych kyselosti vV porovnani se zbyvajicimi typy HK i mHK, viz kapitola 5.1.3.
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Obrazek 34: Vysledny ITC zdaznam pro Septonex se vsemi typy HK
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Obrdazek 35: Vysledny ITC zaznam pro Septonex se v§emi typy mHK
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6 ZAVER

Naplni této diplomové prace bylo prostudovat interakce huminovych kyselin (HK) izolovanych
z riznych zdroju a jejich ekvivalentii se selektivné blokovanymi karboxylovymi funkénimi
skupinami formou methylace (mMHK) s modelovym organickym polutantem V podobé
kationického tenzidu Septonexu prostiednictvim dialyza¢nich a difaznich technik,
realizovanych Vv difuznich celdch a zaroven metodou izotermické titratni kalorimetrie.
Vysledky z obou metod byly vzajemné korelovany a byl vyhodnocen vliv methylace HK
pii téchto interakcich, diky némuz jsme mohli usuzovat o vyznamu a dtilezitosti karboxylovych
funkénich skupin ve struktute huminovych kyselin s ohledem na interakce s béznymi polutanty.

ProtoZe koncentraci tenzidu v difuzni cele nelze pifimo (napiiklad spektrofotometricky
stanovit), byla pro tyto Ucely optimalizovana metoda potenciometrické titrace S vyuZzitim
iontove selektivni elektrody pro tenzidy, diky niz bylo mozné stanovovat zménu koncentrace
Septonexu ve zdrojové komoie diftizni cely v ¢ase aZ do dosaZeni rovnovazného stavu.
I tato samotna optimalizace zminéné metodiky ma vyznamny vliv pro stanoveni koncentrace
tenzidil ve vodnych roztocich titracni metodou.

Mira interakci mezi Septonexem a HK ¢i mHK byla posuzovéna skrze zdanlivou
rovnovaznou konstantu Kapp, vyjadiujici mnozstvi Septonexu ve formé navdzané na HK
¢i mHK v rovnovaze dialyzaéniho procesu (difazni cely) a dale skrze porovnani vyslednych
zaznamu entalpii na koncentraci Septonexu s HK ¢i mHK ziskanych z izotermické titracni
kalorimetrie titraci tenzidu do roztoku huminovych kyselin a tomu odpovidajicim méfenim
tepelnych toki pti interakci téchto dvou latek.

Na zaklad¢ vysledkt z dialyzacnich a difuznich experimentt (difuzni cely) i z izotermické
titracni kalorimetrie byl potvrzen pivodni pfedpoklad, Ze kationicky tenzid Septonex
interagoval s ptvodnimi vzorky HK vice, nez s jejich methylovanymi formami, ¢imz
se potvrdil vliv zapojeni karboxylovych funkénich skupin HK pfi téchto interakcich. Rozdily
Vv interakcich HK a mHK se Septonexem vSak nebyly natolik odlisné, jak jsme ocekavali —
vzhledem k tomu, Ze jsou dle literatury [2, 4] karboxylové funkéni skupiny obecné povazovany

wevr

skupin v huminovych kyselinach.

Podle vysledki Kapp z diftznich cel vykazovaly nejvyssi miru reaktivity se Septonexem
IHSS-HK, dale CHK a nakonec LHK, coZ je v piesném souladu s hodnotami celkovych
kyselosti téchto vzorkit HK. Podle vysledki z ITC vykazovaly nejvyS$i miru reaktivity
se Septonexem rovneéz jiz zminéné IHSS-HK, které maji navic 1 nejvys$si hodnotu
karboxylatové kyselosti ze vSech vzorkti HK.

Vysledky rovnéz ukazaly, Ze Septonex interagoval se vSemi typy HK i mHK, nehledé€ na
methylaci karboxylovych funkénich skupin HK, coz znaci, ze HK neinteraguji se Septonexem
pouze elektrostaticky skrze své karboxylové funkéni skupiny, ale Ze se pii téchto interakcich
(vzhledem ke struktufe a vlastnostem Septonexu i HK) pravdépodobné s velkou mirou uplatiuji
1 hydrofobni interakce, vodikové vazby a Van der Waalsovy sily.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

8.1 Seznam symboli

Kb
n
AH
AG
AS
Ji
Ni
A
Ui
Ci
Di
X

fi

T
Ks
Fi

Kapp
Co

C vizand na HK
C voina, zdroj. komora

C voina, DpFij. komora

rovnovazna disocia¢ni konstanta

reak¢ni stechiometrie

zmeéna entalpie

zména Gibbsovy energie

zmeéna entropie

difuzni tok

latkové mnozstvi difundujici slozky i

jednotkova plocha kolma ke sméru diftize

stiedni rychlost toku ¢astic

koncentrace difundujici slozky i

diftzni koeficient slozky i

vzdalenost v 0se X

koeficient tfeni

absolutni teplota

Boltzmannova konstanta

polomér Castice

viskozita disperzniho prostiedi

zdéanliva rovnovazna konstanta

koncentrace tenzidu ve zdroj. komofe na pocatku
experimentu

koncentrace tenzidu vazana na huminové kyseliny
koncentrace volného tenzidu ve zdrojové komote
koncentrace tenzidu v ptijimaci komote

8.2 Seznam zkratek

IHSS
PAL
CMC
SDS
ITC
MWCO
HK
HL
CTAB
C.TAB
CAC
DPC
PHK
CPC
CP*

Mezinarodni spole¢nost pro huminové latky
povrchové aktivni latka

kritickd micelarni koncentrace

dodecylsiran sodny

izotermdlni titra¢ni kalorimetrie

molecular weight cut-off, neboli velikost pori membrany
huminové kyseliny

huminové latky
hexadecyltrimethylamoniumbromid
alkyltrimethylamoniumbromid

kriticka agrega¢ni koncentrace
dodecylpyridiniumchlorid

purifikované huminové kyseliny
cetylpyridiniumchlorid

cetylpyridiniovy kationt

[-]

[mol]
[kJ-mol™]
[kJ-mol™]
[kJ-molt-K?]
[mol-m2-s7]
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DP*
DDA
FK
LHK
NMR
AHK
DLS
AFK
DTMA?
CoPy*
DBSA
ASHK
MSHK
AS

MS

EA
FT-IR
ESR
NPE
EEMF
SFS
TX-100
TMS-DM
IHSS-HK

%

CHK

LHK
mHK

ATR
DRIFT
ISE
ITC
TGA

dodecylpyridiniovy kationt

dodecylamin

fulvinové kyseliny

huminové kyseliny izolované z Leonarditu

nuklearni magneticka rezonance

huminové kyseliny izolované v piidy narodniho parku Aso v Japonsku
dynamicky rozptyl svétla

fulvinové kyseliny izolované v piidy narodniho parku Aso v Japonsku
dodecyltrimethylamoniovy kationt

dodecylpyridiniovy kationt

dodecylbenzensulfonova kyselina

huminové kyseliny izolované z pidy Alluvial

huminové kyseliny izolované z pidy Mollisol

puda Alluvial

puda Mollisol

elementarni analyza

infraervena spektrofotometrie s Fourierovou transformaci
elektronova spinova rezonan¢ni spektroskopie

neiontogenni nonylfenol ethoxylaty

fluorescencni spektroskopie s excitacné-emisni matici
synchronni fluorescenéni spektroskopie

Triton X-100

trimethylsilyl-diazometan

standard huminovych kyselin izolovany z Leonarditu,
zakoupeny od Mezinarodni spole¢nosti pro huminové latky
huminové kyseliny izolované z ¢ernozemé modalni, ze svrchni vrstvy
(0-20 cm) zemédelské pady

huminové kyseliny izolované z lignitu (dtl Mir, Mikul¢ice)
modifikované formy huminovych kyselin upravené selektivni
methylaci jejich karboxylovych funkénich skupin

technika uplného zeslabené¢ho odrazu

spektroskopie s diftzni reflektanci

iontové selektivni elektroda

izotermicka titra¢ni kalorimetrie

termogravimetrickd analyza
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9 PRILOHY
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Obrazek 36: Bodovy graf pro Septonex-LHK (zpracovany vystup z mereni CAC)
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Obrdzek 37: Bodovy graf pro Septonex (zpracovany vystup z méreni CMC)
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Obrazek 38: Ukdzka termogravimetrické krivky pro IHSS-HK
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Obrazek 39: Ukdzka termogravimetricke krivky pro mIHSS-HK



Obrazek 40: Agregaty mezi LHK a Septonexem pozorované po 4 tydnech difuzniho (dialyzacniho)
procesu Vv prijimaci komore difuzni cely



