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ABSTRAKT

Tato bakalarska prace je zaméfena na studium difuze médnatych iontl v gelech
huminovych kyselin. Néaplni prace bylo posouzeni vlivu vlastnosti huminovych kyselin
na difuzi jejich gelem.

Experimentalni Cast byla zaméfena na testovani vlastnosti tfi vzork( huminovych kyselin
o ruzné Cistoté. K jejich porovnavani byla pouzita metoda difize z okamzitého plosného
naboje. Tato metoda byla zalozena na pozorovani ¢asového vyvoje diftuznich profili v gelech.
Médnaté ionty byly jako difundujici médium vybrany pro svou vysokou afinitu a silnou
vazbu k huminovym kyselinam.

ABSTRACT

Presented bachelor's thesis focuses on the study of diffusion of cupric ions in humic acid
gels. The objective of the work was to assess how the properties effect diffusion in humic
gels.

In the experimental part, three samples of humic acids of different purity were studied.
Method of instantaneous planar source diffusion was used to compare them. This methods
was based on monitoring temporal evolution of diffusion profiles of cupric ions in gels.
Copper ions were elected as diffusing medium because of their high affinity and strong bonds
to humic acids.
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1 UVOD

Se stale rostoucim rozvojem primyslu a zemédélstvi dochazi k neustalému znecistovani
zivotniho prostiedi. Tomuto rozsahlému problému muze velkou ¢asti pomoci samotna puda,
ktera je vSak zdecimovand pouzivanim neekologickych hnojiv, znecistovanim a kyselymi
desti. Nedilnou soucasti pudy jsou huminové latky, které z ni mohou byt izolovany.
Huminové latky mohou byt taktéz izolovany z jinych zdrojl, naptiklad z uhli ¢i lignitu. Tyto
huminové latky mohou byt poté transportovany do pudy, coz vede k vyraznému zlepSeni
vlastnosti pady.

Huminové latky jsou pfirodni latky, jejichz hlavni slozkou jsou huminové kyseliny.
Dal§imi frakcemi jsou fulvinové kyseliny a huminy. Huminové kyseliny obsahuji ve své
struktufe pfedevsim skupiny s aromatickymi jadry. Z funkénich skupin jsou nejrozsifenéjsimi
karboxylové a fenolické skupiny, které jsou zodpovédné za tvorbu komplexa s kovy. Tato
vyhodna vlastnost je nyni pfedmétem zajmu vyzkumu. Huminové kyseliny se vyskytuji
v piirodé€ jak ve formé pevné, tak ve formé koloidnich roztokd, ¢i gelt. Jelikoz je piiprava
gelové formy nenaroCna, vyuziva se ji pro studium transportnich jevi

Hlavni naplni této prace bylo studium difuze médnatych iontd v gelech huminovych
kyselin z okamzitého plosného zdroje. Méd'naté ionty byly vybrany jako difundujici médium
prosvou vysokou afinitu a silnou vazbu k huminovym kyselinam. Difuze byla
charakterizovana pomoci hodnot diftznich tokt a koncentra¢nimi profily méd'natych ionta
v gelech. Data potiebna pro vypocet téchto veli¢in byla ziskana na zakladé UV-VIS méfeni
absorbance vyluhti dil¢ich platkd geld. Cilem prace bylo porovnani vlivu vlastnosti
huminovych kyselin na difuzi huminovym gelem.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Huminové latky

2.1.1 Uvod o huminovych latkach

Huminové latky (HL) jsou jednou z nejvyznamnéjSich soucasti pfirodni organické hmoty
v pudach, raseliné, hnédém uhli a sedimentech, ale také v povrchové a podzemni vodé. [1]
HL tvori specifickou skupinu vysoce molekularnich latek, jez jsou tmavého zbarveni. Vznikly
jako dusledek rozkladu organickych zbytk v zemi nebo syntézou produktt rozkladu a tleni,
jsou tedy z procesu jejich humifikace. [4] Mnozstvi uhliku navazaného na huminové kyseliny
pud, raSelin a uhli témeéf Ctyfikrat prevySuje mnozstvi uhliku, ktery je navazan v organickych
latkach vSech rostlin a ZivoCicht na celém svété. Zakladni podily HL jsou uvedeny v Tab.
2.1.[3]

Bez HL by nebyl zivot na zemi mozny, nebot’ tyto latky vyrazn€ pomahaji vytvaret ptiznivé
prostiedi pro zZivot dulezitych ptidnich mikroorganisma. Dale usnadiuji transport Zivin z pudy
do rostlin a pidé samotné tim znacn€ vylepSuji schopnost drzet vodu a udrzovat kompaktni
konzistenci. [2] HL postupné dodavaji zivym organizmum zakladni Ziviny, které jsou
postupem c¢asu spotfebovavany. V tomto ohledu se radikalné odliSuji od jinych mineralnich
latek obsahujicich ziviny. [5]

Tab. 2.1 Podil hmot. % HL u vybranych prirodnich materiali [11]

obsah HL v pfirodnich matricich
zdroj hmotnostni %
lignit 40 -85
raselina 10-40
hnédé uhli 10-30
hnj 5-15
kompost 2-5
puda 1-5
usazeniny 1-5
cerné uhli 0-1

2.1.2 Vznik huminovych latek

Vznik huminovych latek neni stale zcela objasnén, proto existuje nekolik teorii popisujicich
jejich vznik. [2] Proces, pii kterém dochéazi ke vzniku HL, se nazyva humifikace. Jedna
se o soubor mnoha biochemickych reakci. Védci se vSak na cest¢ procesu humifikace



nedokazou shodnout, v dusledku toho je uvadéno vice teorii. Jediné, v ¢em se teorie shoduji,
je prvotni zdroj materidlu, ktery je tvofeny pfevazné rostlinami. [6] Mezi nejpouzivané]si
teorie patii Walksmanova ,ligninovd™ teorie, Teorie kondenzovanych cukrit a Polyfenolova
teorie. 8]

Walksmanova , ligninova* teorie

Povazuje za hlavni zdroj huminovych latek rostlinny lignin. Dle této teorie jsou méné
stabilni molekuly b&hem mikrobialni degradace rozlozeny, zatimco stabilnéjsi Ccasti
biopolymert jsou rozlozeny neuplné, nebo zustavaji zachovany. Stabiln€jsi molekuly mohou
vytvaret prekurzory HL (cesta 4).

Neuplné rozlozeny lignin mize dale prochazet nékolika modifikacemi. Mezi mozné
modifikace mizeme zafadit ztratu methoxylovych (OCH3) skupin. Pii dalsi modifikaci
dochazi k vzniku o-hydroxyfenolt nebo oxidaci koncovych alifatickych postrannich fetézct
z karboxylovych (COOH) skupin. Demethylované a oxidované ligniny maji vys§i obsah
kysliki a mensi obsah uhlikd nez pavodni lignin. [6, 8]

Teorie kondenzovanych cukrii

Podle této teorie je na mikroorganismech zavislé jen Stépeni polysacharida
na monosacharidy a bilkovin na jednotlivé aminokyseliny. Dale probihaji pouze Ccisté
chemické reakce (cesta 1).

Nejprve dochézi k adici aminoskupiny z aminokyseliny na karbonylovou skupinu
pochézejici z monosacharidu a vznikaji N-substituované glykosylaminy. Nasleduji pfesmyky,
fragmentace molekul a ztrata vody. Timto zpisobem dochazi ke vzniku tfiuhlikatych zbytka
aldehydt a ketonu (acetol, glyceraldehyd a dihydroxyaceton). Tyto slouceniny jsou vysoce
reaktivni a jsou schopné snadno polymerizovat v pfitomnosti aminosloucenin, ¢imz dochazi
k vzniku hnédé zbarvenych produkti podobnych HL. [8]

Polyfenolova teorie

Dle této teorie dochazi nejprve k vzniku fulvinovych kyselin (FK), dale huminovych
kyselin (HK) a nakonec humint. Pocate¢nimi materialy jsou nizkomolekularni organické
slouCeniny, ze kterych jsou formovany kondenzaci a polymerizaci vétsi molekuly. HK
vznikaji z polyfenolu ligninového pavodu (cesta 3) nebo neligninového ptvodu (cesta 2),
které jsou syntetizovany mikroorganismy.

Nejdiive dochazi k rozkladu rostlinnych tkani na jejich monomerické strukturni jednotky.
Béhem tohoto rozkladu jsou poruSeny vazby ligninu s celuldzou a jeho postranni fetézce jsou
oxidovany a demethylovany. Polyfenoly jsou preménény enzymaticky na chinony,
které vznikaji oxidaci fenolt, maji poruSeny aromaticky kruh a polymerizuji v pfitomnosti
aminoslouc¢enin za tvorby huminovych makromolekul. [6]

Témér vzdy probiha kondenzace i degradace soucasné, jak vyplyva z Obr. 2.1.
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Obr. 2.1 Humifikacni procesy podle Stevensona [11]

2.1.3 Déleni huminovych latek

HL tvoii specifickou skupinu vysoce molekularnich latek, které maji velice podobnou
chemickou strukturu. [1] Jsou vSak zde rozdily, které je rozliSuji. Jednim z nich je rozdil
rozpustnosti pii riznych hodnotach pH, podle kterého mizeme huminové latky rozdélit na tfi
frakce: [7]

e huminové kyseliny,
e fulvinové kyseliny,
e huminy.

Huminové kyseliny jsou majoritni frakci HL. Tyto kyseliny jsou nerozpustné ve vodném
prostiedi s hodnotou pH nizs§i nez 2. Pii hodnotach pH jsou HK rozpustné. Divod
nerozpustnosti HK pii hodnotach pH nizsich nez 2 je dan tim, ze pfi této hodnoté pH dochézi
k protonaci karboxylovych skupin pfitomnych ve struktufe HK. To muze vést az k jejich
vysrazeni. Fulvinové kyseliny jsou na rozdil od ostatnich frakci HL rozpustné pii vSech
hodnotach pH. Tato rozpustnost je dana obsahem vys§iho mnozstvi karboxylovych skupin
amenSim mnozstvim aromatickych skupin. Naproti tomu, huminy jsou nerozpustné
jak v zasaditych, tak v kyselych roztocich. Nerozpustnost je dana pevnymi vazbami humina
s anorganickou slozkou pudy. [7]
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Obr. 2.2 Vybrané viastnosti frakci HL [7]

Z Obr. 2.2 je patné, Ze zbarveni, fyzikalni a chemické vlastnosti jednotlivych frakci HL
jsou vyrazné rozdilné. Fulvinové kyseliny jsou charakteristické svétle zlutym az zlutohnédym
zbarvenim a niz§i molekulovou hmotnosti nez huminové kyseliny a huminy.
Zatimco huminové kyseliny maji ve vétsiné piipadi hnédé az Sedé zbarveni, huminy jsou
pfevazné Cerné. S rostouci molekulovou hmotnosti dochdzi ke zméné procentualniho
zastoupeni kysliku (pokles) a uhliku (nartst). Molekulova hmotnost taktéz ovliviluje stupen
rozpustnosti a kyselost jednotlivych frakci. Napfiklad fulvinové kyseliny maji vyssi kyselost
oproti huminovym kyselinam a huminim. Divodem je pfitomnost vét§iho mnozstvi
funkénich skupin kyselého charakteru, konkrétné karboxylovych skupin.

2.14 Struktura a vlastnosti huminovych latek

Molekulova hmotnost huminovych latek se pohybuje piiblizn€é v rozmezi
od 2 000 g/mol (FK) do 200 000 g/mol (HK). Huminové latky jsou strukturné velmi slozité
a doposud nejsou zcela presné popsané. [9] Hlavnimi prvky zastoupenymi v HL jsou uhlik,
kyslik a vodik. Dal§imi prvky, které se vyskytuji ve struktufe HL, jsou dusik, sira a fosfor.
Uhlik je obsazen prevazné v aromatickych a alifatickych ¢astech, zatimco kyslik se vyskytuje
v etherovych mustcich, ale hlavné ve funk¢nich skupinach. Obsah zakladnich prvka
obsazenych ve strukture HK a FK je uveden v Tab. 2.2. [10]

Tab. 2.2 Porovnani elementdrniho slozeni prvki HK a FK [10]

elementarni slozeni v hm. % prvku

C H O N

HK 52-62 25-5 30 -39 3_5

FK 45 - 48 5-6 43 -48,5 2-3
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Z Tab. 2.2 lze vycist, ze majoritnimi prvky obsazenymi v HL jsou uhlik a kyslik.
Tento obsah je rizny, v HK je obsah uhliku mezi 52 - 62 % a kysliku mezi 30 — 39 %.
Zatimco uFK je wvySsi obsah kysliku (43 —48,5 %) za ubytku uhliku (45 —48 %).
Prepocteme-li vSak hm. % na atomova % zjistime, ze nejvice je uhliku a vodiku, az poté
nasleduje kyslik. Z dalSich prvkt obsazenych v HL je vodik, sira, fosfor a dusik.

Hlavnimi funkénimi skupinami HL jsou karboxylové, hydroxylové a metoxylové funkéni
skupiny. Tyto skupiny mohou byt navazany jak na cyklickych, tak na postrannich fetézcich
HL. Proto je vytvoreni presného strukturniho vzorce HL prakticky nemozné, existuji pouze
hypotetické vzorce. Tyto vzorce jsou odvozeny pouze na zakladé elementarniho slozeni,
fyzikalnich a chemickych vlastnosti zkoumanych latek a znalosti funkénich skupin. [11]

Huminové kyseliny

Jsou slozité aromatické molekuly skladajici se z aminokyselin, cukr, peptidi a alifatickych
sloucenin situovanych do vazeb mezi aromatickymi skupinami. Jedna z nejpouzivanéjSich
hypotetickych struktur HK je zobrazena na Obr. 2.3. Ve své struktufe obsahuje volné i vazané

navazané na aromatickych jadrech. Tato aromaticka jadra mohou byt vazana mustky
etherovymi [-O-], alkylovymi [-(CHj),—], aminovymi [-N=] i iminovymi [-NH-]. Taktéz
mohou byt kovalentné navazany peptidy a cukry. Vazani jednotlivych funkcnich skupin je
velmi rozmanité. Kyslik se vyskytuje jako etherovy mustek, je navazan na aromatickém jadie
jako chinon nebo je obsazen ve funkcnich skupinach. Aminy se mohou vyskytovat ve forme
primarni [-NH;], sekundarni [-NH-] nebo tercialni [-N=]. [11] HK se vyskytuji ve slabé
disociované formé, vykazuji polyaniontovy charakter. Pfevlada u nich zaporny naboj, z tohoto
divodu mohou vazat kationty. [9]

HC=0
COOH COOH | sacharid

COOH (H$—OH)4
R— H?=O
7
CH—CH,
CH
\
—

Obr. 2.3 Hypoteticky strukturni vzorec HK podle Stevensona [7]

Fubvinové kyseliny

Jsou nizkomolekularni frakce HL, jejich molekulova hmotnost se pohybuje v rozmezi
2000 — 8000 g/mol. Hypoteticky strukturni vzorec FK je zobrazen na Obr. 2.4. Obsahuje
ve své struktufe aromatické 1 alifatické skupiny, které jsou znacné substituované kyslikem,
predevsim ve funkénich skupinach. Z toho divodu jsou FK podstatné kyselejsi nez HK. [9]

11



COOH OH

Obr. 2.4 Hypoteticky strukturni vzorec FK podle Buffla [7]

2.1.5 Vazebné moznosti huminovych latek

V predeslé kapitole jsme si popsali slozitost struktury HK, ve které je obsazeno velké
mnozstvi funkénich skupin schopnych interakce s riznymi typy chemickych sloucenin.
Tyto slou¢eniny mohou byt vazany nékolika typy interakci:

lontova vazba

Tento typ vazby vychazi z pusobeni elektrostatickych sil mezi ionty v roztoku a fixnimi
naboji pifitomnych funkénich skupin HL. Tento typ vazby lze pfedpokladat u interakci
alkalickych kovli a amoniaku spolu s karboxylovou skupinou HL. [9]

Koordinacni vazba

Z hlediska imobilizace toxickych kovu, nachazejicich se v podzemnich nebo odpadnich
vodach, predstavuje nejdilezitéjsi typ interakce. Na této interakci se podili nejveétsi Casti
karboxylové, fenolické a dalsi funkcni skupiny ve struktufe HL. [21] Zastoupeni téchto
skupin je ovlivnéno hodnotou pH a tim 1 mirou disociace téchto funkénich skupin. Ve slabé
kyselé oblasti se podileji na tvorbé koordinacni vazby piedevsim karboxylové skupiny.
Pti vzrastu hodnoty pH nad 7 dochazi k disociaci protonu z fenolického hydroxylu a k tvorbé
koordina¢ni vazby se vyznamné piidavaji 1 fenolické funkéni skupiny. Tento jev je vyznamny
v oblasti studia imobilizace toxickych kovu. Stabilita vznikajicich komplext s kovy roste
spolu s rostoucim pH, jako je tomu napiiklad u iontd Cu®*, které tvofi silné karboxylat-
fenolické komplexy. [22]

Kovalentni vazba

Interakce vedouci ke vzniku kovalentni vazby se déli na reakce probihajici bez vyuziti
aktivity enzymu a reakce s vyuzitim biokatalyzy. Poznatek, ze v makromolekularni strukture
HL dochazi k trvalé fixaci kontaminantd kovalentni vazbou, je pomémé stary. Prikladem
je kovalentni vazba anthracenu na HK ze zeminy zneci§téné smési polyaromatickych
uhlovodika. [9]

Vodikové mustky

Prestoze presna struktura huminovych latek zistava stale neobjasnéna, lze z pfitomnosti
nékterych funkénich skupin predpokladat moznost vzniku vodikovych mustkt. Tyto vazby
se i pres svij nizky energeticky obsah vyznamné podili na vazebnych moznostech mezi HL
a kontaminanty. Vazba vodikovymi mustky je pfiblizné desetkrat slabsi nez bézna
kovalentni. [9]
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Hydrofobni interakce

Tento typ vazby vznikd pifi kontaktu nepolarnich skupin (naptf. alkylovych) nesenych
molekulami ve vodném roztoku, kde tyto interakce mohou napf. vychazet z pusobeni
Van der Waalsovych sil nebo presunu n elektronii. Principem je tendence nepolarnich skupin
spojovat se ve vodé a tim zmensit kontaktni plochu se sousednimi molekulami vody. [9]

Interakce s kovy
HL ve volné formé se v pudé vyskytuji jen velmi ojedinéle. Vétsina HL je vazana
na mineralni slozky pady, pfi¢emz vznikaji tyto struktury: [7]
e soli nizkomolekularnich organickych kyselin,
e soli alkalickych kova a kovi alkalickych zemin,
e komplexy s jily,
e komplexy s kovy.
Soli nizkomolekuldrnich organickych kyselin vznikaji pisobenim organickych kyselin
(octové, stavelové, fumarové, mlééné) na mineraly (magnesit, kalcit, siderit apod.). [7, 12]

Soli alkalickych kovii a kovii alkalickych zemin vznikaji navazanim aniontd huminovych
(humaty) a fulvinovych (fulvaty) kyselin iontovou vazbou na kationty alkalickych kovi
(Na*,K*,Ca®* nebo Mg*"). Humaty a fulvaty vznikaji kationtovou vyménou atomu vodiku
karboxylové nebo hydroxylové skupiny s alkalickymi hydroxidy. [7]

Komplexy s jily vznikaji interakci organickych latek spolu s jilovymi materialy. Vychazi
z fyzikalnich, chemickych a biologickych vlastnosti pidni matrice. Adsorpce HL na jilové
materialy zahrnuje nékolik dil¢ich mechanismt. Mezi hlavni patii Van der Waalsovy sily,
kationtové mustky, vodikové mustky, adsorpce do poru jilu (pouze u nizkomolekularnich
FK). [7, 12]

Komplexy s kovy jsou jedny z nejdulezitéjsich interakci HL, nebot’ vytvareji s t€zkymi kovy
stabilni komplexy. Ty vznikaji zaplnénim volnych orbitald kovu ligandem,
kterym je ve vzniklém komplexu funkéni skupina HL, ktera poskytuje jeden ¢i vice volnych
elektronovych parti centralnimu atomu (akceptoru). Chelaty obsahuji vicedonorové ligandy,
které tak s kovem tvorfi vnitini kruhovou strukturu. Pro interakci s ionty pfechodnych kovi
obecné afinita organickych funkénich skupin vazat se koordina¢ni vazbou klesad v poradi:
[7,12]

enolat > amin > azo > karboxyl > ether > karbonyl
-O- —NH,— —N=N- —-COO- -O- =C=0

Klesajici schopnost kovovych ionti k chelataci je v poradi: [7]
Fe** > Cu®* > Ni** > Co?* > Zn** > Fe?* > Mn**

Diky vysokému obsahu kysliku v HL jsou kovové ionty prednostné poutany skupinami
kyslikatymi, tedy enolatovou a karboxylovou skupinou. Z tohoto divodu obsah skupin,
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ve kterych  je  vazan  kyslik  (karboxylové, fenolické, karbonylové), zvySuje
komplexotvornost. [7] Sila vazby je rovnéz ovliviiovana okolni strukturou funk¢nich skupin
a stérickymi efekty, a proto se vazebna mista postupné zapliuji podle sily vazby komplexu.
Proto rtznou kombinaci funkénich skupin vznikaji vazebna mista o rozdilné afinité
k sorbované latce. Afinita karboxylové skupiny ke kovovym iontim se zvySuje v piitomnosti
dalsi kyslikaté funkéni skupiny v orto-poloze vzhledem ke karboxylové skuping, vznikaji
tak bifunkcéni koordinaéni mista. [12]

2.1.6 Vyuziti huminovych litek

Huminové latky jsou nejrozSifené€jSimi organickymi latkami na Zemi. Jejich Siroké
moznosti pouziti nejen v zemeédeélstvi a v ochrané zivotniho prostredi, ale posledni dobou také
v medicin€ ¢i primyslu, jim zajistilo zajem védcd i noveé vznikajicich firem. [2] HL jsou
jednim z nejvétSich zasobaren uhliku na Zemi. V minulosti byly HL vyuzivany velmi vzacné.
Naopak, vyuziti uhli bylo hojnéjsi a predstavuje zaklad chemického primyslu. Pozdéji byla
povazovana ropa za hlavni surovinu pro chemicky pramysl. Clovék tak uz od pradavna
vyuzival cennych vlastnosti HL, pfestoze o jejich charakteru a pavodu nemél blizsi
predstavu. [13]

V dnesni dobé 1ze rozdélit aplikace HL do né€kolika hlavnich kategorii:
e vyuziti v zemédélstvi,
e aplikace v prumyslu,
e vyuziti pti ochrané Zivotniho prostiedi,
e biomedicinské vyuziti.
VyuZiti v zemédélstvi

HL hraji velmi dalezitou roli v zemeéd€lstvi, vyrazné ovliviiuji strukturu pudy, obsah zivin
a zadrzovani vody v pudé. HL napomahaji vytvafeni pord v pudé€, asistuji pfi pfenosu
zivin z pudy. V soucasné dobé se huminové latky pouzivaji jako aditiva v hnojivech. Rust
podporujici ucinek na rostliny je snadno pozorovatelny, a proto se HL pouzivaji v pfipravcich
zlepsujicich rust rostlin. Vedlejsi uCinky HL jsou taktéz dulezité, nebot vytvareji chelaty
s atomy Zeleza, které je k dispozici pro rostliny. HL mohou byt taktéz vyuzivany pfi priprave
krmiva pro hospodarska zvifata. [2, 13, 18]
Aplikace v priomyslu

Piikladem vyuziti HL v primyslu je stavebnictvi, kde se pouzivaji jako hydrofobni plniva
cementt. Tim ovliviiuji disperzitu cementu, smacivost vzniklych povrchii a celkovou rychlost
tuhnuti betonu. Podobné vyuziti nachazi HL v keramickém primyslu. HL se taktéz objevuji
v textilnim pramyslu, kde se vyuziva tmavého zbarveni HL v pfipravé barviv.
V dfevozpracujicim pramyslu slouzi k pfipravé pfirodniho indigo k barveni dfevéné dyhy.
Specialni vyuziti HL predstavuje vyroba elektricky vodivych papird. Chelatacni a iontove
vyménné schopnosti interakce HL mohou byt zhodnoceny naptf. v pfipravé naplni
chromatografickych kolon nebo v tézebnim primyslu. [13]
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VyuZiti p¥i ochrané Zivotniho prostiedi

V oblasti ochrany zivotniho prostiedi se vyuziva pfedev§im schopnost HL tvofit komplexy
s kovy ajsou schopné vazat dalsi toxické a jinak nebezpecné latky jako jsou pesticidy,
polycyklické slouceniny, kyanidy, barviva a detergenty, a to z pidy i z vody. Pfitomnost
huminovych latek ve vodé se projevuje jejim zbarvenim do zluta az do hnéda. [23]
Biomedicinské vyuZiti

Huminové latky vyrabéné v komer¢nim méfitku se pouzivaji predevSim v medicing.
Vyuziti HL souvisi s jejich antivirovym, protizanétlivym a chelatacnim charakterem.
Jsou to chelatové molekuly HL, které jsou schopné vazat dalsi toxické a jinak nebezpecné
latky a kovy. HL v téle pracuji jako Cistici a transportni latky organickych mineralt a jinych
bunécnych zivin. Negativnim aspektem vyuziti HL ve farmacii je fakt, ze mohou zptisobovat
mutagenezi DNA. HL lze také vyuzit v kosmetice k pripravé krému, coz je spolu
s terapeutickymi laznémi na bazi HL (podstata ucCinku bahennich lazni tkvi ve vysokém
obsahu HL) z historického hlediska jedno z nejtradi¢néjSich vyuziti. [13]
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2.2 Gely

Z hlediska struktury muZeme gely definovat jako systémy tvofené trojrozmérnou
makromolekularni siti, ktera vytvaii souvislou strukturu prostupujici celym disperznim
prostfedim. [14] To znamena, ze je spojité jak disperzni prostiedi, tak disperzni podil.
Disperzni ¢astice nejsou schopné se nezavisle pohybovat disperznim prostfedim, mohou
vykonavat pouze vibra¢ni pohyby. Adhezni sily jsou schopné vazat ¢astice v gelu chemickym
i fyzikalnim zpusobem. Gely jako takové obsahuji kapalné disperzni prostiedi (lyogely),
presto mezi gely fadime i xerogely, jez vzniknou odstranénim disperzniho prostiedi
(vysuSenim gelu) z lyogela. [15]

2.2.1 Vznik gela

Gely mohou vznikat bud’ z roztoku, jako disledek zmény ve fyzikalnim stavu roztoku,
nebo disledkem chemické reakce. V ptipadé reverzibilnich gelt dochazi ke vzniku bobtnanim
jiz existujicich xerogelt po pridani rozpoustédla. [15]

Trojrozméma makromolekularni sit, jiz jsme si vyjadiili pojem gel, muze vzniknout
z linearniho polymeru nebo jeho roztoku. To vSak pouze za podminky, ze se vytvori
mezi makromolekulami dostateCny pocet spoju. Tyto spoje (uzly sit€) mohou vzniknout
chemickou reakci, poté mluvime o kovalentnich sitich nebo kovalentné sitovanych gelech.
Druhou moznost poskytuji mezimolekularni plsobeni slabych fyzikalnich sil (van der
Waalsovych, bipolarnich, vodikovych), jedna se o fyzikalné sitované gely. Proces vzniku
gelu se nazyva gelace. [14]

Foziteilni

mistlcy
mazi

fatizei kerystality
@ ®) /\- © ©

Obr. 2.5(a), (b) Gely se strukturou tvorenou chemickymi vazbami, (c) fyzikdalni amorfni stycné body,
(d) fyzikalni krystalické stycné body [16]

2.2.2 Déleni gelu
Z jednoho hlediska mtizeme délit gely podle chovani ve vysuSeném stavu na: [16]
e reverzibilni,
e ireverzibilni.
Dalsim hlediskem déleni gelti je obsah rozpoustédla ve své struktuie: [16]
e xerogely — neobsahuji ve struktufe rozpoustédlo,

e lyogely — obsahuji rozpoustédlo; vysuSenim vznikaji xerogely.
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Reverzibilni gely vznikaji gelaci roztokli vysokomolekularnich latek nebo bobtnanim
xerogelt. Pii gelaci dochazi ke spojovani molekularnich fetézcii a vzniku trojrozmérné
sitované struktury. Postupem casu dochazi ke spojovani této sité ptisobenim sil chemické
nebo fyzikalni povahy, vznikaji sty¢né body (uzly). [14]

Fyzikalni uzly (spoje fyzikalni povahy) vznikaji tak, Ze se useky makromolekularnich
fetézcl sdruzuji pasobenim fyzikalnich sil do utvarl, které plni funkci uzli. Tento proces
je zpusoben snizenim afinity vysokomolekularni latky k rozpoustédlu. Délka makromolekul
umoziuje jejich zaclenéni do vice nez jedné uzlové oblasti. Na fetézci se tak zapojené Casti
stfidaji s volnymi Useky, které maji zachovanou ohebnost a tepelny pohyb. [14]

Pfi vzniku gell je velmi Casto mozno pozorovat rovnobézné usporadani jednotlivych casti
molekul, které spolu interaguji. Prechod od nejjednodussich bodovych kontakta
makromolekul ke krystalitim je spojity. V gelu se tedy vyskytuji soucasné amorfni
i krystalické oblasti. [16]

Jako fyzikalni uzly mohou nékdy puasobit zapleteniny, nejedna se o projev pritazlivych
fyzikalnich sil. ZapfiCifiuje to fetézec vlivem svych poloh, které si vzajemné brani
v nezavislém pohybu. Jestlize je pfekrocena kriticka hodnota molarni hmotnosti a soucinu
koncentrace, zapleteniny prostoupi cely roztok. Systém se poté chova elasticky pouze kratkou
dobu, s postupem Casu dochazi k relaxaci. Nékteré systémy maji tendenci se i pii malém
napéti trvale deformovat, v zavislosti na charakteristické dob¢ relaxace, kdy neustale vznikaji
nové a zanikaji staré zapleteniny. Tyto systémy se nazyvaji pseudogely. [14]

—

v

(a) () (©)

Obr. 2.6(a) Zapletenina v klidu, (b) zapletenina pr¥i deformaci smykem, (c) zapletenina v permanentni
siti (krouzky — uzly sité) [14]

Uzly fyzikalni sité se 1i§i svou historii vzniku, velikosti, strukturou a pfedevsim pevnosti
a dobou zivota. Proto je muzeme zpravidla délit na: [14]

e silné gely — maji pevné spoje, proto jsou elastické; vlastnosti podobné kovalentnim
geltim,

e slabé gely — malo trvanlivé; elastické jen pfi malych mechanickych napétich,
pii vétsich napétich dochazi k trvalé deformaci a soustava se chova jako vysoce
viskozni kapalina.
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Spoje chemické povahy mezi makromolekulami polymerti (Obr. 2.7) se vytvareji
pii kondenzacni polymeraci jako vysledek nelinearni kondenzace nebo pfi adi¢ni polymeraci,
kdy soucasné s gelaci probiha fetézova reakce, pifi niz volné radikaly reaguji s dvojnou
vazbou. [15]

N
chemicke _/

vazby
—
oligomerni
. mustky
(@ (b)

Obr. 2.7 Gely se strukturou vytvorenou chemickymi vazbami (a) stycné body, (b) miistky mezi Fetézci.
[15]

Spoje mohou vznikat taktéz z linearnich polymert zesitovanim, kdy dochazi k aktivaci
reaktivnich mist v fetézci polymeru v dusledku takovych zmén ve stavu roztoku, které jsou
tvorbé siti priznivé. Napt. zmény pH nebo teploty, ¢i pfitomnost vhodného sitovaciho Cinidla.
[15]

Béhem sitovani linearnich polymeri vznikaji nejprve vétvené makromolekuly,
jejichz hmotnost a stupei rozvétveni postupné roste. Cim rozsahlej§i makromolekula je,
tim pravdépodobnéjsi je jeji spojeni s jinou velkou makromolekulou. Nejvétsi vétvené
makromolekuly tedy rostou nejrychleji, pfi dosazeni uréitého stupné reakéni premény
se objevi nekone€na trojrozmérna sit’ - bod gelace. Slovo nekone¢ny lze chapat v tom smyslu,
ze jde o obii makromolekulu, jez ma stejné rozmery totozné s rozmery gelové faze. [14]

Ireverzibilni gely vznikaji gelaci lyofobnich sold, pti snizeni jejich agregatni stalosti.
Stabilizujicim faktorem lyofobnich koloidi je elektronova dvojvrstva, po odstranéni
této dvojvrstvy dochazi ke shlukovani Castic ve vétsi agregaty - koagulace. Neni-li odstranéna
dvojvrstva uplné u vSech castic, dochazi ke spojovani pouze mist bez dvojvrstvy. Vznika
tak prostorova sit, v niz je uzavieno disperzni prostiedi. [16]

Velky vliv pro tvorbu gelu ma tvar ¢astic. Vznik gelu je mnohem snaz§i s anizometrickymi
Casticemi (Obr. 2.8), jelikoz jsou na hranach a hrotech nejméné vyvinuty dvojvrstvy
nebo solvatové obaly. Proto dochazi ke spojovani castic pravé v téchto mistech.
Kromé toho postacuje pro vznik struktury mensi koncentrace disperzniho podilu, ten je tvofen
tyCinkovymi nebo destiCkovymi ¢asticemi, nez u solu se sférickymi Casticemi. [15]
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Obr. 2.8 Gelace lyofobnich solii. (a) s izometrickymi casticemi; (b) s tycCinkovymi casticemi,

(c) s destickovymi casticemi [15]

2.2.3 Vlastnosti gelu

Vlastnosti gelt muzeme rozdélit do nékolika podskupin: [16]

Mechanické vlastnosti — prestoze je disperzni prostiedi kapalné, mechanické
vlastnosti geld se vztahuji pro tuhy stav. Gel je schopen odolavat teCnému napéti
az do urcité hodnoty, pod kterou se chova jako elastické tuhé téleso. Pokud neni
teCné napéti prilis velké, nedeformuji se trvale, ale vratné nebo elasticky. Hodnota
kritického napéti zavisi na koncentraci uzll a jejich pevnosti. Gely s kovalentnimi
spoji, které obsahuji v jednotce objemu maly pocet vazeb, jsou obvykle znacné
elastické. Cim vice je vazeb mezi fetézci polymeru, tim mensi je ochota
makromolekuly ménit tvar. Fyzikalni spoje maji vétsi pevnost nez spoje chemické.
Nékteré reverzibilni 1 ireverzibilni gely s fyzikalnimi spoji mohou mit tixotropni
vlastnosti. Prudkym protfepanim lze tyto gely pfevést na soly. Pfi mechanickém
namahani dojde k poruseni jen nejméné pevnych vazeb. Nechame-li tekuty sol stat
v klidu, pferusené vazby se obnovi a dojde znovu ke vzniku gelu. [15, 16]

Elektricka vodivost a difuzivita — disperzni prostiedi gelu obsahuje disociované
nizkomolekularni elektrolyty, jejich elektricka vodivost ziistava téméf stejné vysoka
jako v odpovidajicim solu, z néhoz gel vznikl. Také difuzivita nizkomolekularnich
latek v gelu je jen o néco mens$i nez v puvodnim solu, ze kterého gel vznikl,
ackoliv pfi  gelatinizaci prudce vzrasta viskozita soustavy. Difuzivita
nizkomolekularnich iontd v gelech neni diky sitové struktufe témér vibec
ovliviiovana proudénim ani tepelnymi konvekcemi. [15, 16]

Anizotropie gelu — vétSina gelti vyskytyjicich se v télech zivoCichi a rostlin
vykazuje anizotropii, ktera je dana podminkami tvorby téchto gelt. U umélych gela
je pri¢inou anizotropie jejich nerovnomeérna deformace pii tvorb€, druhou pfic¢inou
muze byt nerovnomérna objemova kontrakce pii vysouseni. [15]

Starnuti gelu — u gell Cerstvych, reverzibilnich i ireverzibilnich dochazi k fadé
samovolnych jevi. Je to dusledkem jejich termodynamické nerovnovaznosti.

Pti procesu starnuti gelu roste pocet sty¢nych bodua, tim houstne prostorova sit
apostupné vznikd napéti, které zapfi€ifiuje vytlaceni disperzniho prostredi
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na povrch gelu a odmisi se od gelu. Tento jev se nazyva synereze, lze jej pozorovat
hlavné u mladych geld, nebot tyto systémy nejsou v termodynamické rovnovaze.
[16, 17]

Obr. 2.9 Vytékani kapaliny z gelu [17]

2.24 Vyuziti gelu

Gely a proces gelace jsou velkym pfinosem v mnoha odvétvich lidské Cinnosti. Maji velky
vyznam v lékafstvi a biologii, nebot organismy rostlin a zivocichd jsou tvofeny v pievazné
vétsiné gely. V prumyslu je proces gelace vyuzivan pii vyrobé vlaken, aplikaci lepidel,
pfi zpracovani kuzi atd. V potravinaiském a pekafském pramyslu jsou gely taktéz nedilnou
soucasti. [15]

2.2.5 Hydrogely na bazi huminovych latek

Vysoka mira kontaminace zivotniho prostiedi predstavuje vaznou ekologickou hrozbu.
Pida ma schopnost regulovat znecisténi interakcemi nékterych svych slozek, avSak pouze
do urcité miry. Klicovou roli pii eliminaci toxickych ucinkd tézkych kovd hraje mnozstvi
a kvalita organické hmoty v pudé, zejména huminovych kyselin, jako jeji majoritni slozkou.
Vysoka afinita HK k tézkym kovim je jednou z nejvyznamnéjSich vlastnosti téchto latek.
Tato jejich schopnost se v piirodnim prostiedi maze uplatnit pfi ovlivnéni transportu t€zkych
kovi. V prirodé se tyto latky vyskytuji bud’ rozpusténé ve vodé, nebo (zejména) jako tuhé,
ve vodé nerozpustné substance, interagujici pouze prostiednictvim svého povrchu. Vzhledem
k prevazujici kyselosti podzemnich vod je nerozpustnd forma vyskytu mnohem cCasté)si.
V piitomnosti vody HK mohou ptechazet do stavu nabobtnalych gela. Z tohoto divodu jsou
uméle pfipravené huminové gely pouzivany jako vhodny modelovy systém pro studium
transportu tézkych kovt v prirodé. [18, 19, 20]
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2.3 Diftze

2.3.1 Definice difuize

Pojem difuze miazeme z fyzikalniho hlediska oznacit jako proces rozptylovani castic
v prostoru. Pfirozenou vlastnosti latek je, ze pokud je jejim ¢asticim umoznéno se pohybovat,
tak se rozptyluji do celého prostoru, kterého mohou dosahnout. Jedna se o pohyb Brownuv.
Vsechny latky maji tendenci prechdzet z prostiedi s vysSi koncentraci do prostredi
s koncentraci niz§i. Proces vyrovnavani koncentraci latek v mistech, kde dé& probiha,
je oznacovan jako hnaci sila difuze. [16, 17]

Obr. 2.10 Prosta difiize latek v case [17]

Nedifunduje jen jedna latka do druhé, ale proces difuize je vzajemny pro obé latky,
jak je znazornéno na Obr. 2.10. Stejné jako u pravych roztokt se difuze v koloidnich
soustavach fidi Fickovymi zakony. [17]

2.3.2 Fickovy ziakony

Fickovy zakony pouzivame k popisu difuznich procesi a procesi s nimi spojenymi.
Jelikoz je proces diftize vzajemny pro obé latky, vyjadiujeme proto rovnice jen pro jednu
slozku. [16]

Prvni Fickav zdakon
Prvni Ficktiv zakon je odvozen pro stacionarni difuzi, kdy teplotu (7) a tlak (p) povazujeme

za konstantni. Koncentrace je funkci polohy (y) a Casu (¢). V takto definovaném systému
je difuzni tok umérny koncentracnimu gradientu: [16]
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Zaporné znaménko u koncentra¢niho gradientu (— grad c), ktery je hnaci silou stacionarni
diftize, je zapfi¢inéno pohybem molekul z mista s vy$si koncentraci do mista, kde je jejich
koncentrace niz§i. D ve vzorci vyjadiuje veli¢inu zvanou diftzni koeficient (DK). DK je
konstanta umérnosti mezi difuznim tokem a koncentracnim gradientem. DK je Ciseln€ rovna
latkovému mnozstvi difundujici latky, ktera projde jednotkovou plochou za jednotku casu
pfi jednotkovém koncentracnim gradientu. [15, 16]

Pokud probiha stacionarni difuze pouze ve sméru osy x, muzeme rovnici (2.1) zjednodusit

[16]
off
ax )

Druhy Fickiv zakon popisuje diftizi nestacionarni, pfi niz se koncentracni gradient s Casem

Druhy Fickuv zdakon

meéni a difuzni tok se méni s polohou.

Obecna forma Druhého Fickova zakona je [12]

oc . B .
2 = dzv(D -grad c) =D-div grad ¢ , 3)
pokud D # D(c).

Pokud nestacionarni difuze probiha pouze ve sméru osy x, mizeme rovnici (2.3)
zjednodusit stejné jako v ptipadé Prvniho Fickova zakona na tvar: [16]

ac o%c
& D[a—j @

2.3.3 Okamzity plosny zdroj

Pfi této metode je pouzito velmi malé mnozstvi difundujici latky, kterd je nanesena
na rovinny povrch difuzniho média v podobé tenkého filmu. Takovy systém je realizovan
v experimentalni podobé¢, kdy je tenky film s difundujici latkou nahrazen filtraénim papirem
namocenym do roztoku latky o urcité koncentraci.

Pocatecni podminky jsou tedy nasledujici: [12]

¢ =
LS4

t=0 —0 <X <00 ¢ =¢

=0 x=0

Symbol n; ptedstavuje celkové latkové mnozstvi difundujici latky ve zdroji na pocatku
experimentu. Po urcité dobé 7 bude dan koncentracni profil pifi diftzi v jednom sméru
vztahem [12]

I - 5
A1/7ZDeft 4Dt (5)
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Pfi experimentalné stanoveném rozdeleni koncentrace v Case 7 je mozné vyhodnotit difuzni
koeficient zlogaritmovanim vztahu (5).

Inc, =ln mox
AfaD,t 4Dt ©)
Vynesenim Inc, v zavislosti na x> ziskdme pfimku o smérnici
tga = lD ol (7)
4

Pro pouziti tohoto feSeni pro nekonecny systém je potfebna dostatecna délka vzorku na to,
aby bylo mnozstvi difundujici latky, které by se dostalo za koneCny rozmér systému,
zanedbatelné vici celkovému mnozstvi. [12]
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2.4 Soucasny stav FeSené problematiky

V nasledujici kapitole je nahlizeno na probiranou problematiku interakce HK ve formé gelu
s Cu” ionty. Provedené vyzkumy [24 —31] nam nastifiuji moznosti vyuziti HK napfiklad
pfi ochrané zivotniho prostiedi.

Autofi prace [24] zaradili mezi difuzni experimenty metody konstantniho zdroje, difuzniho
paru a okamzitého plosného zdroje, pficemz vSechny se osvédCily jako vhodné
a experimentaln€é nenaroéné pro struny popis transportnich jevi v téchto systémech.
Konkrétni parametry kazdé metody (napfiklad koncentrace difundujici latky) je tfeba vzit
v uvahu pii volbé konkrétni metody pro piiblizeni k realnym procestim v pfirode .

V &anku [25] autofi vyuzili pro studium diftize Cu®* iontd v huminovém gelu metodu
diftzniho paru. Byly pouzity tfi typy gel, pficemz prvnim byl zakladni huminovy gel,
oznaCen jako gel A, ktery byl pfipraven srazenim humatu sodného s kyselinou
chlorovodikovou. Difuzi Cu** iontd do zakladniho gelu byl ziskan gel B. Posledni gel,
oznacen jako gel C, byl pfipraven vysrazenim humatu sodného s koncentrovanym roztokem
CuCl,. Diftizni par byl realizovan spojenim dvou silikonovych trubicek, kdy jedna trubicka
byla naplnéna gelem A a druha obsahovala gel B nebo gel C. Efektivni difuzni koeficient
ziskany pro dvojici geli A a B korespondoval s vysledky z metody konstantniho zdroje,
které byly zvefejnény v predchozi praci a byl vyssi nez hodnota pro dvojici geld A a C.
Nejvyssi (zdanlivy) difuzni koeficient pro Cu** méla voda, kterou nasledoval s mirn& nizsi
hodnotou zéakladni huminovy gel, poté¢ gel B a nejniz§i hodnotu efektivniho difuzniho
koeficientu mél gel C. Z toho lze vyvodit zavér, ze difize ionti médi v huminovych gelech
zavisi na podminkach tvorby gelu, bez ohledu na vysoky obsah vody v téchto systémech.

V publikaci [26] se autofi zam&fili na studium interakci mezi HK a Cu®* ionty v difiiznich
experimentech, konkrétn&ji na silu vazby Cu®* iontd v huminovych gelech. za timto ucelem
byla vyuZita extrakéni Ginidla schopna extrahovat riizné frakce Cu®* iontd z gelu HK.
Mezi Cinidly pouzitymi v tomto experimentu byla voda (pouzitd pro extrakci volnych
pohyblivych iontid), roztok MgCl, (pro iontové vyménnou frakci) a HCl (pro frakci pevné
vazanou v komplexech s HK).

V ¢lanku [27] se autofi také vénovali diftizi a imobilizaci kovovych ionti v huminovém
gelu. Gely HK mély rlizny obsah reaktivnich funk¢nich skupin za ucelem studia selektivniho
Géinku blokace karboxylovych skupin a jejiho vlivu na mobilitu Cu®* iontdl. Obsah
karboxylovych skupin v huminovych gelech byl modifikovan methylaci HK pomoci
trimethylsilyldiazomethanu a pro pfipravu geld byly pouzity smési, ve kterych byly
methylované a nemethylované HK v riznych pomérech. Difuze byla studovana metodou
okamzitého plosného zdroje. Z vysledku experimentu vyplyva, Ze se snizujicim se obsahem
karboxylovych kyselin také klesa difizni rychlost. Proto mizeme konstatovat, ze obsah
funkc¢nich skupin v huminovém gelu ma vliv na §ifeni a imobilizaci téchto kovovych iontt.

V &lancich [28, 29, 30, 31] se autofi zamé&fili na transport Cu®* iontd v huminovych gelech,
pficemz hlavnim cilem bylo ovéfeni pouzitelnosti jednoduchych metod pro studium difuze.
Pouziti HK ve formé gelt piinasi mnoho vyhod. Jednou z nich je naptiklad moznost ptipravy
vzorkt s definovanou velikosti a tvarem, coz vyrazné usnadfiuje matematicky popis téchto
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procesi a jejich pripadné modelovani. Huminové gely predstavuji také jakysi model
organické hmoty v pfirod€, protoze huminové latky se napf. v padach Casto vyskytuji
ve formé nabobtnalych geli. Vzhledem k vysoké afinit¢ k HK a dobré stabilité¢ vzniklych
komplexti byla jako modelovy kov pouzita méd. Autofi pouzili dva druhy diftznich
technik: difize z konstantniho zdroje a difize z ¢asové proménného zdroje. V piipade
konstantniho zdroje byly difuzni koeficienty porovnany s vysledky ziskanymi pro dalsi tézké
kovy — nikl a kobalt, pfi¢emz vliv chemické reakce mezi HK a kovovymi ionty na jejich
difuzivitu v gelech se nejvice projevil u Cu®* iontd [30]. Druha technika byla zamé&fena
na vlivu Casu a podateéni koncentrace Cu®* v roztoku a byla tak stanovena koncentradni
zavislost efektivniho difuzniho koeficientu. V dusledku toho Ize dojit k zavéru, ze pouziti
hydrogelu reprezentujiciho jednu z pfirodnich forem HK, je vhodna pro Siroké spektrum
diftznich experimentu.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie

huminové kyseliny

kyselina chlorovodikova 35 %, p.a., Penta Praha
hydroxid sodny, p.a., Penta Praha

dekahydrat difosfore¢nanu sodného, p.a., Sigma Aldrich
dihydrat chloridu méd'natého, p.a., Lach-ner s.r.o.
destilovana voda

dusic¢nan stiibrny

3.2 Pouzité pristroje

centrifuga (Hettich Rotina 46R)

vahy (Scaltec SPB42)

titrator (Titronic Universal, Schott Instruments)

pH metr a konduktometr (Mettler Toledo)

trepacka (Heidolph Vibramax 100)

suSarna (Ecocell)

UV-VIS spektrometr (Hitachi U 3900H)

vpichova elektroda pro méfeni vnitiniho pH gela (Mettler Toledo)

Euro EA CHNO Elemental Analyser (Eurovector Instruments & Software)
TGA Q5000 (TA Instruments)

3.3 1Izolace a priprava huminovych kyselin

HK byly pfipraveny alkalickou extrakci z lignitu. Nejprve byl lignit extrahovan smeési
0,1 M NaOH a 0,084 M NasP,0; v poméru 30 g lignitu na 11 roztoku. Extrakce probihala
na tfepacce, pripadn€¢ za obCasného promichéani, pfes noc. Druhy den byla suspenze
prefiltrovana a nasledné¢ odstfedéna pii 4 000 ot/min po dobu 5 minut. Tuhé zbytky
po odstiedéni byly spojeny s tuhym zbytkem z filtrace a vSe se opét extrahovalo 1 1 roztoku,
avSak pouze po dobu 1 hodiny. Néasledné¢ doSlo k opétovnému odstiedéni pii stejnych
podminkach jako v prvnim pfipadé. Kapalné podily z prvniho a opakovaného odstfed’ ovani
byly slity a roztok byl okyselen 20% HCI na pH blizké hodnoté 1. Okyseleny roztok byl
ponechan pres noc v lednici. Nasledujici den do$lo k odsani kapaliny nad usazeninou pomoci
vodni vyvévy. Vysrazené HK byly od roztoku oddéleny odstiedénim pii teploté 15 °C,
4 000 ot/min po dobu 10 minut. Odstfedéné HK byly tfikrat promyty 0,1 M HCI a na zavér
jedenkrat vodou. Ziskany produkt se vysusil v susarné pii 50 °C. Takto ptipravené HK byly
oznaceny jako HK;.

3.4 Cisténi huminovych kyselin v praskové formé
Pii prvnim zpusobu cisténi byly HK pfipravené vyse uvedenym zpusobem rozmichany

v destilované vodé (pomeér 16 g HK na 0,5 1 destilované vody). Nasledné byl roztok odstiedén
pii 15 °C, 4 000 ot/min po dobu 20 minut. Gel HK byl promyt destilovanou vodou a znovu
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odstfedén za stejnych podminek. Promyti bylo zopakovano jesté dvakrat. Ziskany produkt
se vysusil v susarné pii 50 °C. HK pfipravené timto zptisobem byly oznaCeny jako HKo.

Druhy zpuisob ¢isténi HK je zaloZen na rozmichani HK; v 1 10,5% obj. roztoku smeési HCI
a HF (pomér 16 g HK na 11 roztoku). Suspenze byla umisténa na tfepacku po dobu 2 dni.
Nasledné byla suspenze odstiedéna prti teploté 15 °C, 4 000 ot/min po dobu 20 minut. Pevny
podil HK byl pfeveden do dialyzacni membrany (3 500 Da) a dialyzovan proti destilované
vodé do vymyti Cl" iontd. Pfitomnost chloridi byla zkouSena pomoci AgNO;. Takto
pfipravené HK byly oznaceny jako HKs.

3.5 Priprava gelu huminovych kyselin

HK v praskové formé byly rozpustény v 0,5 10,5 M NaOH (pomér 16 g HK na 2 1 NaOH).
Vznikly roztok huméatu sodného byl okyselen 35% HCI na pH blizké hodnoté 1. Nadoba se
vznikajicim gelem byla ponechana pifes noc v lednici. Nasledujici den byl odsat Ciry roztok
nad usazenym gelem pomoci vodni vyvévy. Zbytek v nadobé byl rozmichan, rozdélen
do centrifugacnich nadobek a odstfedén v centrifuze pii teploté 15 °C, 4 000 ot/min po dobu
10 minut. Supernatant byl slit, gel byl promyt destilovanou vodou a znovu odstfedén. Promyti
bylo zopakovano jesté dvakrat, posledni odstfedéni probéhlo za stejnych podminek,
ale po dobu 30 minut. Po poslednim odstfedovani a sliti supernatantu byl gel ulozen
do exsikatoru s vodou, aby nevyschl.

3.6 Titrace

Pro vzorky HK v praskové formé byly provedeny zpétné titrace za ucelem zisku jejich
celkové kyselosti.

Navazka 100 mg vzorku HK byla rozpusténa v 50 ml 0,1 M NaOH a ponechéana
na michac¢ce po dobu 24 hodin. Tato suspenze HK v NaOH byla poté titrovana 0,1 M HCI
s ptidavkem 0,05 ml, intervalem 30 sec. do celkového pfidaného objemu 60 ml. Byla méfena
pH a vodivost v zavislosti na ptidavku.

3.7 Difazni experimenty

Pro tento experiment byla zvolena pocate¢ni koncentrace roztoku CuCl, 1 M.

Trubicky délky 3 cm a priméru 1 cm byly naplnény gelem HK, filtracni papir o velikosti
prufezu trubicky byl ponofen do roztoku CuCl, po dobu 1 minuty a nasledné piilozen
na jeden konec trubic¢ky obsahujici gel HK. Doby trvani difuze byly stanoveny na 10 hodin,
1 den a 2 dny. Po skonceni difuze byly trubicky s gelem naplatkovany ocelovym dratkem
a vyluhovéany na tfepac¢ce po dobu 72 hodin 10 ml 1 M HCI. Vyluhy byly poté odstfedény
pti teploté 15 °C, 4 000 ot/min po dobu 30 minut a nasledné byla zméfena UV-VIS spektra.
Z absorbance pii vinové délce 810 nm bylo urleno mnozstvi Cu®* iontd ve vyluzich.
U jednotlivych geld HK byly provedeny 3 doby trvani difize. Pro kazdou dobu byly pouzity
2 trubicky s gelem.

Vysledky tohoto experimentu jsou uvedeny a shrnuty v kapitole 4.2.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Charakterizace huminovych kyselin a huminovych gelu

Vyse uvedenymi postupy (kapitoly 3.3 a 3.4) byly ptipraveny HK;, HK, a HKj. Tyto
vzorky HK byly podrobeny elementarni analyze. Z vysledki analyzy uvedenych v Tab. 4.1
jsou patrny jak zmény v zastoupeni jednotlivych prvkd, tak v jejich vzajemnych pomérech.
Prestoze obsah atomt vodiku ve vzorcich stoupa se stupném purifikace (viz téz Tab. 4.2),
jeho pomeér k uhliku klesa, coz by mohlo znamenat zvySeni podilu nenasycenych struktur.
Podobné klesa 1 pomér O/C, coz indikuje ochuzovani HK o frakce bohaté na kyselé funk¢ni
skupiny pfi Cisténi a promyvani.

Tab. 4.1 Elementarni sloZeni HK v atomovych % vztazeno na suchy vzorek HK bez popela

procentualni zastoupeni prvki [atom. %] pomér | pomér
C H N 0 H/C O/C
HK; | 39,07+0,47 | 38,44+0,41 1,08+0,47 | 21,41+043 0,98 0,55
HK, | 40,73+0,14 | 38,63+041 | 0,83+0,03 | 19,81+0,32 0,95 0,49
HK;3 | 42,89+0,21 39,82+0,44 | 0,85+0,01 16,44 = 0,61 0,93 0,38

Stanovenim byly dale zjistény hodnoty vlhkosti a obsahu popela jednotlivych HK.
Tyto hodnoty jsou uvedeny v Tab. 4.2. Jak vyplyva zvysledkli termogravimetrie,
jak promyvani HK vodou, tak ¢isténi pomoci smést HCI/HF mély pozitivni vliv na snizeni
obsahti popela ve vzorcich. Druhym z postupti se podafilo obsah popela snizit na polovinu.
Naopak obsah vlhkosti s rostouci Cistotou stoupal. Celkova kyselost, tj. obsah kyselych
funkénich skupin (zpravidla COOH a OH) byl ur€en na zaklad€é potenciometrickych (Obr.
4.1) a konduktometrickych (Obr. 4.2) titraci (kapitola 3.6). Piiklady uvedenych titracnich
ktivek odpovidaji vzorkim HK;. Piestoze CiSténim a promyvanim vzork( dochazi k jejich
Castecnému rozpousténi a ochuzovani o nékteré frakce, celkovy obsah kyselych funkénich
skupin se po precisténi zvysil. To miZze souviset s poklesem obsahu popela a zvySenim podilu
organické hmoty ve hmotnostni jednotce vzorku.
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Obr. 4.1 Zavislost vodivosti na pridaviku HCI pro vzorek HK;
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Obr. 4.2 Zavislost pH na pridaviku HCI pro vzorek HK,
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Tab. 4.2 Hodnoty vihkosti, obsahu popela a celkové kyselosti pro jednotlivé HK

obsah popela vlhkost celkova kyselost
[hm. %] [hm. %] [mmol/g]
HK; 10,99 + 0,55 5,69 £0,28 9,00 £+ 0,44
HK, 9,80 = 0,49 6,45 +0,32 10,57 £ 0,99
HK3 5,40 + 0,27 7,21 £0,36 11,66 + 1,32

Z nami piipravenych HK byly piipraveny gely HK;, HK; a HK3, které byly podrobeny
testu na obsah suSiny. Z rozdila hmotnosti gelti pied a po vysuseni v susarné byly vypocitany
hodnoty podilu suSiny. Taktéz byly zméfeny hodnoty vnitiniho pH gelt. VSechny hodnoty

jsou uvedeny v Tab. 4.3.

Tab. 4.3 Prehled obsahu suSiny a vnitrniho pH gelii HK

obsah susiny obsah HK bez popela
[hm. %] [hm. %] pH
gel HK, 9,90 £ 0,34 8,81+ 0,30 1,26 £ 0,06
gel HK, 12,70 + 1,12 11,45+ 1,00 1,55+ 0,08
gel HK; 9,45+ 0,67 8,94 + 0,60 1,65+ 0,08

Obsah suSiny v hydrogelech pfipravenych srazenim z humati se obvykle pohybuje
mezi 10 a 15 hm. % [26, 27]. Podobnych vysledki bylo dosazeno i u vSech gelu pfipravenych
v této praci. Prestoze obsah popela se stupném cisténi klesal, obsah HK; a HKj3 je prakticky
stejny. Nejvice suSiny 1 bezpopelovych HK obsahoval hydrogel pfipraveny se vzorku
promytého vodou (HK»).
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4.2 Difazni experimenty

Cilem této bakalarské prace bylo prozkoumat vliv vlastnosti huminovych kyselin na difizi
mé&dnatych iontd v jejich gelech. Difizni koeficienty Cu** v piipravenych gelech HK byly
ziskany experimentalni metodou okamzitého plosného zdroje, jejiz postup je uveden
v kapitole 3.7.

Ze ziskanych koncentraci Cu®* v jednotlivych platcich gelu HK byla vynesena zavislost
koncentrace médi v gelu na vzdalenosti od zdroje, tzv. koncentracni profil. Priklad takové
zavislosti najdeme v grafu sestrojeném z dat pro difuzi v gelu HKj; trvajici 2 dny (Obr. 4.3).
Lze zn& vydist, Ze s rostouci vzdalenosti od rozhrani koncentrace nadifundovanych Cu®*
iontl exponencialné klesa. Srovnani dvou experimentti provedenych za stejnych podminek
pak potvrzuje dobrou reprodukovatelnost méfeni.
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Obr. 4.3 Koncentraci profily Cu’" iontii v gelu HK; (pro trubicky A a B ) v case 2 dny

S rostouci dobou trvani diftize se koncentracni profily posunuji smérem k niz§im hodnotam
a meédnaté ionty difunduji do vétsi vzdalenosti od zdroje. Tento fakt lze vypozorovat
pii porovnani difuze Cu®* iontd v gelu HK; pro &asy 10 hodin (Obr. 4.4), 1 den (Obr. 4.5)
a2 dny (Obr. 4.6). Hodnoty téchto koncentracnich profilli odpovidaji primérnym hodnotam
meéteni obou trubicek.
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Obr. 4.4 Koncentracni profil Cu** iontii v gelu HK; v case 10 hodin
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Obr. 4.5 Koncentracni profil Cu®* iontii v gelu HK; v case 1 den
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Obr. 4.6 Koncentracni profil Cu”* iontii v gelu HK; v case 2 dny

Pti porovnavani rozdilt koncentra¢nich profila gelt HK; (Obr. 4.7), HK; (Obr. 4.8) a HK3
(Obr. 4.9) pro ¢as 10 hodin muzeme dojit k zavéru, ze vliv Cisténi HK nema zasadni vliv
na priibsh a vysledky difuze Cu®* iontd v gelech. Je faktem, Ze pii proi§tovani vychozich
HK; vodou (HK;) nebo smési HCl a HF (HK3), dochazi ke snizovani obsahu popela
a neCistot, coz lze vypozorovat z Tab. 4.2. Naproti tomu dochazi ke zvySovani obsahu
kyselych funk&nich skupin, které jsou zodpovédné za imobilizaci Cu* iontd v gelech HK,
zejména skupin karboxylovych. Toto tvrzeni si miizeme ovéfit pii porovnani zprimérovanych
koncentra¢nich profilt Cu®* jontd v gelech HK (Obr. 4.7), HK; (Obr. 4.8) a HK3 (Obr. 4.9)
pro ¢as 10 hodin, které se od sebe vyznamné nelisi. Prestoze s Cisténim vzorkt HK se méni
zastoupeni jednotlivych prvki i jejich vzajemné poméry (viz Tab. 4.1), nejsou tyto zmény
ztejmé natolik rozsahlé, aby se vyznamnéji projevily v ziskanych datech.
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Obr. 4.8 Koncentracni profil Cu** iontii v gelu HK, v case 10 hodin
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Obr. 4.9 Koncentracni profil Cu’* iontii v gelu HK; v case 10 hodin

Vyhodnoceni efektivnich diftiznich koeficienti bylo provedeno pomoci matematickych
vypocti uvedenych v podkapitole 2.3.3. Diky tomu, ze diftize probihala pouze v jednom
sméru, mohl byt pouzit vzorec (5). Pro vyhodnoceni efektivniho difuzniho koeficientu
je vyhodnéj§i vztah (5) zlogaritmovat, ¢imz bylo ziskano jeho linearni vyjadieni (6).
Vynesenim Inc, v zavislosti na x* jsme ziskali pfimku o smérnici (7). Piiklad takového

prolozeni je zobrazen pro difuzi v gelu HK; trvajici 10 hodin v trubi¢ce B (Obr. 4.10).

Dosazenim smérnice do vztahu (7) byl vypocitan efektivni difuzni koeficient.

5 10 15 20 25 30

x? (mm?)

Obr. 4.10 Linearizace koncentracniho profilu Cu®* iontit pro trubicku B v gelu HK, v case 10 hodin
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Takto byly dopocitany efektivni diftizni koeficienty pro vSechna méteni. Vysledné hodnoty
efektivnich difaznich koeficientt jsou uvedeny v Tab. 4.4.

Tab. 4.4 Hodnoty efektivnich difiznich koeficientii gelit HK v zavislosti na koncentraci zdroje

Dy +
(mZ_S-l) (mZ_S-l)
gel HK; 3,93-10™ 255101
gel HK; 3,99-10™ 2.43-101
gel HK; 3,99-10™ 3.12-10M

Z vysledkt a grafu (Obr. 4.11) vyplyva, ze hodnoty efektivnich difuznich koeficientl gelt
HK se od sebe piili$ nelisi. Toto zjisténi se na prvni pohled maze zdat ponékud prekvapivé.
Na druhou stranu je ale nutné si uvédomit, ze HK v pfirod€ na riiznych mistech a za riznych
okolnosti funguji vzdy velice podobnym zptusobem. Ackoliv se jedna o smési mnoha a mnoha
raznych molekul, zabezpecuji v realnych pftirodnich systémech vzdy stale velice podobné
funkce a podileji se na stale velmi podobnych procesech. Jejich fungovani se cela 1éta opira
o stale stejné principy, i kdyz tyto latky pochazi z riznych zdroja (napft. puda, lignit, raselina)
a mohou byt izolovany ruznymi zpusoby. Proto také jejich vliv na transport t€zkych kovt
(v nafem piipadé Cu™) musi byt nutn& velmi podobny.

6E-10 -
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oE m HK3
s 4E-10 -
2
2
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=
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£
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Obr. 4.11 Srovnani efektivnich difiiznich koeficientu gelit HK pro vSechny casy
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5 ZAVER

Cilem prace bylo posoudit vliv vlastnosti huminovych kyselin a geld z nich pfipravenych
na jejich reaktivitu pfi difuznich experimentech. Jako difundujici médium byly vybrany
meédnaté ionty pro jejich vysokou afinitu a silnou vazbu k HK. Pro posouzeni vlivu zdrojové

koncentrace méd’natych ionti na huminovy gel byla vybrana metoda okamzitého plosného
zdroje.

Byly pfipraveny tfi druhy HK o razné Cistoté. Vychazelo se ze zasobnich HK, které byly
ziskany klasickym zpusobem extrakce z lignitu. HK, byly pfipraveny pomoci promyvani
zasobnich HK, destilovanou vodou a jejich nasledném vysuseni. Cisténim pomoci smési
HCI/HF a naslednou dialyzou oproti destilované vodé byly ziskany HK3. VSechny HK byly
pouzity pro piipravu geld, pficemz praskové HK byly rozpustény v NaOH a nasledné
vysrazeny pomoci HCI.

Charakterizace HK byla provedena elementarni analyzou, termogravimetrii a zpétnou
titraci. Zatimco gely ptipravené z HK byly charakterizovany testem na obsah suSiny, vnitinim
pH a UV-VIS spektrometrii.

Vysledky stanovenych efektivnich difuznich koeficientd médnatych iontd v huminovych
gelech se piili$ nelisi. Navzdory tomu, ze pii procistovani vychozich HK vodou nebo smési
HCI/HF, dochazi ke snizovani obsahu popela a necistot. Av§ak dochazi ke zvySovani obsahu
kyselych funk&nich skupin, které jsou zodpovédné za imobilizaci Cu* iontd v gelech HK,
zejména skupin karboxylovych. Navic se jedna o vzorky izolované ze stejné matrice, pouze
s riznym stupném Cisténi. Nesmime také zapomenout, ze HK se v ptirodé€ vyskytuji ve formé
raznych komplext napf. s anorganickymi slozkami v pude€. Vlastnosti HK a organické hmoty
vubec i jejich fungovani je tak nutno vzdy posuzovat komplexné€ a s ohledem na vSechny dalsi
znamé aspekty.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

7.1 Pouzité symboly

Symbol

C, Cp

NS < =

~

nj

Vyznam symbolu
koncentrace latky

diftizni tok

difuzni koeficienty

efektivni difuzni koeficienty
prostorova soutadnice, vzdalenost
prostorova soutadnice, poloha
tlak

teplota

cas

ludolfovo ¢islo

latkové mnozstvi

plocha

7.2 Pouzité zkratky

Zkratka
HL

HK

FK

uv

VIS

DK

Vyznam zkratky
huminové latky
huminové kyseliny

fulvinové kyseliny

ultrafialova oblast spektra elektromagnetického zateni

viditelna oblast spektra elektromagnetického zareni

difuzni koeficient

Jednotka
mol-m™
mol m?-s™!
m* s’

m* s’

m

m

Pa

K

S

mol

m>
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