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ABSTRAKT

Tato bakalafska prace se zabyva interakci ptidni organické hmoty s 1é¢ivem sulfapyridinem
pomoci metody vyuzivajici difuznich cel. Pomoci této metody byla studovana difuze 1é¢iva
sulfapyridinu ve vodnych roztocich skrz agarésovy gel s pfidavkem huminovych kyselin a
bez nich. Experimentalni data byla vyuzita ke stanoveni dvou typi difiznich koeficienti
charakterizujicich prichod 1é€iva skrz gel a nasledné prichod gelem do akceptorové cely.
Experimentdlni vysledky v prvni ¢asti jasné prokazuji imobilizacni schopnost zadrzovat
sulfapyridin huminovou kyselinou a v druhé ¢asti experimentu uz huminové kyseliny nemaji
vyznamny vliv v ddle probihajici diftizi.

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the interaction of soil organic matter with the drug
sulfapyridine using the diffusion cell method. By using this method was studied, the diffusion
of the drug sulfapyridine in aqueous solutions and agarose gel with and without the addition
of humic acids. In the experiment, we tried to determine two different diffusion coefficients,
namely the passage of sulfapyridine through an agarose gel and the diffusion into the acceptor
cell, when the hydrogel already contains humic acids. The experimental results in the first part
clearly demonstrate the immobilization ability to retain sulfapyridine with humic acid, and in
the second part there is seen that after absorbing the drug with humic acid, humic acids no
longer prevent the penetration of another passing drug.
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1. UVOD

V poslednich desetiletich se vyskytuje ¢im dal tim vétsi problém s kontaminaci vody a pidy
ruznymi latkami. Jednou z celé fady kontaminujicich latek jsou 1éCiva, ktera se do ptirody
dostdvaji nespradvnou likvidaci nevyuzitych antibiotik a Spatnym zpracovanim léciva télem
¢loveka ¢i zvitete. Tato nezpracovana léCiva se dostavaji do pidy exkrementy zivoc¢icht a do
odpadnich vod, kde nejsou fadné preciStény v Cistirnach odpadnich vod, a tak se dostdvaji do
vody, ptdy i dokonce podzemnich vod. Studiem imobilizace 1é¢iva huminovymi kyselinami
pfi jeho transportu v systému obsahujicim huminové kyseliny jako aktivni slozku.

Huminové kyseliny, pattici spole¢n¢ s fulvokyselinami do ptidni organické hmoty, jsou to
latky, jejiz struktura neni doposud zcela zmapovéna. Vyznamna ¢ast vyzkumnych praci se
zabyva interakcemi huminovych kyselin s organickymi latkami nebo pesticidy. Tato
bakaléiska prace se zabyva interakci huminovych kyselin s 1é¢ivy pomoci metody vyuzivajici
difizni cely. Cilem této bakalaiské prace je posoudit moznost imobilizace 1éCiva pii migraci
systémem obsahujicim huminové kyseliny jako aktivni slozku.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Pidni organicky hmota

Pidni organickd hmota (POH) je v ptidé obsazena mezi 1-5 hm.% v zdvislosti na typu pudy.
Byt je vpudé obsazena pouze ve stopovém mnozstvi, vyznamné ovliviiuje fadu jejich
vlastnosti. Jejim zdkladnim prvkem je uhlik. POH jsme dale schopni rozdélit na Zivou a
nezivou Cast. Neziva Cast se nasledné déli na primarni organickou hmotu a humusové latky
(Obrazek 1). Ob¢ slozky jsou na sobé zavislé a plsobi na celkovou biologii pudy a
mineralizacnich, vcetn€ transformace organickych latek na slozité a stabilni slouceniny
v padé [1].

Pudni organicka hmota

Ziva cast Neziva ¢ast

*Nezménény material Transformované produkty
Jpotencidlni zdroj” rizny stupen rozkladu ¢i syntézy

*Nehumusové slozky Humusové slozky**

*Primarni organicka hmota **Humus

Obrdzek 1: Rozdeéleni piidni organické hmoty [1]

2.1.1 Ziva &ast pady a primarni organicka hmota

Za zivou Cast ptidy mizeme povazovat mikroedafon. Jedna se pfevazné o bakterie, houby,
aktinomycety, sinice aj., které se podileji na vétSiné rozkladnych procestt v padé. Nelze
opomenout vyznam samotnych rostlin a prevazné jejich kotend, které ovliviiuji biologické i
chemické procesy v obdobi vegetace [1].

Primérni organickd hmota (POH) je tvofena hlavné odumfelymi ¢astmi rostlin a pldni
mikroflérou, kterd je v pid¢ bud’ obsazena nebo je do ni vpravena ve formé hnojiv.
POH podléha mineralizaci (rozkladu), jejiz rychlost je zavisla na pidnich podminkéch
(teplota, vlhkost, okysliceni, pH). Dal§im dualezitym faktorem pro rychlost mineralizace je
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samotny typ organické slozky (kofenové exudaty, biomasa, koteny). Divodem je jejich
odlisny polocas rozkladu. Pro kofenové exudaty tomu je nékolik dni, pro mikrobialni biomasu
nékolik tydnd a pro hrubsi kofeny a casti rostlin az nékolik let. POH je tedy soubor zivin
v padeé [1]

2.1.2 Huminové latky

Huminové latky (HL) vznikaji v pribéhu az né€kolika tisic let v procesu zvaném humifikace.
Pii ni dochdzi k fad€ rozkladnych, a hlavné syntetickych procesii, které vedou ke tvorbé
novych vysokomolekuldrnich, tmavé zbarvenych liatek. HL jsou rozdéleny do tii podskupin:
fulvokyseliny (FA), huminové kyseliny (HA), huminy. VSechny jsou povazovany za
heterogenni latky, jejiz heterogenitu urcuje rozdilnost chemického slozeni, kyselosti,
hydrofobicity a rozpustnosti. HL nemaji pravidelnou strukturu, maji vysokou iontovou silou,
dobrou odolnost vic¢i mikrobialnimu rozkladu (Tabulka 1) a jejich kyseliny maji nizkou
hodnotu pH [1].

Tabulka 1: Polocas rozkladu organické hmoty [1].

Slozka humusu Poloc¢as rozkladu
Fulvokyseliny 30-80 let

Huminové kyseliny a humaty 600-3000 let
Huminy >3 000 let

2.1.3 SloZeni huminovych latek

Struktura a slozeni HL je sloZitd a z4visla na prosttedi, ve kterém vznikd. Elementarni sloZeni
ruznych FA a HA ukazuje, Ze hlavnimi prvky v jejich struktufe jsou C, H, O, N a S. Tyto
prvky jsou pfitomny vzdy, bez ohledu na ptivod humusovych latek. Huminové latky zaujimaji
piiblizné 80 % celkového obsaZeného uhliku v suchozemském prostiedi a 60 % uhliku
rozpusténého ve vode [2].

FA a HA maji rozdilné slozeni, coz mé za dusledek jejich odlisné fyzikalné-chemické
vlastnosti. FA obsahuji vice funkénich skupin kyselé povahy, zejména —COOH. Celkova
acidita FA (900 — 1400 mmol/100 g) je podstatné vyssi nez u HA (400 — 870 mmol/100g).
DalSim rozdilem je rozlozeni kysliku. Zatimco u FA je obsazen pievdzné ve funkcénich
skupinidch (-COOH, -OH, -C=0) s vysokym obsahem kysliku, HA maji téchto funkcnich
skupin o dost méné a zbyly kyslik je obsazen pfimo v jaderné struktuie. Charakterizace
komplexnich smési FA a HA je dnes povaZovana za jednu z nejdllezitéjSich otdazek ve
vyzkumu HL. Diky novodobym analytickym metodam a pocitaovym technologiim bylo
sestaveno nékolik teoretickych modelti (podle Stevensona, Schultena a Schnitzera)
molekularnich struktur FA a HA. (Obrazek 2,3) [2].
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Obrdzek 2: Stevensiiv model Huminové kyseliny [3].
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2.2 Moznosti vazebnych interakci

Pro zjisténi vyuzitelnosti huminovych latek v otdzce ochrany Zivotniho prostfedi, je velmi
dilezité zjistit, jak latky interaguji s riznymi kontaminujicimi latkami v pudé. Jelikoz neni
doposud zcela zndma struktura huminovych litek, o jejich interakcich s kontaminanty
muzeme mluvit pouze zteoreticky znamych vlastnosti a na zékladé provedenych
experimentl. Diky témto znalostem muzeme piedpokladat nékolik typii vazebnych interakci
huminovych latek s cizorodymi ldtkami v zemin¢ [4].

Iontova vazba

Tento typ vazby funguje na principu pusobeni elektrostatickych sil mezi fixnimi naboji
funkénich skupin a ionty vyskytujicimi se v kontaminantu. Pfi uvazovani iontové vazby
potom mlzeme na huminové latky pohlizet jako na ionexy (vysokomolekuldrni litky), které
na svém povrchu nesou ndboj. Vznik elektrostatické vazby lze u huminovych latek
predpokladat naptiklad s alkalickymi kovy ¢i amoniakem [4].

Koordinaé¢ni vazba

Jedna se o nejdiileZité;si interakci z hlediska interakce mezi huminovou kyselinou a toxickym
kovem. Potencial vzniku koordina¢ni vazby je zde dan znaCnym zastoupenim funkcénich
skupiny, jako jsou karboxylové a fenolické kyseliny ve struktuie huminovych latek.
S ohledem na slozitost struktury je velmi obtizné odhadnout komplexotvorné reakce urcité
huminové kyseliny. Vytvaret samotné koordina¢ni vazby je dulezité hlavné pii odstranovani
toxickych kovil nachazejicich se v zemi. Fenolové a karboxylové kyseliny se nejvice podileji
na vzniku téchto interakci, kde zastoupeni téchto dvou funkénich skupin je ovlivnéno
hodnotou pH a tim 1 mirou disociace téchto dvou skupin. Ve slab& kyselych interakcich se
nejvice podileji na vzniku koordina¢nich vazeb karboxylové kyseliny. Stabilita vzniklych
komplexil s rostoucim pH stoupd, a to hlavné u ionth tvotici karboxylat-fenolické komplexy

[4].

Kovalentni vazba

Existuji dva zplsoby interakce, které vedou ke vzniku kovalentnich vazeb. Reakce
vyuZivajici biokatalyzy a reakce bez vyuZiti aktivity enzymu. Skutecnost, Ze ve struktufe
huminovych kyselin mize vznikat kovalentni vazba je zndma od 70. let 20. stoleti a jako
priklad mize byt uvedena interakce mezi huminovymi latkami izolovanymi ze zeminy a
anthracenu. V metabolicky aktivnim systému bylo zjisténo vysoké zabudovani anthracenu do
struktury huminovych kyselin. Tato moZnost vzniku kovalentni vazby mezi huminovou
latkou a kontaminantem vedla k pfedpokladu imobilizace kontaminantu kovalentni vazbou
v interakci HA-kontaminant [4].

Vodikové miistky

I ptes skutec¢nost, ze huminové kyseliny nejsou zcela zmapovany, 1ze na zakladé prokazané
pfitomnosti funkénich skupiny (amidova, laktamova, nitrilovd) pfedpokladat moZznost vzniku
vodikovych vazeb. I ptesto, Ze vodikové mistky jsou povazovany za slabé vazebné interakce,
dokazou se vyrazné podilet na interakci a imobilizaci huminové kyseliny a kontaminantu.
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Jako prikladem vodikovych mustkii byla prokézéana interakce pro iminoskupinu v molekulach
herbicidti (Obrazek 4) [4].

H:-'
AR
@ H|/1Q““'i’ &
l H“N’i\ﬂf/’ﬁ“'wﬁ i e
A~ | ~ H—0O
0 R, R,

Obrdzek 4: Vodikove miistky mezi fragmenty HA a pesticidem [5].

Hydrofobni interakce

Tento typ interakce vznika pfi ptiblizeni dvou nepolarnich skupin nesenych molekulami, které
se vyskytuji ve vodném roztoku. Interakce mohou vychazet naptiklad z plisobeni van der
Walsovych sil nebo tfeba pii pfesunu m elektront. Jednd se o nejvice ptredpokladanou
interakci huminovych latek s alifatickymi a hydrofobnimi kontaminanty. Jako ptikladem Ize
uvést ztrata ¢asti toxicity parathionu v pfitomnosti huminovych latek [4].

2.3 Léciva

Obor zabyvajici se vyzkumem a vyrobou léCiv se nazyva farmacie, kterd se rozdéluje na dva
podobory galenickou farmacii a farmakochemii. Galenicka farmacie se zamétuje na ziskavani
1é¢iv  z ptirodnich materidli, zatimco farmakochemie je obor zabyvajici se studiem
chemickych 1é¢iv a farmaceutickych pomocnych latek. Za 1é€ivo je obecné povaZovana latka
nebo piipravek, ktery je ur€en k poddvani lidem a zvifatim. LéCivymi latkami se potom
rozumi litka s farmakologickym, ¢i imunologickym ucinkem nebo latky ovliviujici
metabolismus. Jako pomocné latky se berou takové, které pfimo nemaji specificky ucinek pro
organismus, ale napomahaji pti vyrobé, ptiprave, uchovani a pii aplikaci samotnych 1é¢iv [5].

2.3.1 Osud lé¢iv v organismu

vvvvvv

predev§im spravnou davkou, rozpuSténim, absorpci, distribuci, aktivaci, interakci
s receptorem a v neposledni fadé samotnym ucinkem. Lé¢ivo v organismu je v téle podrobeno
mnoha nespecifickym enzymovym reakcim, pfi kterych dochdzi k pfeméné latek na latky 1épe
rozpustné ve vodé a schopné se vylouCit zorganismu. Latky podléhaji v organismu
biotransformaci, coz je vétSinou dvoustupniovy proces, kdy v prvni fazi dochdzi k oxidaci,
redukci nebo hydrolyze latky za vzniku metabolit, které jsou 1épe rozpustné v télnich
tekutindch. V druhé féazi probihaji syntetické reakce sendogennimi produkty a vznikly
konjugat, rozpustny ve vod¢ vychazi z organismu pievazné moci, stolici a potem, ¢imz se
dostava cast do vody a nasledné do pudnich systému [5].
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2.3.2 Analgetika

Jako analgetika jsou povazovany latky, zmiriiujici pocit bolesti, které zarovein vyznamné
neovliviiuji smyslové vnimani a védomi. Obecné nemayji 1€Civy ucinek, avSak napomahaji pti
1éCbeé snizenim zatézi a stresu organismu zpusobené bolestni, zanétem nebo zvySenou
teplotou. Analgetika se dale dé€li na narkoticka (anodyna) a antipyretika [5].

Narkoticka analgetika se pouzivaji ke zvladnuti silné bolesti a pti vétSich davkach mizou
kromé potlaceni bolesti zplsobit 1 ztratu védomi. Interaguji s opiodnimi receptory v centrdlni
nervové soustaveé a zvySuji tak prah vniméni bolesti. Mezi nepfiznivé uCinky patii mozné
vybudovani zavislosti. Jako piiklad se d4 uvést vicodin (hydrokodon s paracetamolem)
(Obréazek 5). Vicodin je pouzivan nejvice v USA, to taky vysvétluje 99 % vyuZitelnost
celkové svétové zasoby hydrokodonu spojenymi staty. Vicodin je pro jeho lehkou dostupnost
nejzneuzivangj$im lékem v USA [5][18].

Antipyretika spolecné s nesteroidnimi protizanétlivymi latkami patii do skupiny
nenarkotickych analgetik. Vyuzivaji se k potlaceni mirné&;jsi bolesti, horecky a riznych zanéta.
Podstatou G¢inku je inhibice enzymu cyklooxygenasy (COX) [5].

0

N—_

Obrdzek 5: Struktura Hydrocodonu [6].

2.3.3 Antibiotika

Antibiotika fadime mezi latky vyuZzivané k profylaxi a terapii infekénich onemocnéni
vyvolanych bakteriemi. Valnd vétSina je v dneSni dob& vyrabéna synteticky, ale fada
antibiotik je produktem plisni. Prvni zminky o antibiotickém efektu jsou datovany 2 500 let
pred nasim letopoétem v Cing, kde se vyuZivaly obvazy z plesnivého séjového mléka. Za
objevitele antibiotik je povazovan skotsky lékat Alexandr Fleming, ktery béhem svého
vyzkumu kultivoval bakterie na agarovych plotnach, z nichZz jedna byla napadena plisni
Penicillium notatum, ktera dokazala potlacit rast bakterii a popsal latku vylu¢ovanou plisni
jako inhibujici bakterie. V roce 1929 popsal sviij objev a sloufeninu nazval penicilin
(Obrazek 6). Antibiotika lze rozdélit dle jejich G€inku na specificka, kterd maji specificky
ucinek vici jednomu typu bakterii, a Sirokospektra, ktera napadaji vesSkeré bakterie [7].
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Obrdzek 6: Struktura Penicilinu [8].

2.3.3.1 Sulfonamidy

Sulfonamidy vedle chinolani patfi mezi antibakteridlni chemoterapeutika. Zavedeni
sulfonamidt do terapeutické praxe se datuje do druhé poloviny 30. let 20. stoleti. Od 40. let
20. stoleni se celosvétove vyrabi vice nez 150 sulfonamidl a jejich derivati. Sulfonamidy se
fadi mezi antibiotika Sirokospektra a zacala se jako 1€k vyuzivat pii klinické 1écbé lidi.
Postupné byla aplikovana do chovu zvifat a dnes se pouziva pfevazné jako veterinarni lécivo.
Podstata ucinku spocivd v jeho strukturni podobnosti s kyselinou p-aminobenzoovou
(PABA), ktera je organismem vyuzivdna k tvorbé kyseliny listové potfebné pro syntézu DNA.
Sulfonamid soutézi s PABA a tvoii nefunk¢ni analogy kyseliny listové, ¢imz je organismus
omezen syntetizovat kyselinu listovou a je zavisly na exogennich zdrojich [7][9].

2.3.3.2 Sulfapyridin

Sulfapyridin (SPY) je jedno z nejrozsitenéjSich sulfonamidovych antibiotik, které se v dnesni
dobé pouziva jako veterinarni 1é¢ivo pro profylaktické nebo terapeutické ucely. Sulfapyridin
(Obréazek 7) je mozno detekovat v piivodnich zivociSnych potravinach, jako je mléko, maso a
med. Potraviny obsahujici zbytky pravé této latky mohou zplisobit poskozeni lidského
systému. SPY je latka, jejiZ rozpustnost je zavisla na jejim pH, a proto existuje riziko
krystalizace v mocovém méchyii nebo mocové trubici. I to je jeden z divodi proc se
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Obrdzek 7: Sulfapyridin [11].
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2.4 Interakce lé¢iv s pidou

Léciva a nelegdlni drogy jsou nové se objevujicimi kontaminanty, protoze jejich osud a
ucinky v zZivotnim prostfedi neni Gplné¢ pochopen. Vétsina téchto kontaminantt se dostava do
prirody prostym vylucovanim pifes mocC a stolici, které se néasledné dostavaji do odpadnich
vod, kde jsou neuplné odstranény v jejich Cistirndch odpadnich vod, a tak se 1écCiva a drogy
dostavaji jak do vycisténych odpadnich vod, tak do kalu a tim dale do pudy, fek a potravy.
Mezi takové l1éky patfi jiz zminované sulfonamidy, ktery se do piirody dostava kvili omezené
vyuzitelnosti organismu. Nésledné tak léky mohou predstavovat jisté nebezpecni pfi
konzumaci potravin, jak zivociSného, tak rostlinného pivodu. Pochopeni chovéni 1é¢iv v
upravenych pidach je zésadni pro vyvoj piesného hodnoceni rizik pro zivotni prostiedi
[9][12]. Problematika interakce 1€Civ s ptidou je podrobnéji popsana v resersi.
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2.5 Difaze

Diftize je povazovana za zpusob pfenosu hmoty, kde se Céstice (atomy, ionty, molekuly)
pohybuji k mistlim s niz§im zastoupenim (koncentraci). Jeji podstatou je tepelny pohyb castic
hmoty, proto je diftize zavisla na teplot¢ a dochéazi k ni v kazdém skupenstvi. Pfi difuzi se
zpravidla zmenSuji koncentracni rozdily latek obsazenych v roztoku. Jedna-li se o zvétSujici
se rozdily v koncentracich mluvime potom o obricené diftizi. Nejrychlejsi difuzni prostredi je
plynné, tudiz smés plyn-plyn. Je tomu tak, protoze jeho Castice maji nejvétsi kinetickou
energii a jsou dostate¢n¢ vzdalené. V kapalném prostfedi potom difuze probiha pomaleji a
fadime mezi ni difizi kapalina-pevnd latka (Obrazek 8) nebo kapalina-kapalina. Uvnitf
pevnych materidll je, ale je podminéna druhem materidlu a pfitomnosti pord. U diftize
v krystalickych materidlech mluvime o difdzi individudlni, kdy se pohybuje jedna castice
nezavisle na ostatnich [13].

— ®

Obrdzek 8: Difiize v kapalném prostiedi [14].
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3. SOUCASTNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Mnoho antibiotik, v¢etné¢ sulfonamidii, je Casto detekovano v ptidé a podzemnich vodach.
Fekdlie z dobytka a lidi je nejvétsim zdrojem zneciSténi antibiotik dostdvajiciho se do
ekosystému. Skrze stale vétSim potfebam pouzivani antibiotik jak u lidi a zvifat se zavedla
veli¢ina Pharmaceutically Active Compounds (PhAC). Tato tfida zahrnuje latky Siroce
vyuzivané v mediciné a patii mezi né praveé 1éky, antibiotika a hormony. Odhaduje se, ze
piiblizn¢ 60-80% PhAC, coz piedstavuje asi 100 000 tun roc¢né, neni absorbovano
organismem a je uvoliovano do zivotniho prostfedi. Vstup PhAC do ekosystému je
vod. Pravé Cistirny odpadnich vod jsou v méstskych oblastech povazovany za hlavniho
ptispivatele ke znecisténi zivotniho prostredi [15][16].

Ve clanku [15] si kladli za cil prozkoumat sorpéni reakci dvou sulfonamidi,
sulfometoxazolu (SMZ) a sulfapyridinu (SPY). Vyzkum byl provddén ve dvou sorbentech
bohatych na organické latky. Komercni raSelinové ptidé s obsahem uhliku 38, 41 hm.% a
v kompostovém hnoji s obsahem uhliku 24, 33 hm.%. Ve vyzkumu prokazali, ze adsorpce
SMZ a SPY na dvou organicky bohatych sorbentech za rtiznych testovacich podminek byla
siln¢ ovlivnéna jejich chemickou strukturou, hodnotou pH roztoku a slozenim organického
uhliku v pidach. Prokazalo se, ze zvySeny obsah uhliku v pidé vyrazné zvysSuje adsorpci
sulfonamidt v pidach. Vyluhovaci test rozpusténého organického uhliku dospél k zavéru, ze
malé organické molekuly maji vyssi afinitu k adsorbci sulfonamidt, kdyz je adsorpcnim
mechanismem hydrofobni pfepazka. V ptipadé SPY byla za adsorpci pii vysokych hodnotach
pH zodpovédnd hlavné pyridinova skupina. Pfi vysokych rozsazich se sorpce SPY
odchylovala od linearniho rozdélovani. Tato studie prokazala, Zze chemickd struktura a
vlastnosti antibiotik a chemicka povaha organickych latek vyrazné ovlivni osud a transport
sulfonamidl v zivotnim prostfedi. Celkové tato studie naznacuje, Ze chemicka struktura a
vlastnosti sulfonamidovych antibiotik a typ organické hmoty v ptidach vyrazné ovlivni osud a
transport téchto kontaminantl do zivotniho prostiedi [15].

Ve ¢lanku [16] Tibor Filep a jeho tym zkoumali sorpci 9 1é€iv v zavislosti na jejich fyzikalné-
chemickych vlastnosti. Jejich sorpce byla popsdna pomoci Freundlichovych a Langmuirovych
modell a vztah mezi chemickymi strukturami sloucenin a parametry adsorpce byl hodnocen
pomoci redundantni analyzy (RDA). Sorpce byla zkoumdna u deviti PhAC karbamazepin
(CBZ), diklofenak sodny (DIC), 17a-ethynylestradiol (EE2), estron (E1), estradiol (E2),
lamotrigin (LAM), lidokain hydrochlorid (LID), oxazepam (OXA) a tramadol hydrochlorid
(TRA), které byly vybrany na zékladé¢ rozdélovaciho koeficientu n-oktanol-voda, rozpustnosti
ve vod¢ a disociacni konstanty. Pro experiment byly vybrany tfi typy pad [16].

Tato studie poskytla tdaje o dulezitosti vlivu chemické struktury na sorp¢ni procesy.
Zdtraznila prioritu environmentalnich faktor pro imobilizaci 1é¢iv v ptidach a sedimentech.
Kromé toho urcila, Ze sorpce 1é¢iv je pfedev§im zavisla na faktorech prostiedi jako je pH,
obsah organické hmoty v pid¢ a kvalita pidy (coZ se shoduje s vysledky ve ¢lanku [15]).
Prokazali, Ze jakakoliv, klidn¢ 1 mald zména pH, miiZze zplisobit zménu hydrofobicity, coz
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prokazali v nékterych z 1é¢iv (LAM, LID, OXA, TRA). U pad s vysokym obsahem organické
hmoty nejlépe adsorbovaly hydrofobni molekuly 1é¢iv (E1, E2, EE2). Tim prokézali, ze kazdy
faktor prosttedi, ktery fidi chemické vlastnosti slouc¢enin, piisobi moznou zménou molekularni
struktury latek. Studie také prokazala, ze u 1éCiv, jejichz struktura je nezavisla na faktoru pH,
jsou adsorpéni mechanismy identické pro pidy i1 goethit. U takovych liatek (CBZ, OXA) je
sorpce urcena pouze poctem adsorpcnich mist. Studie by mohla byt uzite¢na pro pochopeni
osudu 1é¢iv v pade a pro aplikaci v modelech transportu a hodnocent rizik [16].
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

e Sulfapyridine-Sigma-Aldrich

e Agarosa-type I, low EEO-Sigma-Aldrich
e Huminové kyseliny 1S102H [17]

e HCI-Sigma-Aldrich

e Hydroxid sodny-Sigma-Aldrich

e Destilovand voda

e Jukosan M14

4.2 Pouzité pristroje a laboratorni nacini
e pH metr
e Hitachi U-2900 UV-Vis Double Beam
e Varian Cary 50 Conc UV-VIS Photometer
e Analytické vdhy SCALTECH
e Difuzni cely Perme gear 50/60 ml
e Sklenéné a plastové kyvety

e Magnetickd michacka

4.3 Piiprava zasobnich roztoku

Piiprava zasobniho roztoku sulfapyridinu

Bylo navazeno 0,0125 g sulfapyridinu, ktery byl rozpustén v 500 ml odmérné baiice
s destilovanou vodou za vzniku 0,1 mM roztoku SPY. Proces byl po dobu celého méieni
nekolikrat opakovan s maximalni odchylkou navéazeni 0,0001 gramu.

Priprava zasobniho roztoku huminové latky

Bylo navéZeno 0,1 g huminovych létek, které byly rozpustény v hydroxidu sodném a doplnén
destilovanou vodou na celkovy objem asi 40 ml. Takto rozpuSténé huminovych latek byly
nadale pomoci zfedéné kyseliny chlorovodikové ziedény na pH 7. Roztok byl ptelit do 50 ml
odmérné banky a doplnén po rysku.
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4.4 Postup méreni

Piiprava agarosového gelu

Byl piipraven 1hm.% agarosovy gel navazenim 0,1 g agardsy, kterd byla rozpusténa v
10 ml destilované vody. Roztok byl zahtat na teplotu 80 °C. Pfi zahfivani roztoku byl
pripraven plastovy prstenec, na ktery bylo zespodu pomoci drzakt na zkumavky ptipevnéno
kryci skli¢ko. Po zahtéti byl roztok ptelity na onen plastovy prstenec, pfikryty dal$im krycim
sklickem a upevnén pomoci drzdku na zkumavky (Obrédzek 9). Takhle pfipraveny prstenec byl
nasledné ponechdm po dobu 45 minut za laboratorni teploty na stole. Po uplynutém ¢ase byla
agardsa zcela zatuhla a byla provedena kontrola, zdali nedoSlo k vytvotfeni bublinek na
okrajich gelu. S takto pfipravenym gelem se dale postupovalo pfii pfipravé diftznich cel
(Obrézek 10).

Obrdzek 10: Pripraveny agarosovy gel v prstenci.
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Priprava agarosového gelu s huminami

Obdobné jako pii pfipravé agarosového gelu bylo navdzeno 0,1 g agardésy, kterd byla
rozpusténa podobné¢ jako v piipravé cistého gelu. S rozdilem Zze roztok, v kterém byla
rozpusténa obsahoval 9 ml destilované vody a 1 ml zadsobniho roztoku humin. Dal$i postup
byl stejny jako pfi ptipraveé samotného agarosového gelu.

Priprava difznich cel

Pro méfeni byly vyuzity pary difiznich cel Permegear o objemu 50 ml. Na sty¢né plochy
obou cel bylo rozmazéno pojivo lukosan a mezi cely byl vloZen pfipraveny agarosovy
prstenec a takhle ptipraveny par difiznich cel byl vlozen a seSroubovan pomoci drzadka pro
difizni cely. Do kazdé z cel bylo zaroven nalito (aby prstenec tlakem kapaliny nepropadl)
z 50 ml odmérnych banék roztoky. Do donorové cely 0,1mM roztok SPY a do akceptorové
cely destilovand voda. Cely v drzaku byly pfemistény na magnetickou michacku, ktera byla
nastavena na 250 ot/min a do kazdé z cel bylo vlozeno magnetické pro udrzeni konstantni
koncentrace v celé cele. Nakonec byly cely zazdtkovany a byla méfena absorbance v Case
v obou ¢astech, kterd byla piepoctena na koncentraci pomoci kalibrace (Obrazek 11).

Obrdzek 11: Difiizni cely s roztoky léciva a vody pripraveny k méreni.
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Nastaveni a méieni UV/VIS spektrofotometrii

Oba pristroje, jak Hitachi, tak Varian byly nastaveny stejné¢ na rozsah vlnovych délek
900-200 nm. Hitachi je dvoupaprskovy spektrofotometr, proto se méfilo vzdy oproti
destilované vod¢. V pribéhu méteni doslo k prasknuti wolframové lampy u piistroje Hitachi,
proto se dométovalo na pfistroji Varian. Pfistroj je jednopaprskovy, proto se vzdy pred
zahdjenim naSeho méfeni musela udélat baseline oproti destilované vodé. U samotného
méieni byl vzdy zaznamenan piesny ¢as odebirani vzorkd.
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5. VYSLEDKY A DISKUSE

5.1 Popis absorp¢niho spektra SPY

Sulfapyridin ma dvé absorbéni maxima v Az;2 a Ay6. Pro nase ucely jsme vybrali pik
s absorbénim maximem pii 312 nm. Absorbance byla méfena v celém spektru 900-200 nm
V prvni ¢asti absorbance donorové cely postupné klesala, zatimco absorbance akceptorové
cely zlstala neménnd (popsédno nize). Na grafu (Obrazek 12) je zndzornéno pocatecni
spektrum donorové cely, tudiz roztoku se SPY. Pro detailn€j$i znazornéni je piiblizené
absorb¢ni spektrum zobrazeno v (Obrazek 13).
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Obrdzek 12: Celé absorbcni spektrum donorové cely v cas t.
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Obrdzek 13: Detailnéjsi absorbcni spektrum donorové cely v Case t.

5.2 Pribéh experimentu v ¢ase

Celé méreni kazdé cely probihalo v priiméru okolo deviti dni, kdy zhruba po péti dnech se
koncentrace v roztocich ménily jiz velmi malo. Dulezity ¢as tzv. lag time pro nase vypocCty
byl ¢as priichodu SPY hydrogelem. Tento ¢as byl zcela odliSny pro hydrogel tvotfeny pouze
agarosou a hydrogel s ptidavkem huminovych latek. Pro samotny hydrogel tomu bylo okolo
dvou hodin, zatim co u gelu obsahujici huminovou sloZzku tomu bylo aZ pét a pil hodiny. Pti
dalSich, ne tak ¢astych métenich uz se pozoroval prunik pfimo do donorové cely obsahujici
destilovanou vodu. Nésledujici grafy (Obrazek 14,15,16,17) nam zndzornuji piiklad priniku
SPY v diftizni cele. U graft s ¢ervenou ¢arou (Obrdzek 14,16) byl pozorovan cely pokles
koncentrace v cele obsahujici roztok SPY v zavislosti na case. U grafli s modrou ¢arou
(obrazek 15,17) byl pozorovan prinik léCiva pies hydrogel a nasledny narust koncentrace
v roztoku pivodné obsahujiciho pouze destilovanou vodu v zavislosti na Case.
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Obrdzek 14: Pokles koncentrace SPY v cele s cistym hydrogelem v zavislosti na case.
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Obrdzek 15: Nariist koncentrace SPY v cele s cistym hydrogelem v zavislosti na case.
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Obrdzek 16: Pokles koncentrace SPY v cele s hydrogelem s huminou ldtkou.
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Obrazek 17: Nariist koncentrace SPY v cele s hydrogelem s huminou latkou.
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Samotny rozdil priichodu 1é¢iva je mozné pozorovat az pfi bliz§im pftiblizeni, protoze
priachod SPY pfes hydrogel trva v fadech stovek minut nikoli tisicii, proto jsou nasledujici
grafy (Obrazek 18,19,20,21) znazornény pouze na case do 500 minut u meéfeni s Cistym
hydrogelem a do 2 000 minut u méfeni obsahujici hydrogel s huminami. Na téchto grafech si
muzeme povSimnout uz znacného rozdilu hlavné co se ty¢e u grafi (Obrizek 19,21)
(znazornujici prichod SPY do druhé cely), kde vidime, ze prinik SPY u grafu s Cistym
hydrogelem (Obrazek 19) nastava jiz po 100 minutach, zatim co u grafu s hydrogelem
obsahujicim huminy (Obrazek 21) nastava az po 300 minutach. U grafi (Obrazek 18, 20)
zaznamendvajici pokles koncentrace vidime u obou podobny pokles koncentrace v zdvislosti
na Case.
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Obrdzek 18: Priblizeni poklesu koncentrace SPY v cele s cistym hydrogelem.
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Obrdzek 19: Pozorovani pruniku SPY Cistym hydrogelem.
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Obrdzek 20: Priblizeni poklesu koncentrace SPY v cele s hydrgolem obsahujicim humino ldtku.
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Obrdzek 21: Pozorovani pruniku SPY hydrogelem obsahujicim huminou latku.

5.3 Vypocet difizniho koeficientu

V nasi praci byly vypocteny dva, respektive tfi diftizni koeficient. Prvni difuzni koeficient D,
nam popisuje diftizi v prvni ¢asti procesu. Jednd se o neustaleny d¢j, kdy 1éCivo prostupuje
¢istym hydrogelem, kde by nemélo dochéazet k interakcim s agardsou, ktera by méla byt
inertni. Pokud je ale v hydrogelu pfitomna aktivni slozka, prostupujici 1€Civo interaguje se
stale novymi neobsazenymi vazebnymi misty a dochéazi k jeho Castetné imobilizaci. Druhy,
respektive druhy a tfeti difuzni koeficient Dg; a Dg> ndm popisuji pribéh diftize v druhé ¢asti
procesu, kdy 1é¢ivo difunduje gelem, ktery jiz obsahuje 1é¢ivo a dostava se do donorové cely.

Pro vypocet prvniho diftizniho koeficientu Dy byla pouzita rovnice ve tvaru,
L? (1)
t, = D,
kde 1, je Cas za ktery 1éCivo projde pres hydrogel a L je tloustka gelu. Tahle rovnice vychazi
z ptedpokladli, Ze pokud rozpusténd latka nemuze proniknout do pevné faze a difunduje
pouze do pori hydrogelu vyplnénych roztokem, pak casovd prodleva nezdvisi na plose
prafezu pord, ale pouze na tvaru a skute¢né délce difuzni drahy [19] [20] [21].

Dilezité pro nas je zjistit tedy ¢as #; a tlouitku gelu. Tloustka gelu byla 0,5 cm. Cas t; tzv.
lag time jsme schopni odecist z naSich naméfenych dat (Obrdzek 19,21). Lag time pro cely
s ¢istym hydrogelem byl urcen jako 7, = (8011 = 234) s. Pro cely s hydrogelem obsahujici
huminové kyseliny byl lag time stanoven jako #;, = (23384 +760) s. Za vyuziti rovnice (1)
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byly vypocitany difuzni koeficienty a jejich hodnota byla stanovena pro Cisty hydrogel jako
Dy = (5,2 1010 + 1,52- 10'“) m%/s a pro hydrogel obsahujici huminovou kyselinu jako
D; =(1,78- 101 + 1,52 10'“) m?/s. Na zakladg vysledkii miizeme konstatovat, Ze u vzorku
s vysSim difiznim koeficientem dochdzi k rychlejSimu postupu SPY pres hydrogel, zatimco u
mensiho difuzniho koeficientu prostupovalo 1é¢ivo pomaleji. To potvrzuje myslenku, Ze
huminové kyseliny jsou schopny interagovat a ¢aste¢né¢ mobilizovat 1é¢ivo SPY.

Pro stanoveni druhého difizniho koeficientu, charakterizujici druhou ¢ast procesu, kdy je
hydrogel zcela nasycen 1é¢ivem, byly pouzity dva zpiisoby vypoctu. Prvni podle vztahu,
cp— C
— BDyit =In (cp A)t] )

(cp — cado

kde Dg; je difuzni koeficient charakterizujici druhou ¢ast experimentu, (cp — ca)o a (cp — ca)s
predstavuji rozdil mezi molarnimi koncentracemi difundujici latky v donoru a akceptoru v
case 0 a t. Koeficient f je konstanta cely [19] [21][22]. Po dosazeni nami znamych veli¢in do
rovnice (2) byl stanoven difizni koeficient pro cely s Cistym hydrogelem jako
Dy = (4,62-10" +£2,71-10") m%s a pro cely s hydrogelem obsahujici huminovou kyselinu
jako Dg; = (4,84-10"° +4,14-10™"") m%/s. Vysledky jsou v rdmci chyby stejné, a to ukazuje na
to, ze difuzivita v gelech nasycenych lé¢ivem nezavisi na ptitomnosti aktivni slozky, protoze
interakce mezi huminovymi kyselinami a 1é¢ivem jiz dosdhly rovnovéahy.

Pro vypocet tfetiho difuzniho koeficientu, znazornujiciho rovnéz druhou ¢ast procesu byl
vyuzit vztah popséan rovnici,

A
] = DEZTC 3)

ktera je vlastné preformulovany 1. Ficklv zékon: J = -D dc/dx, kde dc je nahrazeno 4c a dx je
nahrazeno tloustkou gelu L [19] [23]. Je to vlastn¢€ jiny zplsob vypocitani druhé casti
experimentu. Po dosazeni veli¢in do rovnice (3) vySel difuzni koeficient pro cely s Cistym
hydrogelem jako Dg;= (4,93-10"° £3,82-10"" )y m%s a pro diftizni cely s hydrogelem
obsahujicim huminovou kyseliny jako Dg, = (4,91-10'10 + 6,27-10‘12) m?/s. P¥i srovnani
vysledkii si miZzeme vSimnout, ze hodnoty jsou téméf stejné a ze v ramci chyby jsou
srovnatelné i s vypocty podle rovnice (2), pro svoji jednoduchost a moznost charakterizace
difdze v ustdleném i neustdleném stavu.
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6. ZAVER

V této bakalaiské praci bylo za ukol ovéfit interakci huminovych kyselin s lécivem
sulfapyridinem pomoci metody diftznich cel. Tato metoda byla vybrdna, protoze jesté
doposud nebyla pouzita pro studium interakce 1é¢iv s huminovymi kyselinami. Jednalo se o
casoveé narocny experiment, ktery Ize aplikovat na celou fadu nejen 1é¢iv, ale jakykoliv latek
kontaminujici padu.

Hlavnim tkolem bylo zjistit, zda huminové kyseliny dokaZzi pomoci vazebnych interakci
imobilizovat 1é¢ivo pfi transportu skrz hydrogel. Experiment se opakoval celkem 8x, kdyz 4x
byl pouzit agarosovy gel bez pfidavku huminovych kyselin a 4x byl pouzit agarosovy gel
obsahujici huminovou slozku. Hlavnim problémem experimentu byla Casova vytizenost
v pribéhu samotného métfeni. Byt samotny experiment probihal pouze asi 9 dni, frekvence
meéfeni absorbanci nutila k ¢astym navstévam laboratote. I pies toto casté méfeni dochazelo
k vytvéafeni mrtvych usekl, ptfes vikend a ptes noc. Pro optimalizaci vysledkl by bylo nutno
poridit automaticky meéftici systém, ktery by zaznamendval zmény absorbance ve vinovych
délkach 200-400 nm ptiblizné kazdych 30 minut. To by vedlo k pfesn¢jSim hodnotdm a
vysledktim diftiznich koeficientd.

V prvni fazi vypoctu difuzniho koeficient byl zkouman ¢as prichodu, ten nam ukazuje, jak
dlouho 1é¢ivo prochdzelo skrz agarosovy gel. Po vypoctu difuznich koeficient bylo zjisténo,
ze difuzni koeficient je u cistého hydrogelu skoro 3x vét§i, coz potvrzuje interakci
sulfapyridinu s huminovou kyselinou.

V druhé fazi experimentu byl zkoumdn prostup lé¢iva do donorové cely. Tento diftizni
koeficient byl pocitan dvéma zplsoby podle rovnic (2) a (3). Pro ¢ast méfeni pouze
s agarosovym gelem 1 pro méfeni s gelem obsahujicim huminovou kyselinu byly diftizni
koeficienty v ramci chyby méfeni stejné. To ndm potvrdilo, Ze v druhé ¢asti experimentu jsou
zfejmé interakce 1é¢iva s huminovymi kyselinami jiz v rovnovéze, coZ jiZ nema vyznamny
vliv na probihajici difuzi.
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