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ABSTRAKT

rrrrr

dobé povazovany za kontaminanty zivotniho prostiedi. V této praci byly sledovany sorpcni
a desorpéni mechanismy diklofenaku na ptdy s rozdilnym obsahem organické hmoty. Dale
bylo posouzeno pH prosttedi a jeho vliv na adsorpci DK prostfednictvim
Brittonova — Robinsonova pufru. V neposledni fadé byla sledovana samovolna degradace DK
ve vodé s ptistupem slune¢niho zateni; a v zavislosti na podobnych studiich byl popsan produkt
fotodegradace. V ramci celého experimentu byly prubézné sledovany hodnoty pH a vodivosti.

Bylo zjisténo, ze velky vliv na sorpci a desorpci 1€¢iv ma obsah plidni organické hmoty.
Puda s vy$sim obsahem organické hmoty zaznamenala vyssi adsorpci DK, a to ve vSech
sledovanych koncentracich. Rtizné hodnoty pH mély také vliv na sorpci i desorpci DK.
Z vysledkl vyplyva, ze neutralni a zasadité prostiedi podporuje adsorpci DK ve vétsi mife, nez
je tomu v kyselém prostiedi. Vysledky byly ziskany pomoci UV-VIS spektrofotometrie.

Fotodegradace DK ve vodé byla po 4 mésicich tspésna. Degrada¢ni produkt byl analyzovan
pomoci UV-VIS spektrofotometrie a FTIR spektrometrie. Produktem degradace byl
pravdépodobné derivat karbazolu.

ABSTRACT

In these days, most non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), including diclofenac
(DK), are considered as environmental contaminants. In this thesis, the sorption and desorption
mechanisms of diclofenac in soils with different organic matter content were studied. The pH
of the medium and its effect on DK adsorption by Britton — Robinson buffer were also studied.
Last but not least, the spontaneous degradation of DK in water under sunshine was observed;
depending on similar studies, the photodegradation product has been described. The value
of pH and conductivity of all the samples were monitored continuously throughout
the experiment.

It has been found that the content of soil organic matter has a colossal influence on the drug
sorption and desorption. Studied soil with a higher content of organic matter recorded higher
adsorption of DK in all monitored koncentration of DK. Different pH values also affected
the sorption and desorption of DK. By results, a neutral and alkaline environment supports
the adsorption of DK more than an acidic environment. The samples were analyzed by UV-VIS
spectrophotometry.

Photodegradation of DK in water was successful after 4 months. The degradation product
was analyzed by UV-VIS spectrophotometry and FTIR spectrometry. The product
of fotodegradation could probably be carbazole derivative.
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Diklofenak, mobilita, sorpce, desorpce, degradace
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1 UVOD

Nesteroidni protizdnétliva 1é¢iva jsou nejpouzivangjsi léCiva uzivand bézné k 1écbé akutni
bolesti a snizeni horeCky. Existuje spousta cest, jak se tato 1éCiva dostavaji do Zivotniho
prostiedi. Mezi hlavni zdroje znecisténi patii primyslové a nemocni¢ni odpady, a Cistirny
odpadnich vod. Vétsinu 1é¢iv nedokéze Cistirna odpadnich vod odstranit, a i proto se dostavaji
¢im dal ve vétsi mife do Zivotniho prostiedi.

Mnoho 1é¢iv, stejné jako diklofenak (DK), je schopno se akumulovat ve vodnim nebo
pudnim prostiedi. Jejich vlastnosti, interakce, mobilita, schopnost degradace a spousta dalSich
faktorti pevné matrice preduréuji jejich osud v zivotnim prostiedi. Léciva, jako DK, se mohou
dostat do pudy, kde podléhaji mikrobidlni degradaci nebo adsorpci rostlinami. Rostliny pak
mohou 1ék pienést do potravinového fetézce az na ¢loveéka, coz predstavuje velkou hrozbu
hlavné do budoucna. Pfed vstupem do piidy se mize DK transformovat uz ve vodném prostiedi,
napt. fotodegradaci pomoci slune¢niho zateni.

Tato prace zahrnuje studium sorpcnich a desorpénich vlastnosti DK jako zastupce
nesteroidnich protizanétlivych 1é¢iv. Tyto vlastnosti byly sledovany s ohledem na nékteré
faktory, na kterych v Zivotnim prostiedi zalezi. Jedna se o typ pudy a vliv pH. Proto byly
experimenty provadény na dvou ptidach s odlisSnym obsahem organické hmoty. Dale byl pouzit
Brittoniv — Robinsontv pufr pro vytvofeni odlisnych pH (5, 7, 10) pro studium adsorpce
a desorpce DK v obou ptudach. Nakonec byla sledovana fotodegradace 1é¢iva ve vodé po dobu
Ctyt mésicu.

Je dilezité neustdle monitorovat 1é¢iva v Zivotnim prostiedi. Nékterd 1é¢iva mohou byt
toxickd pro fadu vodnich Zivoc€ichi, rostlin 1 mikroorganismi. K zamezeni Sifeni téchto
kontaminanttl je potfeba zavést efektivni metody ¢isténi odpadnich vod nebo ptimou degradaci
slou¢enin bez sekundarniho znecisténi.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Imobilita diklofenaku

Diklofenak (DK) je Siroce vyuzivané 1éCivo patfici do skupiny 1éCiv nesteroidnich
protizanétlivych (NSAID), kam se tadi i dalsi 1éCiva jako aspirin, ibuprofen nebo naproxen.
Obecné NSAID zmirniuji bolest a horecku, a maji protizanétlivé Gcinky. Jedna se o celosvétove
nejpouzivanéjsi 1éCiva [1], a i proto vzbuzuji jako kontaminanty zivotniho prostiedi stale vice
obav. Ke stéle se zvysujici koncentraci 1é&iv v Zivotnim prostiedi (ZP) p¥ispiva nékolik faktori,
jako je obecné zvySovani spotieby 1€Civ, vypousténi neupravené i upravené odpadni vody
do ZP a nedostateéna u¢innost &istiren odpadnich vod (COV). Miize k tomu pfispivat i zpétna
transformace metaboliti do pivodniho Ié¢iva. DK, stejné¢ jako ostatni NSAID, pretrvava
ve vodnim prostiedi, odkud se dale dostdva do pidniho systému. Detekovana ptitomnost DK
Vv povrchovych vodach miize vést k méfitelnym hladindm v pitné vod¢é 1 za oSetienych
podminek. Nedavné studie také zjistily, ze se DK hromadi v ovoci a zelening, coz by mohlo
piimo ovliviiovat lidské zdravi [2].

Mobilita 1éCiv v plidnim systému zavisi predev§im adsorpci 1€€iv na pidu a na mife
vyluhovani 1é¢iva do ptidniho roztoku. Potencidlni vyluhovani zavisi na rovnovaze existujici
na rozhrani ptida-roztok. Potom zélezi na sile vazby léCiva k ptid¢ a na okolnich podminkach.
Mobilita se da chépat jako mira a pravidelnost vyluhovani dané¢ho 1é¢iva, ale zalezi na mnoha
dalsich faktorech jako je pH, obsah organické hmoty, vlhkost a textura ptidy. Naopak imobilita
je mira pietrvani léciva napiiklad v pad€. S mobilitou také silné souvisi piitomnost
mikroorganismu v pudé, které ovliviiuji biotransformaci 1é¢iv a jejich retenci v padé [3].

Rostliny, mimo jiné, funguji jako vynikajici indikétory globélniho znecisténi, protoze jsou
pfitomny téméet ve vSech oblastech planety a hromadi chemické slouceniny piitomné
vV atmosféie, ve vod¢, a hlavné v pude. Jednim z vyzkumu [4], ktery se piimo zaméfoval
na detekci 1é¢iv a produktl osobni péce Vv riiznych typech rostlin, ukazal pomérné variabilni
koncentrace 1é¢iv v rozmezi od nulové detekce aZ po 487 ug/kg 1. Stejné jako dali 1é¢iva, DK

Piedpovédét a popsat chovani kontaminantu v rostlinach je velmi slozité. Existuje asi 20 000
druht rostlin, které jsou lidmi vyuzivany a 30 000 organickych kontaminantd dostupnych
Vv Evropé. PoCet moznych kombinaci rostlinnych druht, kontaminanti a podminek prostiedi
je tedy témét nekonecny. V soucasné dobé€ jiz existuji obecné modely, podle kterych lze
kontaminanty zaradit a urcit jejich toxicitu [6]. Kontaminanty se z prostfedi do zeleniny a ovoce
mohou dostat riznymi cestami — absorpci vodou z pudnich porta pomoci kofent, difazi z pudy
nebo vzduchu, a pfichycenim ptidnich ¢astic nasledované diftizi do rostlinné tkang. Perzistentni,
polarni a neté¢kavé kontaminanty, kam muzeme zafadit DK, maji nejvyssi potencial
pro akumulaci z pudy [4, 6].


https://cs.wikipedia.org/wiki/Aspirin
https://cs.wikipedia.org/wiki/Ibuprofen
https://cs.wikipedia.org/wiki/Naproxen

2.1.1 Sorpéni vlastnosti diklofenaku v pidnim systému

Sorpce je jedna ze zakladnich mechanismii odstranéni kontaminanti v COV. Neéktera 1é¢iva,
jako také DK, nejsou dokonale odstranéna v COV, a i proto se dostavaji do ZP, kde se mohou
hromadit. Dilezity je vybér vhodného adsorbentu v COV pro konkrétni 1é¢ivo nebo skupinu
1é¢iv. Pti vybéru sorbentu zalezi na mnoha faktorech, jako jsou hydrofilita nebo hydrofobicita
1é¢iva, naboj a chemicka struktura 1é¢iva, a také pH prostiedi [3].

Sorpéni vlastnosti 1é¢iv hraji diileZitou roli i po vstupu do ZP, kde se mohou uchytit na padu.
Hlavnimi faktory pro adsorpci jsou hydrofobni interakce, vodikové vazby a elektrostatické
interakce; tudiz je klicové ziskat informace o chemické struktuie 1éCiv a jejich sorpénim
mechanismu. Stale jsou ale tyto mechanismy z velké ¢asti neznamé. Tyto znalosti by pomohly
predpovédét osud a mobilitu 1é¢iv v ZP a mohly by vést k lepsimu pochopeni a vylepseni
procest &isténi probihajicich v COV [3, 7].

Sorpce hydrofobnich neiontovych molekul je ovlivnéna hlavné hydrofobnimi interakcemi,
véetné slabych van der Waalsovych sil. Pro hydrofobni molekuly je dilezitym interakénim
mechanismem vodikova vazba s hydroxylovymi skupinami na povrchu. Pro hydrofilni iontové
slouCeniny jsou dilezité silné elektrostatické interakce s nabitymi povrchy, jako naptiklad
vymeéna kationtl a tvorba komplexi [7].

K vyhodnoceni adsorpce 1é€iv 1ze vyuzit Freundlichliv a LangmuirGv model. Freundlichtv
model poskytuje dobry popis sorpéni rovnovahy na heterogennich povrsich, jako jsou pidy.
Pro popis adsorpce 1éCiv je vSak vhodnéjsi Langmuirova izoterma. Ta je pouzivana
pro monovrstvy a homogenni adsorpce. Langmuiriiv model je vyuzivany diky relativné nizkym
realnym koncentracim 1é¢iv v ZP ve srovnani s mnozstvim adsorpénich mist na ptidach [3][7].

Langmuirova izoterma vyjadiuje maximalni monomolekularni pokryti povrchu adsorbentu
(pudy). Maximalni adsorp¢ni kapacita uréuje pocet mist na adsorbentu, kam je dana organicka
sloucenina schopna se vazat. Bylo zjiSténo, Zze mnoZstvi plidni organické hmoty a huminovych
kyselin [8] je rozhodujicim faktorem pro adsorp¢ni kapacitu. VEtsi obsah organické hmoty
znamena vyssi pocet adsorpCnich mist [6]. Mira sorpce 1éCiva se 1isi v zavislosti na slozeni
pudy, typu pudy a na schopnosti tvorby komplext s 1é¢ivy. VSechny tyto parametry méni
mobilitu kontaminant pidnim profilem [8, 9, 10, 11].

Typ pudy spolu s obsahem jilu souvisi s imobilitou slou¢enin v ptidé. Cim vyssi je obsah
jilu, tim vice jsou slouceniny v pudé zadrzovany. Byly provedeny sloupcové experimenty s péti
odlisnymi typy pidy v méstské casti v Brazilii. Kontaminanty obecné vykazovaly vétsi
mobilitu v kvartérnich ptudach. Studovana 1éciva (atrazin, simazin, tebuthiuron a DK) v této
pudé dosahovaly hloubky az 25 cm. Tato kvartérni ptida pochazi ze smési sedimentt slozenych
ptevazné z dobfe vytfidénych poréznich pisCitych sedimentl s jilovymi mineraly, jako
je kaolinit, které podporuji transport kontaminanta [11].

Pii studiu adsorpce organickych kontaminanti na puadu je dulezité brat v uvahu jejich
rozdélovaci koeficient v pevné a vodné fazi. Interakce 1€Civ s rozpusSténou piidni organickou
hmotou nebo afinita k pevné fazi také ovliviuje jejich mobilitu. Vzhledem k tomu, ze je DK
slaba kyselina, mtze byt adsorpce na pudu zprostiedkovana vyménou kationtd, pfemosténim
kationtli a vodikovymi vazbami [9].

Celkové tedy akumulace 1é¢iv v ptidé zavisi na koncentraci 1é¢iva ve vodné fazi, vlastnostech
dané slouceniny a celkovém obsahu organického uhliku v pudé [8]. Specifické podminky vody
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a pudy, jako je pH a fyzikdlné-chemické vlastnosti, urcuji osud ionizovatelnych 1é¢iv, jejich
perzistenci, biologickou dostupnost a ekotoxicitu [9, 10].

Dulezitou souc¢asti sorpéniho mechanismu a nasledné retence 1éCiv v pidé je, mimo jiné,
mikrobialni aktivita. Diky mikroorganismiim pfitomnym v pidé mulize fada 1é¢iv degradovat.
K degradaci dochazi u vétSiny kontaminanti rychleji za aerobnich podminek. Pro ptiklad,
1é¢ivo nadolol bylo degradovano z 90 % v aerobnich podminkach v pidé pouze po 4 dnech.
Zatimco v nepfitomnosti kysliku bylo degradovano pouze 18-24 % po 1 mésici [10]. Velmi
zalezi na typu 1é¢iva a jeho struktute, napiiklad ibuprofen a DK se jevi jako rychle degradujici
latky. Naopak karbamazepin je povazovan za vysoce stabilni slouceninu, a proto odolava
mikrobialni degradaci [10, 12].

pfitomna jako anionty za podminek pH relevantnich pro Zivotni prostiedi. Tento zaporny naboj
zpisobuje elektrostatické odpuzovani mezi DK a zdporné€ nabitymi povrchy ¢astic ptdy. U DK
ale k sorpci Casto dochazi [7, 8, 9, 10]. Diky slozitosti sorpénich procesii nemizeme dojit
k jasnému vysvétleni, zalezi totiz na typu pudy, obsahu organického uhliku a na konkrétnich
vlastnostech matrice. Dalsi slouceniny se zdpornym nabojem jsou sulfonamidy, které se chovaji
podobné jako DK. Bylo zjisténo, ze DK a karbamazepin jsou pomalu se pohybujici slouc¢eniny
ve vrstvach pady bohatych na organickou hmotu. V piidach chudych na organickou hmotu
se mobilita téchto slouc¢enin vyrazné zvysuje [10, 12].

Dal§im zptisobem, jak se 1é¢iva sorpéné dostavaji do ZP, je skrz zavlazovani &i§ténou
odpadni vodou [12, 13]. Celkem 44 ze 78 studovanych 1é¢iv byly nalezeny v odtoku odpadnich
vod z COV [13]. Vice nez polovina detekovanych slou¢enin méla primémé $patnou tiéinnost
odstrafiovani a pouze 5 z nich bylo G¢inné€ eliminovdno. Témét zadné odstranéni vSak nebylo
pozorovano u DK a karbamazepinu. Pouzivani odpadni vody na zavlazovani zemédélskych poli
ma pak za nasledek hromadéni kontaminantti v ptidé. Navic bylo zjisténo, Ze vyssi koncentrace
1é¢iv prevladaly v chladnéjsich mésicich. Léciva jsou tedy vice perzistentni v pad¢ pii nizSich
teplotach pudy a bez intenzivniho pfistupu sluneéniho zafeni [13, 14].



2.1.2  Vliv pH na adsorpci diklofenaku

Adsorpce latek do pud je hlavnim procesem ovliviiujicim jejich mobilitu a koneény osud v ZP.
Hodnota pH hraje velmi dilezitou roli pfi adsorpci. Jak naznacuji studie [15, 16, 17],
pfi ruznych podminkach pH bylo pozorovéno rtizné chovani DK. Hodnota pH totiz modifikuje
hustotu naboje 1éCiva, a tim urcuje jeho formu v roztoku. Sorp¢ni vlastnosti proto zavisi
na disocia¢ni konstanté DK a kyselosti prostfedi [15, 16]. Dulezité hodnoty DK jsou popsany
Vv nasledujici tabulce.

Tabulka 1: Rozpustnost DK ve vodeé pri 25 °C, disociacni konstanta a rozdélovaci koeficient [18]

Rozpustnost 2.37 (mg/l)
Disocia¢ni konstanta (pKa) 4,2 ()
Rozd¢lovaci koeficient (LogP) 4,51 (-)

Velmi Casto je vyuzivan mineral goethit, oxid zeleza v pidach, jako modelovy adsorbent pro
zkoumani adsorpce 1é¢iv [15, 19]. Vysledky studie ukazaly, Ze adsorpce DK na goethit silné
zavisi na pH roztoku. Bylo pracovano s hodnotami pH — 5,3; 7,4 a 10. Mnozstvi adsorbovaného
DK klesalo se zvysSujicim se pH. Ve studovaném rozsahu pH existoval DK pfevazné ve své
aniontové form¢, diky nizké hodnoté disocia¢ni konstanty DK (tabulka 1). Naboje na povrchu
goethitu se ménily s pH roztoku [15].

Pii pHS5,3 prob¢hla velmi rychla adsorpce DK na povrchu goethitu. MnoZstvi
adsorbovaného DK piedstavovalo 23,53 pg/g. Pii pfiblizném pH 10 byla adsorpce naopak
pomala. Adsorbované mnozstvi DK bylo pouze 1,59 pg/g. Nakonec pfi neutralnim pH 7.4,
rovnovazné adsorbované mnozstvi DK vychazelo na 9,33 pg/g [15]. Dale v procesu adsorpce
hraly dulezitou roli elektrostatické interakce. Ty k celkové sorpci mohly pfispét pozitivné
I negativné. Pii pH 5,3 bylo adsorbovano vice DK v dusledku elektrostatické pfitazlivosti mezi
zaporné nabitymi molekulami DK a kladné nabitym goethitem. Pti pH> 7 se adsorpce DK
na goethit snizovala se zvysujicim se pH kviili elektrostatickému odpuzovani mezi molekulami
DK a povrchem goethitu [15, 19].

Bylo zjisténo, ze substituce hliniku (Al) na goethit zvysila afinitu DK ke goethitu.
K substituci Al casto v pud¢ dochazi pfirozené, diky univerzalnosti a hojnosti Al a jeho
mobilizaci spolu s oxidy zeleza béhem zvétravani. Doslo ke zvyseni elektrostatické ptitazlivosti
k DK a ke zvyseni hustoty sorpcnich mist goethitu. Tato substituce také zptisobila zvyseni OH
skupin v Al-goethitu. Celkovy pocet hydroxylovych skupin v mineralech pozitivné souvisi
se sorpcni kapacitou DK, protoze vodikové vazby vznikaji prostfednictvim hydroxylovych
skupin mineralt a karboxylové skupiny v DK [19].

Ve vétsin€ podobnych adsorpénich experimentech pracujicich s DK se vzdy pracuje
v rozmezi pH 5-10, je to proto, ze DK je dobie rozpustny v neutralné alkalickém prosttedi.
Pod touto hranici, respektive pod pH 4, se DK stava téméf nerozpustnym, takze pod touto
hodnotou pH se DK vysrazi. DK je obecné slaba kyselina, ktera je prakticky nerozpustna pti
protonizaci. Uptednostiiuje protonovanou formu ve velmi kyselém prostiedi (pH 3), kde viibec
nedisociuje, proto se nerozpousti a srazi se [16].
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Dale, adsorpce predstavuje u¢innou techniku k odstranéni anorganickych i organickych mikro-
polutant z odpadnich vod. Témito mikropolutanty jsou i léCiva, ktera se snadno adsorbuji
na vhodny adsorbent v urcité fazi procesu ¢isténi odpadnich vod [17, 20].

Vhodnym adsorbentem se ukazuji chemicky modifikované organojily. Vykazuji dobrou
afinitu k DK, ktera se projevuje pro pH nad 4,5, tj. disocia¢ni konstanta DK (tabulka 1).
Termodynamické parametry odvozené z Langmuirovy rovnice naznacuji, Ze adsorpce je fizena
hlavné elektrostatickymi silami mezi DK a organickymi kationty nachdzejicimi se na povrchu
organojili pro adsorpci DK. Byly testovany tfi hodnoty pH (3,5; 6,5; 11) a adsorpce DK
na organojil byla vyhodnocena pomoci Langmuirovy izotermy. Jak jiz bylo zminéno pfti
nejnizsi hodnoté pH, DK vykazuje spiSe protonovanou formu. Pfi vysSich hodnotach pH je DK
disociovany a zaporny. Na obrazku 1 jsou znazornény Langmuirovy izotermy vSech tii hodnot
pH. DK ve formé aniontu je vazan s organickymi kationty v organojilech. Izoterma s nejnizsi
hodnotou pH (3,5) ma stejny tvar jako ostatni dv¢, nelze proto vyloucit, Ze protonované
molekuly by mohly byt také adsorbovany na povrch adsorbentd. Nicméné ti€innost adsorpce
se zvySuje se zvysujici se hodnotou pH [17].

2.0e4 7
1.8e-4 ]
1.6e-4
1.4e-4 ]
Adsorbované .,
mnozstvi ]
. 1.0e-4 ]
diklofenaku "%*7
(mol/g) 8.0-5
6.06-5
4.0e-5 3 m pH11
O pHB.5
2.0e-5 ® pH3S5
—— Langmuir
00 —r v 1 v+ T+ ¢+ o | r T ¢ 1 [ v T T T [ T T T T
0.0 1.0e-3 2.0e-3 3.0e-3 4.0e-3 5.0e-3 6.0e-3

Rovnovazna koncentrace diklofenaku (mol/I)

Obrdazek 1: Rovnovazné adsorpcni izotermy DK na organicky jil pro tvi riizné hodnoty pH — 3,5;
6,5a1l [17]

DalS$im moznym adsorbentem DK je organobetonit. Ve studii, zabyvajici se touto
problematikou bylo opét vyuzivano elektrostatickych interakci zaporné nabitého DK a kladné
nabitého aktivniho povrchu organobetonitu, tzn. vyuZilo se pH v rozmezi hodnot 7-11. V tomto
ptipad¢ byla sorpce DK nevratna [20].
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2.2 Moznosti odstranéni diklofenaku z Zivotniho prostredi

Za UcCelem odstranéni DK a jeho metaboliti byly zavedeny rizné fyzikalni, chemické
a biologické metody. Jedna se napiiklad o adsorpci, koagulaci, flotaci a mikrobidlni degradaci.
Biotransformace zprostfedkovana mikrobialnimi enzymy je hojné vyuZzivana diky jeji rychlosti,
jednoduchosti, a hlavné ekologickému pfistupu [2].

Proces adsorpce je jeden z nejb&zné&ji vyuzivanych procesii v COV K odstranéni jak 1é¢iv,
nesteroidnich, jako je DK, je adsorbent s pifidavkem aktivniho uhli. Samotné aktivni uhli vynika
velkym objemem mikropért,, velkym povrchem a vysokou adsorpéni kapacitou. Vybér
prekurzoru pak zalezi na dané aplikaci adsorbentu, ale velmi Casto je vyuzivan ropny zbytek,
ptirodni uhli a naptiklad dfevo [21].

Utinné odstranéni DK bylo popséno nékolika dalimi technikami, v&etné ionizujiciho zateni
emitovanym z radioaktivniho Co®® [22], elektrochemické degradace [23], nanofiltrace [24]
a pokrocilymi redukénimi procesy jako je UV zafeni s pfidavkem sifi¢itant [25]. U nékolika
technik se setkdvdme s problémem sekundarniho zneci$téni nebo vznikem a pfetrvanim
metabolitl, které mohou byt toxictéj$i nez samotna latka. Idealné by méla byt vyvinuta takova
technika, aby ucinné¢ odstranila DK vcetné jeho metabolitl, aniz by doslo k jakémukoli
sekundarnimu znecisténi [2].

Zminéna elektrochemicka degradace je slibnou technikou ekologického odstranéni DK
Z vodnich zdrojui. Aby byla technika Setrna k zivotnimu prostfedi musel byt kapalny elektrolyt
nahrazen pevnym polymernim elektrolytem. Konvenéni kapalny elektrolyt mize byt toxicky,
a navic je potieba tento rozpustény elektrolyt z vodného média odstranit. Pro degradaci
organickych znecistujicich latek byly pouzity anody propustné pro kapaliny slozené
ze sitovych elektrod pokrytych smésnym oxidem kovli (Co, Ni). Degradace DK byla prokdzana
analyzou pomoci UV-VIS spektrofotometrie a kapalinové chromatografie (HPLC) [23].

V dalsi studii [26] bylo zkouméno odstranéni DK z vodného prostiedi pomoci birnessitu,
vrstveného oxidu manganu. Oxidy manganu se pouzivaji jako oxida¢ni ¢inidla k odstranéni
organickych znecist'ujicich latek. Birnessit mé velky specificky povrch a nizky izoelektricky
bod. Degradace organickych slou¢enin oxidy manganu zahrnovala sorpci DK na povrch oxidu
a nasledny pfenos elektront. Odstranéni DK pomoci birnessitu bylo vyrazné ovlivnéno pH
prostiedim (obrazek 2). Uginnost odstrafiovani DK se snizovala se zvySujicim se pH.
Jak naznacCuje obrazek 2, hodnota pH 5-6,5 byla piiznivda pro odstranéni DK, naopak
pti pH>7,50 nedoslo k zadnému vyznamnému odstranéni DK [26].

Dlivodem zavislosti odstraiovani DK pomoci birnessitu na pH jsou rizné formy DK
pii razném pH a nasledné interakce s povrchem birnessitu. Hodnota pH ovlivni tvorbu
prekurzorového komplexu mezi DK a birnessitem béhem adsorpéniho procesu. Studie
probihala v rozmezi pH 5,26 aZ 9,56, kdy existuje DK hlavné v aniontové formé&. Diky nizkému
izoelektrickému bodu birnessitu (pH = 3,0) byl jeho povrch nabity zaporné a se zvySujicim
se pH se hustota naboje stavala zapornéjsi. Proto se zdporné¢ nabitym DK pii vysokém pH
nedochazelo tolik k interakcim. Obrazek 2 znazoriiuje koncentraci DK v zavislosti na pH
prostiedi v Case. Byl pouzit kineticky model pseudo-prvniho fadu a jako elektrolyt byl pouzit
chlorid sodny [26].
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Obrdzek 2: Viiv pH na odstranéni DK birnessitem. Kineticky model pseudo-prvniho fadu [26]

Kromé pH hraly diilezitou roli v odstranéni DK pomoci birnessitu ionty. lonty, které reakci
siln& inhibovaly byly Fe?* a Mn?*. Pfitomnost Ca?*, Mg?*, Zn®* a Cu®" iontfi naopak adsorpci
DK podpotily. Je zajimavé, Ze reakci také katalyzovaly huminové kyseliny (HA). DK vytvofil
s oxidovanou HA kovalentni vazbu, coz podpofilo adsorpci na birnessit a celkové odstranéni
DK [26].

Membranové techniky vykazuji n€které vyhody oproti konvenénimu ¢isténi odpadnich vod,
jako jsou fyzikalné-chemické nebo biologické procesy. Diky faktu, ze 1é¢iva jsou vétSinou
odolné viici biologickému rozpadu, tak je nelze témito metodami zcela odstranit. Nanofiltra¢ni
zafizeni obsahuje vysokotlaké membrany, které lze pouZit pro odstraniovani organickych
a anorganickych mikropolutantti. Hlavni nevyhodou nanofiltrace jsou vysoké provozni naklady
v souvislosti s ¢isténim membrany [24].

Opét tato studie [24] provadéla experimenty pii riznych hodnotach pH (3, 7 a 12) a ukazalo
se, ze ucinnost nanofiltrace je siln¢€ zavisla na pH. Pro pochopeni vlivu pH na nanofiltraci, slouzi
rozdelovaci koeficient DK (tabulka 1). Ten uvadi pomér mezi nabitou a nenabitou formou DK
V tomto piipad¢ nehraje roli porovitost adsorbentu/membrany, ale odpudivé interakce. Mezi
hydrofilnimi funkénimi skupinami na povrchu membrany (aminy) a kladnému naboji
na molekule DK dochazi k silné repulzi. Uginnost membrany byla snizena, kdyz byly 1é¢iva
pouzité ve smési [24].

Jako velmi zajimavé se jevi pouziti biosorbentu chitosanu ve formé filmu k odstranéni
a regeneraci DK z vody pomoci adsorpce. Jedna se o ekologickou technologii, ktera by méla
snizit celkovy dopad na zivotni prostfedi. Polysacharid chitosan je biologicky rozlozitelny
a biokompatibilni. Mechanismus adsorpce funguje prostiednictvim elektrostatické interakce
mezi karboxylovou skupinou DK a aminoskupinou chitosanu [27].
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Maximalni adsorpce byla pozorovana pti pH 5, kdy byl DK disociovan a nabit zaporné diky
karboxylové skupin€. Chitosan ma v kyselém roztoku kationtovy charakter, a proto maji
protonované aminoskupiny kladny naboj. Proces byl zavisly na mnozstvi DK a chitosanu.
Freundlichova izotermna popsala heterogenni charakter procesu. Dulezitym faktorem
je i moznost regenerace biosorbentu pomoci roztokd obsahujicich chlorid sodny (NacCl).
Chitosanovy biosorbent je navic schopny vyvolat fotodegradaci DK indukovanou svétlem
po adsorpci a zpétné adsorbovat vzniklé produkty. V tomto experimentu vznikl karbazolovy
produkt uz po 60 min. Vysledek byl témét totoZzny pii vyuZiti slune¢niho zateni a UV lampy
(obrazek 3) [27].

—t
—t sluneéni zafeni
tsn UV zaieni

absorbance

)

vinova délka (nm)

Obrazek 3: UV-VIS spektrum fotodegradacniho produktu DK po 60 min [27].

2.2.1 Fotodegradace

Jak jiz ukazuje ptedchozi kapitola, jednim z dalezitych degradacnich procesti souvisejicich
s DK je jeho fotodegradace ve vodném prostiedi. Fotodegradace miize byt pfirozeny nebo
uméle vytvoreny proces degradace polutanti v zivotnim prostfedi. Vzniklé studie, zabyvajici
se touto problematikou [27, 28, 29, 30] pouzivaji UV svétlo k degradaci DK ve vod¢. Jako
hlavni vedlejsi produkt fotolytické reakce DK se vytvoril dimer karbazolu, ktery byl velmi
stabilni (obrazek 4) [29].

Fotodegradace je zavisla na mnoha faktorech vodniho prostiedi — teploté, pH, zékalu
a pritomnosti dalSich polutanti. Osud organickych polutantii zavisi také na huminovych
latkéach, které jsou rozsifeny v systémech ptidni roztok-ptda. V této studii bylo pracovano s UV
zafenim pfi konstantni vinové délce 254 nm a pH roztoku rovné pKa DK (tabulka 1) [28, 29].
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Obrdzek 4: Mozny fotodegradacni produkt diklofenaku; karbazolovy produkt [29]

Jina studie potvrdila, Ze DK nevykazuje téméi zZadny rozklad bez simulovaného slunecniho
zateni (ve tmg). Oproti tomu témét vSechen DK byl degradovan pti simulovaném slune¢nim
UV zafeni (350 W xenonova lampa). Tyto vysledky ukazuji, ze degradace DK je vysledkem
absorpce fotond. V procesu fotodegradace DK absorbuje fotony a piejde do excitovaného
stavu, dale DK predava energii rozpusténému kysliku ve vod¢ za vzniku reaktivnich forem
kysliku, které nasledné zplsobuji fotooxidaci DK. Vysledkem fotodegradace DK byly
zaznamenané¢ degradacni produkty (obrazek 5). Spektra byla ziskana separaci DK
a degradacnich produktt pomoci HPLC. UV-VIS spektra jsou zaznamenany v péti minutovém
Casovém intervalu [30].
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Obrdazek 5: UV-VIS spektra samotného DK a degradacnich produktii DK v ¢ase. Casovy interval:
(A) 0 min; (B) 5 min; (C) 10 min. Degradacni produkty DK: (D) 5 min; (E) 10 min, (F) 15 min [30]
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Vliv HA na fotodegradaci farmaceutickych molekul neni stale uplné jednoznacny. Absorpce
UV zafeni zptsobuje, Ze molekuly HA podléhaji chemickému rozkladu, a tim vznikaji aktivni
slouCeniny, které zplsobuji fotooxidaci organickych kontaminant. Diky absorpci velké skale
vlnovych délek mohou HA piisobit jako filtr snizujici energii dostupnou pro fototransformaci
organickych sloucenin. Nebo HA pomoci UV zéfeni ptechazeji do pfechodného excitovaného
stavu a ptimo reaguji s 1éCivy, ¢imz fotodegradaci podporuji. Nepiima fotolyza pravdépodobné
stoupd v pfitomnosti HA, ale na tkor pifimé fotolyze, ktera by se méla snizit v disledku
konkurenéni absorpce fotonlt HA. Nicméné, v pfitomnosti HA byl pozorovan poc¢atecni rychly
pokles koncentrace DK ve vodném prostiedi [28, 31, 32].

Vznikly fotodegradaéni produkt zalozeny na karbazolu ma viditelné zbarveni [27].
Modifikovana struktura karbazolu totiz méni barvu ve vodném prostiedi podle hodnoty pH.
V prostiedi neutralniho pH je sloucenina oranzova, v zasaditém pH zluta, a v kyselém prostiedi
cervena [33]. Tyto podobné barvy tato slou¢enina méni i v organickych rozpoustédlech
Vv zavislosti na pfitomnych aniontech [34, 35]. Samotny karbazol ma zanedbatelnou absorpci
ve viditelné oblasti spektra, a proto jsou v nepfitomnosti jinych chromofora receptory na bazi
diaminokarbazolu bezbarvé. Bylo prokazéano, ze zavedeni mirné elektronové odebirajicich
chlorovych substituentii posune UV-VIS spektra diamidokarbazoli témét k okraji viditelné
oblasti [34]. Tyto slou¢eniny by mohly najit vyuziti jako kolorimetrické aniontové senzory [34]
nebo indolova barviva [36].

Celkové byl DK pomoci fotodegradace degradovan na vedlej$i produkty. VSechny
degrada¢ni produkty byly na bazi karbazolu [27, 28, 30, 31] v jednom ptipadé vznikl konkrétné
dimer karbazolu [29]. Jinak feceno, pravdépodobné doslo k cyklizaci DK po ztraté jednoho
atomu chloru na karbazolové derivaty [31, 37]. Navzdory faktu, ze byl DK rychle degradovan,
byly vytvoieny nové stabilni vedlejsi produkty, jejichz vliv a toxicitu je tfeba déale prozkoumat.

2.3 Metabolismus diklofenaku

Metabolismus DK tzce souvisi se zne¢isténim Zivotniho prostfedi a imobilitou 1é¢iv. Latky
pietrvavajici v pidach, jako je DK, mohou byt biologicky dostupné pro fadu rostlin. Predevsim
vy$si rostliny mohou DK pfijmout, ale vyloucit uz ne. Metabolismus DK a s nim souvisejici
vznik metaboliti, je dalezitym faktorem, ktery by se mél brat v uvahu pii studium miry
a koncentrace DK v Zivotnim prostiedi [32, 38].

2.3.1 Mytilus trossulus

Mytilus trossulus je bézny druh mlzi nachazejici se predevsim v Baltském mofi. Tato skupina
mlzd je velmi dobfe prostudovana; je dobfe znama jeji fyziologie a metabolické drahy. Tyto
organismy filtruji velké mnozstvi vody, aby ziskaly potravu, a jsou zndmi také svou schopnosti
piijimat kontaminanty z okolniho prostfedi. Pravé proto se bézné vyuzivaji ke zkoumani
akumulace a metabolismu 1é¢iv. Tato skupina mlzl je zapojena do mnoha ekotoxikologickych
studii a programt biomonitoringu. Mytilus trossulus patii k nejrozsifenéjsim testovacim
organismim pro bioakumulaci 1é¢iv [32]. Lé¢iva ve vodném prostiedi prochazeji mnoha
procesy. Nekteré slouceniny jsou fotodegradovatelné, jiné jsou naopak perzistentni a hromadi
se v sedimentech nebo ve vodé. Navic mnoho 1é¢iv a jinych kontaminantli mohou vzajemné
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asociovat a vytvaret uplné jiné slouCeniny, coz komplikuje pochopeni jejich ucinki
na organismy a jejich osudu v zivotnim prostfedi. DK miize také mit negativni vliv na vodni
organismy hromadénim se v organech a narusenim metabolickych drah daného organismu [38,
39].

Polské studie [38, 39, 40] se zabyvaly bioakumulaci a metabolismem DK v moiském
organismu Mytilus trossulus. Tyto organismy byly vystaveny DK po uréitou dobu za tcelem
sledovani koncentrace 1é€iva v jejich tkanich. Mlzi byly vystaveny veelku vysokym davkam
DK (133,33 pg/l), které pievysuji realné koncentrace tohoto 1é¢iva v Zivotnim prostiedi.
Nejvyssi koncentrace 1é¢iva v tkani Mytilus trossulus byla poté zaznamenana 3. den
(7,79 pg/g), nasledné tato koncentrace rychle kleslana 0,86 pg/g [38]. Byly nalezeny dva hlavni
metabolity DK, a to 4-hydroxydiklofenak a 5-hydroxydiklofenak. Oba hydroxylované
metabolity byly nalezeny ve tkanich organismu i volné ve vod¢ [38, 39].

Kdyz byl DK pouzit v odlisnych koncentracich, nebyly ve vod¢ ani v tkanich detekovany
zadné metabolity. V této studii byly mlZi vystaveny niZsi koncentraci DK (44 pg/l), ktera byla
relevantni pro zivotni prostfedi. Hydroxylované derivaty, které tedy v tomto piipadé
detekovany nebyly, mohly byt transformovany na jiné derivaty. Koncentrace DK v motském
prostiedi je obecné relativné nizka, pohybuje se od né€kolika ng/l do n€kolika pg/l. Avsak
neustalé vystavovani motskych organismil nizkym koncentracim DK pro n¢ mize predstavovat
riziko. Celkem organismus Mytilus trossulus transformuje DK az na 13 riznych metabolitt
[40].

Zvysovani koncentrace v mlzich miize ukazovat biologickou dostupnost DK a schopnost
Mytilus trossulus absorbovat toto 1é¢ivo télesnou schrankou a akumulovat ho. Po tfech dnech
se koncentrace DK ve tkanich mlzi vyznamné sniZila, coZ miZze zplisobeno metabolizaci DK
nebo jeho detoxikaci z organismu. Pfitomnost obou hydroxyderivatd DK v mlzich a vodé
potvrzuje jejich schopnost akumulovat a metabolizovat DK. Velmi vysoka koncentrace
testovan¢ho 1éc¢iva byla stresovym faktorem. MIZi reagovaly uzavienim krunyfe, ¢imz
se izolovaly od vné&jSich podminek a 1é¢ivo nebylo adsorbovano. Faktem je, ze v piirodé se tyto
extrémni koncentrace nevyskytuji, proto k adsorpci dochazi [38].

Byla sledovana také koncentrace DK ve vodé, kde se mlzi vyskytovaly. B€hem experimentu
se koncentrace 1éCiva sniZzovala a celkové klesla témét o 86 %. Na zacatku byla koncentrace
DK 102,23 pg/l a na konci experimentu 15,00 pg/l, coz naznacuje absorpci 1é¢iva mlzi nebo
jeho caste¢nou degradaci [38].

2.3.2 Rostliny

Studium metabolismu cizich latek v rostlinach je velmi dulezité pro pochopeni konecné
akumulace dané¢ho xenobiotika jak Vv rostling, tak v pud€, kde roste. Pfi péstovani rostlin
na kontaminované ptid¢ hrozi akumulace 1€¢iv a pfenos podél potravniho fetézce na bylozravce
a masozravce, véetné lidi. Vyssi rostliny, stejné jako savci, maji mnoho enzymu, které
metabolizuji a detoxikuji cizi latky. Metabolismus je zjednoduSené popisovan tfemi fazemi.
V 1. fazi metabolismu dochézi k oxidaci, hydrolyze a dealkyla¢nim reakcim. Kam muzeme
zafadit hydroxylaci DK a néasledné oxidacni a cykliza¢ni reakce. V 2. fazi metabolismu mohou
byt vzniklé metabolity, nebo i samotny DK, konjugovany s jinymi molekulami. Jedna
se naptiklad o kyselinu glukuronovou, glukézu, aminokyseliny, a sulfat. Metabolity 1. faze
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se tedy vyrazn¢ neakumulovaly, ale pfeménily se na zminéné konjugaty. Zejména ptivodni DK
byl pifimo konjugovan s kyselinou glutamovou, pficemz vznikly acyl-glutamatyl-diklofenak
predstavoval vice nez 70 % extrahovatelnych metabolitd. Krok, kde je metabolismus vysSich
rostlin odlisny od metabolismu savci, je 3. faze. Rostliny nemaji vylu¢ovaci cestu, proto
ukladaji vzniklé konjugaty do rostlinnych vakuol nebo bunécnych stén. Pii této posledni fazi
vznikaji neextrahovatelné zbytky, které v rostlin€ zlstavaji. Zatim ale neni znamo, zda se tyto
zbytky mohou uvolniovat za jinych podminek, jako naptiklad v gastrointestindlnim traktu lidi
a zvirat. Teoreticky by mohlo dojit k opétovnému uvolnéni DK nebo jeho metabolitt [41, 42].

Nejreaktivnéj$i mista na molekule DK se jevi poloha 5 na kruhu kyseliny fenyloctové,
poloha 4 na kruhu dichlorfenylu a karboxylova kyselina (0brazek 6). Dva zakladni metabolity
DK vznikly hydroxylaci benzenového kruhu, a je to zaroven pocatecni krok transformace DK.
Vznikl 5-OH DK a 4-OH DK. Navzdory oxidaci DK a naslednym konjuga¢nim reakcim
oxidovanych produktd byl nejhojnéjsim produktem trvale acyl-glutamatyl-diklofenak, coz
zdiraziiuje, Ze samotny DK byl snadno konjugovan s kyselinou glutamovou v buiikéch rostlin.
Ptimé konjugace DK potom mulze maskovat piitomnost samotného DK V Zivotnim prostiedi
[41].

Metabolismus DK v rostlinach [41, 42] a mlzich [38, 39] je velmi podobny metabolismu DK
v lidském téle. V prvni fazi se DK hydrolyzuje, hydratuje a redukuje, v disledku ¢ehoz vznikaji
hydroxyderivaty, prevazn¢ 4-OH DK a 5-OH DK. Ve druhé fazi jsou tyto slouceniny spojeny
s kyselinou glukuronovou a jsou pak snadno vylu¢ovany z téla. Pfi studium sorpce DK do pudy
by se mé&ly brat tyto faktory v tivahu, protoze pravé biologicka dostupnost DK pro rostliny mize
osud 1é¢iva v ZP ovlivnit [41].
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Obrazek 6: Struktury moznych metabolitii a konjugdtii DK pri 1. a 2. fizi metabolismu [41].
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2.4 Vybrané analytické metody
2.4.1 UV-VIS spektroskopie

Ultrafialova-viditelna spektroskopie (UV/VIS spektroskopie) je bézna metoda vyuzivana
pro méfeni latek v roztoku schopnych absorbovat elektromagnetické zafeni specifické vinové
délky [43]. Pro vypocet proslého a absorbovaného svétla roztokem se vyuziva Bouguer-
Lambert-Beeriv zakon, ktery dale umoziuje stanovit koncentraci dané latky v roztoku. Rozsah
absorp¢ni spektrometrie v ultrafialové (UV) a viditelné (VIS) oblasti se uvadi 200-800 nm.
Pro UV oblast jsou to vinové délky 200-400 a pro VIS oblast 400-800 [44]. Vyss§i hodnoty
vlnovych délek pak pfislusi blizké infracervené spektroskopii. Jako zdroj fotond je pouzivana
wolframova Zarovka, kterd plisobi ve viditelné oblasti a halogenova zarivka, kterd pusobi
naopak Vv utltrafialové oblasti spektra [43, 44]. Nejedna se o metodu separacni, proto
pro stanoveni jednotlivych latek ve smésich je nutno pouzit separac¢ni analytickou metodu,
napiiklad kapalinovou nebo plynovou chromatografii.

V poslednich letech se diky vyhoddm vysoké piesnosti, vysoké ucinnosti detekce,
nedestruktivnimu chovani, nizké cené a prenosnosti vyvinula technologie UV-VIS v kombinaci
s fadou pokrocilych technologii ve velmi ucinny nastroj pro detekci znecistujicich latek
ve vodnim prostiedi [43].

2.4.2 FTIR spetroskopie

Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR) zkoumd molekulové vibrace.
Diky tomu miiZzeme identifikovat funkéni skupiny, které jsou spojeny s charakteristickymi
infracervenymi absorpénimi pasy, a slouceninu tak pojmenovat [45].

Interakci infracerveného zareni se vzorkem neptejde molekula do excitovaného stavu,
ale dojde pouze k produkci vibraci v molekulach schopnych absorbovat toto zafeni. Jedna
se 0 nedestruktivni méteni v realném case k identifikaci a charakterizaci chemickych struktur
pevnych, kapalnych nebo plynnych vzorkt [46]. FTIR ma Siroky rozsah pouziti, od analyzy
malych molekul nebo molekularnich komplexti az po analyzu bun¢k nebo tkani [45].
Infracervené spektrum lze rozdélit do tii spektralnich oblasti. Mnoho studii IR vyuziva oblast
MIR, ktera budi zakladni vibrace [46, 47].

Infradervené zafeni se déli na:

> blizké (NIR, v =10 000-4 000 cm™);
> stiedni (MIR, v =4 000-200 cm™) a
> daleké (FIR, v = 200-10 cm™),

kde v je vinocet [47].

Ve stiedni infracervené oblasti jsou pozorovany dva hlavni typy vibraci. Jedna se o vibrace
podél chemickych vazeb, nazyvané natahovaci vibrace, které zahrnuji zmény délky vazby.
Dalsi typ vibraci, rota¢ni, zahrnuji zmény vazebnych whla. Vibrace dané chemické funkéni
skupiny se tedy ocekavaji ve specifickych oblastech, které zavisi na typu atomi a chemickych
vazeb [45].
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FTIR spektroskopie se vyuziva v environmentalnich studiich k analyze slozeni a struktufe
vzorkl tykajicich se zivotniho prostfedi. Analyzu lze provést pro stanoveni vazebného
mechanismu v ptipad¢ odstranovani znecist'ujicich latek sorpcnimi procesy [47]. Pomoci FTIR
spektroskopie Ize také detekovat sekundarni strukturalni zmény proteint [48].

Krom¢ tradi¢nich transmisnich metod FTIR (napt. KBr tablety) se dnes pouzivaji moderng;si
techniky, jako jsou zeslabeny tplny odraz (ATR-FTIR) a difuzni odrazova infracervena
Fourierova transformacni spektroskopie (DRIFTS). Tyto metody vyZzaduji pouze kratkou
ptipravu vzorku [47, 49].

Princip techniky ATR-FTIR spociva v tom, ze svétlo zavedené do ATR hranolu pod thlem
ptesahujicim kriticky thel pro vnitini odraz, vytvoii na odrazné ploSe evanescentni vinu
(zvlastni typ elektromagnetického zafeni). Interakce této evanescentni viny se vzorkem urcuje
zdznam ATR spektra. Hlavni charakteristikou ATR-FTIR je skutecnost, ze vzorky ¢astic jsou
nanaseny na povrch krystalu ATR. Jako krystal se nejcastéji pouziva diamant nebo krystaly
selenidu zine¢natého [47, 48]. ATR-FTIR spektroskopii lze aplikovat na Sirokou Skalu
materiald, jako jsou: prasky, kapaliny, gely, pasty, kaSe, vlakna, mékké pevné materialy,
povrchové vrstvy, polymerni filmy a vzorky po odpafeni rozpoustédla. Je to univerzalni
a nedestruktivni technika, ktera vyZzaduje minimalni piipravu vzorku [47, 49].

Princip DRIFTS spektroskopie je difuzni odrazivost, ktera vznika, kdyz svétlo dopada
na povrch vzorku, pronikd, a odrazi se do vSech sméri. Vinovéa délka a rozloZeni intenzity
odrazeného svétla bude obsahovat strukturni informace o vzorku [47, 49]. Vyhodou této
techniky je rychlé méfeni praskovych vzorkl, minimalni nebo zadna piiprava vzorku
a schopnost detekovat minoritni slozky. Je jednou z nejvhodnégjsich metod pro zkoumani
hrubych a neprihlednych vzorki a je schopna provadét méteni v realnych podminkach [47].
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Chemikalie a pristroje

Pouzité chemikalie:

Lécivo diklofenak

Mili-Q voda

99% kyselina octova

85% Kyselina orthofosforecna
Kyselina boritd, prasek
Hydroxid sodny, perlicky
99% methanol

Pouzité laboratorni pfistroje a pomucky:

Bézné laboratorni pomticky

Magneticka michacka, Thermo Fisher TM
Tiepacka LT2

Bézné vahy, Denver Instrument S-4002
Analytické vahy, SCALTECH SBC 31

pH metr, METTLER TOLEDO
Konduktometr, METTLER TOLEDO, SevenMulti
Injekenti filtry AGILENT; nylon 0,45 pm
Centrifuga, Hettich ROTINA 420R
Susarna Durocell BMT

UV-VIS spektrometr, HITACHI U-3900H

e FTIR spektrometr, NICOLET iS50

3.2 Studované pidy

Dale pro tento experiment byly pouzity dva typy pud. Ve své bakalatské praci [50] jsem
pouzivala pidu s oznacenim FB37. Pro cile diplomové prace byla vybrana odlisna pida
s oznac¢enim FB17. Jejich hlavni rozdilné charakteristiky jsou uvedeny v tabulce 3. Ptida FB17
ma vyssi obsah organické hmoty, proto se da ocekavat lepsi interakce s 1é¢ivem a intenzivngjsi

sorpce DK. Obé¢ tyto pudy byly odebrany v okoli feky Be¢vy, a pochazi z centra pro vyzkum
toxickych latek v prostiedi (RECETOX). V tabulce 2 je znazornéna zrnitost pady FB17.

Tabulka 2: Zrnitost piidy FB17

<1 pum

<10 pm

<50 pm

10 - 50 um

50 - 250 um

250 - 2000 um

12,8 hm. %

28,9 hm. %

55 hm. %

26,1 hm. %

28,9 hm. %

16,1 hm. %
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Tabulka 3: Zdkladni charakteristiky piid FB37 a FB17

FB37 FB17

Skupina pad Fluvizemé Luzni pada
Typy pud Fluvizol Feozemé
Obsah humusu 3,84 hm. % 2,98 hm. %
Obsah organického uhliku celkem 1,73 hm. % 2,23 hm. %
Obsah org. uhliku fulvinovych kyselin 0,24 hm. % 0,23 hm. %
Obsah org. uhliku huminovych kyselin 0,21 hm. % 0,28 hm. %
Fulvinové kyseliny/huminové kyseliny 0,88 1,22

Obsah org. uhliku humusovych latek 0,45 hm. % 0,51 hm. %
Stupen humifikace 12,1 hm. % 12,6 hm. %

3.3 Srovnani pid FB37 a FB17

Jednim z hlavnich ciltt mé prace bylo porovnat a charakterizovat sorpéni a desorpéni procesy
DK v odlisnych plidach. Informace o téchto procesech s pidou FB37 jiz byly stanoveny v rdmci
mé bakalaiské prace [50]. Pro porovnani bylo nutné stanovit tyto charakteristiky pro ptadou
FB17. Nasledné sorpce a desorpce puidy FB17 tedy probéhly ekvivalentné k ptidé FB37. Byly
pouzity stejné postupy a podminky prace pro zachovani nejrealnéjsiho vysledku.

Déle byly sorp¢ni a desorpéni procesy obou puad porovnavany v riznych hodnotach pH
prostiedi. Hodnota pH ma velky vyznam na interakce probihajici v tomto experimentu. Tato
hodnota totiz ovliviiuje chemickou formu DK, a s tim souvisejici jeho chovani. Pro experiment
byl pouzit Brittonav — Robinsonuv pufr. Tento universalni pufr dokaze vytvorit pH v rozsahu
2-12. Sklada se z kyselé a zasadité slozky, které se smichaji v ur¢itém poméru pro dosazeni
dané¢ho pH. Kysel4 slozka se skladé ze tii kyselin — 0,04 M kyselina borita (prasek), 0,04 M
99% kyselina octova a 0,04 M 85% kyselina orthofosfore¢na. Zasaditou slozku pak ptredstavuje
0,2 M hydroxid sodny ve formé¢ pecicek. Pro potieby experimentu byly vytvoreny tfi pufry
0 hodnotach pH 5, 7 a 10. Pro vétsi pokryti rozsahu pH tohoto pufru mél byt prvné pouzit pufr
s hodnotou pH 3. Tento pufr ale nebylo mozné pouzit, diky nizké rozpustnosti DK v extrémné
kyselém prostedi. DK mél tendence se spise srazet, diky své nedisociované formé.
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3.3.1 Sorpce puda FB17

Pied samotnym sorpénim experimentem byl pfipraven 1 litr zdsobniho roztoku o zvolené
koncentraci 2,3 mg/l DK v Mili-Q vodé. Toto mnozstvi DK bylo navazeno na analytickych
vahach a ponechéano rozpoustét v 1 litru Mili-Q vody 24 hodin. Poté byla pfipravena kalibra¢ni
fada. Pro zachovani jednoty byly pfipraveny stejné koncentrace kalibrac¢nich roztokl jako
Vv bakalaiské praci, tedy: 2,3; 1,9; 1,5; 1,1 a 0,7 mg/l.

Pro sorpéni experiment bylo smichano vzdy 25 ml dané koncentrace vzorku a 0,5 g pady
FB17. Byl také vytvofen srovnavaci vzorek pouze pudy s vodou. Kazdy vzorek mél tfi
opakovani. Takto pfipravené roztoky byly vlozeny na tfepacku a tfepany na maximalni vykon
po dobu 48 hodin.

Obrazek 7: Koncentracni rada DK a srovnavaci vzorek (pitda FB17)
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Poté byly vzorky odebrany z tfepacky a odstiedény v centrifuze pii 4000 ot/min po dobu
15 minut. Supernatant byl oddé€len filtraci pomoci malych injekénich filtrii s primérem pora
0,45 um a pomoci stiikacky. Takto vznikly vzorky po sorpci, a dale byly podrobeny analyze
pomoci UV-VIS spektrometrie. Byla také zaznamenana jejich vodivost a hodnota pH.

Obrazek 8: vlevo: centrifuga, Hettich ROTINA 420R (4000 ot/min, 15 min), vpravo: odstiedény
vzorek

3.3.2 Desorpce piuda FB17

Pro desorp¢ni experiment byla pida opét nafedéna. K pevnému podilu zbylém v plastové
zkumavce po odstiedéni bylo pfidano 10 ml Mili-Q vody. Takto nafedéné vzorky byly ihned
protfepany pro vytvoreni opétovné suspenze piidy ve vodé€ a zamezeni uplyvani plidy na st€énach
zkumavky.

Takto ptipravené vzorky byly opét tfepany na tiepacce po dobu 48 hodin. Po uplynulé dobé
doslo k odstiedéni v centrifuze pti 4000 ot/min po dobu 15 minut. Vznikly supernatant byl
prefiltrovan a vzorky byly ulozeny do lednice s oznacenim vzorky po desorpci. Opét byly
vzorky analyzovany pomoci UV-VIS spektrometrie a zméfena jejich vodivost a pH.
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3.4 VlivpH
3.4.1 Brittontv — Robinsonav pufr

Pro ptipravu Brittonova — Robinsonova pufru bylo nutné nejprve pfipravit dvé jeho hlavni
slozky — kyselou (A) a zasaditou slozku (B). Kysela slozka vznikla smichanim 2,45 ml
85% kyseliny orthofosfore¢né, 2,30 ml 99% kyseliny octové a 2,47 g kyseliny borité v 1 | Mili-
Q vody. Tato smés byla ponechana nékolik minut na magnetické michacce pro uplné rozpusténi
vsech slozek. Zasadita slozka vznikla rozpusténim 8 g hydroxidu sodného v 1 | Mili-Q vody,
a opét byla pln€ rozpusténa na magnetické michacce. Poté pomoci danych pomért slozek A a B
byly pfipraveny universalni pufry o hodnotach pH 5, 7 a 10. Ptiklady téchto pomért jsou
znazornény v tabulce 4. Mnozstvi B bylo vsak pfidavano postupné pti soubézném kontrolovani
pH. Kone¢né pomeéry se proto mohou nepatrné liSit. Upravené a pouzité poméry byly oznaceny
A* a B* (pfepocitany na 1 1). Vzniklé hodnoty pH, se kterymi bylo dale pracovéano byly: 5,02;
6,98 a 10,04.

Tabulka 4: Pomery kyselé slozky (A) a zasadité slozky (B) pro pripravu pufiii

A (ml) A* (ml) B (ml) B* (ml)
pH 3 100 900 18,27 150
pH 5 100 800 34,79 278
pH 7 100 700 52,5 350
pH 10 100 600 77,98 460

Na analytickych vahdch bylo navézeno 2,3 mg DK, ktery byl poté kvantitativné presunut
do 1 litru daného pufru. Rozpousténi, stejné jako u vody, trvalo piiblizné 24 hodin. Jak jiZ bylo
zminéno, v pufru s pH 3 se DK nerozpustil, coz bylo ovéfeno analyzou pomoci UV-VIS
spektrometrie. Proto byl nahrazen pufrem s pH 5.

3.4.2 Sorpce a desorpce pid FB37 a FB17 s vlivem pH

Pro posouzeni vlivu pH na adsorpci DK na pidu byly provedeny sorpéni a desorpcni
experimenty s pH 5, 7 a 10. Nejprve byly pfipraveny zasobni roztoky pufra podle tabulky 4.
Ze zasobniho roztoku o koncentraci 2,3 mg/l DK byla pfipravena kalibra¢ni fada. Opét byly
nachystany koncentrace, se kterymi bylo pracovdano u vSech pfedchozich sorpénich
experimentl, jsou to koncentrace: 2,3; 1,9; 1,5; 1,1 a 0,7 mg/l. Poté byly kalibra¢ni roztoky
prométeny pomoci UV-VIS spektrofotometru a vytvoteny tfi kalibra¢ni kiivky pro vSechny
hodnoty pH.

Experimentalni sorpce i desorpce byly provedeny pouze pro nejvyssi koncentraci DK
(2,3 mg/l), na obou pudach (FB37 a FB17) pro tii hodnoty pH (5, 7 a 10). DK byl navazen
na analytickych vahach a preveden do dané¢ho pufru. Rozpustén byl na magnetické michacce.

Pro sorpci v pufru s pH 5 bylo pfipraveno celkem 8 vzorki. Dva vzorky po 25 ml byly pufry
s koncentraci 2,3 mg/l DK. K t¢ém bylo pfidano 0,5 g pudy FB37. Dale byly pfipraveny dva
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srovnavaci vzorky o stejném objemu, ale bez 1é¢iva. Stejné 4 vzorky byly pfipraveny pro pudu
FB17. Pida byla vzdy pted pouZitim rozdrcena v hmozdifi na jemny prasek a piipadné€ zbavena
malych necistot, jako listkli nebo malych kaminkd. Pro dal$i dvé hodnoty pH (7 a 10) byl postup
totozny. VSechny vzorky byly pfesunuty na tiepacku, kde byly tiepany po dobu 48 hodin. Poté
byly vyjmuty a odstfedény v centrifuze pti 4000 ot/min po dobu 15 minut. Vznikly supernatant
byl prefiltrovan a uchovan pro dalsi analyzu.

Pro desorpcni proces bylo k pidé€ zbylé po odstfedéni pfidano 10 ml daného pufru. Takto
pfipravené vzorky byly tfepany opét 48 hodin, odsttedény a prefiltrovany. VSechny vzorky
po sorpci i desorpci byly analyzovany pomoci UV-VIS spektrofotometrie. Byly také pribézné
sledovany hodnoty pH a vodivosti.

Chtéla bych kratce okomentovat barevny rozdil, ktery vznikl mezi jednotlivymi vzorky.
Jednalo se o odstiedéné a prefiltrované vzorky jak po sorpci, tak po desorpci. Na obrazku 9 lze
tento rozdil spatfit. Vzorky po sorpci jsou Ctyfi vzorky vlevo, po desorpci Ctyfi vpravo.
Intenzivngj$i zbarveni jsme mohli pozorovat u vzorkd v pufru 10, a to u obou experimentt.
Vzorky vpufru spH7 byly svétlejsi. Intenzivni zbarveni vzorku bylo pravdépodobné
zpusobeno vyluhovanim vétsiho mnozstvi huminovych kyselin, nachazejicich se v pad¢. Dalo
by se tedy odvodit, ze HA snadnéji ptechéazeji do roztoku v zasaditém prostiedi (pH 10), a tim
ztraceji svou vazbu celkové k pidé€. Jejich ptirozeny pohyb v pidnim roztoku mtize byt
hodnotou pH tedy také siln¢ ovlivnén. Obrazek 10 ptedstavuje rozdil intenzity barev ve vsech
sledovanych pufrech. Lze zaznamenat pokles intenzity zbarveni se snizujicim se pH.

Obrazek 9: Odstredéné a prefiltrované vzorky, vievo: vzorky po sorpci, vpravo: vzorky po desorpci
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Obrazek 10: Vzorky po sorpci pri riiznych hodnotach pH, zleva: pufi 5, 7.a 10
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3.5 Degradace diklofenaku

Dalsim z mych cili bylo prozkoumat samovolnou degradaci DK. Z mnoha studii vyplyva,
ze DK podléha fotodegradaci. Jako mozny degrada¢ni produkt byla oznacena modifikovana
struktura karbazolu. V tomto experimentu se tedy da o¢ekavat vznik podobné latky.

Byl pfipraven zasobni roztok DK v 11 odmérné banky. Na analytickych vahach bylo
navazeno 2,3 mg DK, a to bylo kvantitativné ptesunuto do 1 1 Milli-Q vody. Takto pfipraveny
roztok byl poté michan na magnetické michacce po dobu 24 hodin do uplného rozpusténi DK.
Poté¢ byl tento 1 litr rozd€len na 2 poloviny. 500 ml roztoku DK bylo uschovéano v lednici,
pii teploté ~4 °C ve tmé. Druha polovina byla ponechdna voln€ v laboratofi, tedy
pii laboratorni teploté (~24 °C) s pristupem slune¢niho zafeni. Oba vzorky byly ihned zméteny
pomoci UV-VIS spetrofotometrie pro pocatecni udaje.

Vzorek umistény volné v laboratofi byl poté kazdych 7 dni analyzovan pomoci UV-VIS
spektrofotometrie. VVzorek v lednici, u néhoz se neocekavaly néjaké markantni zmény, byl
méten kazdé 4 tydny stejnou metodou. Déle byla u obou vzorki pribézné sledovana vodivost
a pH.

Na konci experimentu byl vzorek, degradujici volné v laboratofi, analyzovan pomoci FTIR
spektrometrie za Gcelem piiblizeni struktury vzniklého produktu. Pro tuto analyzu bylo 100 ml
vzorku odpafeno do sucha v susarné pii teploté 70 °C. Po odpateni ulpél produkt na dné
kadinky (obrazek 11). Kadinka byla ponechdna v laboratofi pro vychladnuti na laboratorni
teplotu. Poté byl produkt rozpustén pomoci methanolu a vznikla smés méla zlutohnédé zbarveni
(obrazek 11). Toto zbarveni muze také indikovat vznikly produkt, protoze roztok samotného
DK je cCiry.

Obrazek 11: Degradacni produkt DK: vievo — po vysusSeni, vpravo — po rozpusténi v methanolu
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3.6 Vysledky
3.6.1 Srovnani sorpce a desorpce pud FB17 a FB37

Pro analyzu veskerych vzorkd po sorpci a desorpci byla pouzita UV-VIS spektrofotometrie.
Pro vypocty touto metodou bylo nutné nalezeni absorpéniho maxima DK. To bylo stanoveno
na 275 nm pomoci absorp¢niho spektra DK (obrazek 12). Nasledné byla stanovena kalibra¢ni
kiivka pomoci kalibra¢nich roztoki. Poté bylo pomoci kalibracni kifivky stanoveno
adsorbované mnozstvi, nasledné i desorbované mnozstvi DK.
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Obrazek 12: Absorpcni spektrum diklofenaku
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Pro piidu FB17 byl sorp¢ni experiment velmi uspésny. Sorpce probehla u vSech sledovanych
koncentraci a byla navic daleko vyssi nez u pidy FB37. Porovnani adsorbovaného mnozstvi
obou pud je znazornéno na obrazku 13. Sorpce pudy FB17 se rapidn€ zvySovala se zvysujici
se koncentraci DK. Hodnoty adsorbovaného mnozstvi se pohybovaly v rozmezi 85-23 ng/g pro
pudu FB17. Pro piidu FB37 byly hodnoty o poznani nizsi, a byly v rozmezi 30-10 pg/g. Nejnizsi
hodnota adsorbovaného mnozstvi pidy FB17 byla téméf totozna s nejvyssi hodnotou
adsorbovaného mnozstvi ptidy FB37.

Utinnost sorpce pro pidu FB17 byla taktéz vyssi a piedstavovala v priméru 82 %.
Se snizujici se koncentraci DK se U¢innost sorpce zvySovala, dosahla maximalni G¢innosti
88,7 % pii koncentraci 1,5 mg/l, a poté se lehce snizovala. V porovnani s ptidou FB37, kde
se primérna ucinnost sorpce rovnala 30 %, je to obrovské zvyseni. Uginnost sorpce pro pudu
FB37 se snizovala od nejniz§i koncentrace DK po nejvyssi. Uéinnost obou pud je zndzornéna
na obrazku 14.
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Obrazek 13: Adsorbované mnozstvi DK pud FB37 a FB17
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Obrazek 14: Ucinnost adsorpce DK piid FB37 a FBI7

Desorpéni proces byl malo vyrazny u obou sledovanych ptd (obrazek 15). DK z pidy FB37
desorboval pfi dvou nejvysSich koncentracich (2,3 a 1,9 mg/l). Jednalo se ale v obou ptipadech
o velmi malé desorbované mnozstvi, které ¢inilo v priméru 5 pg/g. Pfi nejvyssi koncentraci
vzorku doslo u obou ptd k nejvyssi desorpci. Nejvyssi desorbované mnozstvi pro ptidu FB37
¢inilo 8 pg/g. Pro pudu FB17 byla nejvyssi desorpce rovna 9,86 pg/g a zarovei to byla jedina
sledovana koncentrace kde k desorpci viibec doslo.

Z obrazki 16 a 17 vychazi, ze mobilni frakce je u obou pid velmi mala, az zanedbatelna.
Z veskerého absorbovaného mnozstvi se tedy jen malé mnozstvi desorbovalo a vétSina DK
zustala vazana k ptdée v obou ptipadech. Tyto vysledky mohou piedstavovat silnou vazbu, ktera
mezi DK a pudou obecné vznika. Pravdépodobné doslo k obsazeni vSech vazebnych mist
na povrchu adsorbentu a vazebna kapacita nebyla pfevySena, proto k desorpci u nizkych
koncentraci DK nedoSlo. U nejvysSi koncentrace muzeme piedpokladat plné obsazeni
monovrstvy a tvorbu komplexti a hromadéni DK pfi adsorpci. Pii desorpci poté prebytecny DK
ochotné presel do vodné faze i diky pH prostiedi, ve kterém je DK disociovany. Nema neutralni
formu, a proto by nemél tvofit komplexy na povrchu pudy. Hodnota pH se pii tomto
experimentu pohybovala v rozmezi 7-8 (obrazek 20).
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Obrdzek 15: Desorbované mnozstvi DK pud FB3F7 a FB17
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Obrdazek 16 Hmotnostni obsah mobilni a vazané frakce DK (piida FB17)
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Obrdzek 17: Hmotnostni obsah mobilni a vazané frakce DK (puda FB37)

3.6.2 Srovnani hodnot vodivosti a pH pid FB17 a FB37

Béhem téchto experimentlt bylo pribézné méteno pH a vodivost roztokii. Hodnoty pH
a vodivosti pro koncentraéni fadu DK jsou znazornény na obrazcich 18 a 19. Vodivosti
samotného DK v Milli-Q vodé se pohybuji v rozmezi 5,7-6,3 uS/cm. Vodivost je v tomto
ptipad¢ vcelku nizkd diky pfitomnosti iontl pouze z lé¢iva. DK je slabd kyselina, proto
je primérné pH kalibra¢ni fady DK je rovno 6,04.
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Obrdazek 18: Hodnoty pH kalibracni Fady DK
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Obrazek 19: Hodnoty vodivosti kalibracni Fady DK
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Hodnoty pH se po sorpcnim i desorpcnim experimentu u obou piid zvysily. Z prumérné hodnoty
pH kalibraéni fady DK (pH = 6) se u vzorki po sorpci zménily na hodnoty v rozmezi 7,6-7,8
pro pudu FB37. Pro ptidu FB17 byly hodnoty v rozmezi pH 7,5-7,6 (obrazek 20). Toto zvyseni
je pravdépodobné disledkem sorpce DK na plidu a plsobenim odlisnych ionti z pudy.
Po odstfedéni se v supernatantu nachdzelo méné kyselého DK. Zalezi i na typu pudy
a na mnozstvi huminovych kyselin, které se mohou vyluhovat pii tfepani. Hodnota pH pudy
a ptdniho roztoku se miize ptisobenim sorpcniho a desorpniho mechanismu lehce ménit.

Podle vysledkt sorpénich experimentt (obrazek 13), puda FB17 vykazovala vysokou sorpci
DK, coz by pH vzorku mélo zvysit. Naopak tato ptida ma vyssi obsah organické hmoty
I huminovych kyselin (tabulka 3). Da se tedy predpokladat vyssi extrakce huminovych kyselin
do roztoku. Tyto kyseliny by pH mohly zvysit i snizit, proto se daji ocekavat nizs$i hodnoty pH
pro pidu FB17, nez je tomu u pudy FB37.

Hodnoty pH pudy FB17 po desorpci se tolik nelisily od hodnot po sorpénim experimentu.
K desorpci téméf nedoslo, proto byly zmény pH minimalni. Nejvyssi nartst pH byl pozorovan
u nejvyssi sledované koncentrace, u které jediné k desorpci doslo. Pravdépodobné doslo
k vyraznéjsi vyméné iontd, proto se zde sledovan nartst pH.

Hodnoty pH pidy FB37 po desorpci se lisily vyznamnéji, nez je tomu u pudy FB17.
Z obrazku 20 a 21 je patrné snizeni hodnot pH u vSech koncentraci DK s vyjimkou nejvyssi
koncentrace, kde doslo k nejvyrazné€jsi desorpci. Obecné z téchto vysledkil 1ze konstatovat,
ze pH nezavisi na koncentraci DK v roztoku, protoze nebyla sledovana zadna zavislost.

mFB37
= FB17

pH ()
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Y 0,7 19 2,3

1 15
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Obrazek 20: Zavislost pH na koncentraci vzorkil po sorpci pro piidu FB37 a FB17
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Obrdzek 21: Zavislost pH na koncentraci vzorkii po desorpci pro piidu FB37 a FB17

Vodivost piestavuje pfitomnost iontt, jejich interakce a pohyb v roztoku. V celém experimentu
byla vyuZita deionizovand Milli-Q voda, ktera je vysoce Cista, proto by Zadné ionty obsahovat
neméla. Vodivost tedy ovliviiovaly pfedevSim ionty DK a huminovych kyselin. V sorpénim
I desorpénim experimentu (obrazky 22 a 23) byla vodivost vzdy vyssi pro vzorky s padou
FB17. Pida FB17 je bohat§i na huminové latky i celkové pidni organickou hmotu, proto byla
tendence téchto latek piejit do roztoku vétsi a jejich ptitomnost pak zvysila hodnotu vodivosti.

Je zajimavé, ze tento vodivostni rozdil mezi obéma ptidami byl markantnéjsi po desorpénim
experimentu (obrazek 23). Po desorpci vzorky s pidou FB37 ptedstavovaly hodnoty vodivosti
V rozmezi 152-169 uS/cm. Naopak vzorky s pudou FB17 byly v rozmezi 335-387 uS/cm. Tyto
vzorky (FB17) si zachovaly v podstaté stejné hodnoty vodivosti jak po desorpci, tak po sorpci.
Mohlo by to byt zplisobeno vét§Sim mnozstvim dostupnych iontd, které v pidé po sorpénim
experimentu jesté zustaly a mély moznost se vyluhovat v experimentu desorpénim. Opét
to souvisi s vy$$im obsahem organické hmoty v ptudé FB17.
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Obrazek 22: Zavislost vodivosti na koncentraci vzorkii po sorpci pro ptidu FB37 a FB17
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Obrazek 23: Zavislost vodivosti na koncentraci vzorkii po desorpci pro piidu FB37 a FB17
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3.6.3 Vliv pufrl na sorpce a desorpce pud FB17 a FB37

Vliv pH byl sledovan pomoci Brittonova — Robinsonova pufru, ktery byl pouZit na vytvoteni
pH o hodnotach 5, 7 a 10. Z téchto pufri byly vytvofeny tii kalibracni kiivky pro kazdy puft.

Adsorbované mnozstvi DK bylo sledovano ve ttech pufrech (5, 7 a 10) a porovnano v obou
pudach. Ve vsSech pufrech bylo adsorbované mnozstvi DK mnohem vys$si v piidé FB17.
V pufru 5 se absorbovalo na pidu FB17 75 ug/g, na pudu FB37 pouze 33 pg/g (obrazek 24).
V neutralnim pufru s pH 7 bylo absorbovano vétsi mnozstvi DK na padu FB17 a to 105 ug/g.
Pro pidu FB37 se jednalo o lehky pokles adsorpce a bylo adsorbovano 30 ug/g DK.

Nejvétsi afinita DK k ptid€ byla zaznamenana v bazickém prostiedi pufru 10. Pro padu F17
se absorbované mnozstvi rovnalo téméf 100 ug/g a pro pudu FB37 53 pg/g. Puda s vyssim
obsahem organické hmoty, FB17, zaznamenala vysoké hodnoty absorpce pii pH 7-10. Na ptidu
FB37 se absorbovalo, oproti FB17, malé mnozstvi DK, ale ne zanedbatelné mnozstvi.

Jako 0¢inngjsi pada pro adsorpci DK se jevi ptida FB17 (obrazek 27). U¢innost adsorpce
s nejvetsi ucinnosti v pufru s pH 10. Mizeme fici Ze DK se na pudu FB37 adsorboval s témé&f
50% ucinnosti, zatimco na pidu FB17 s témét 100% ucinnosti.
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Obrazek 24.: Adsorbované mnozstvi DK piid FB37 a FB17 v pufiu 5
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Obrazek 25: Adsorbované mnozstvi DK pud FB37 a FB17 v pufiu 7
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Obrdzek 26: Adsorbované mnozstvi DK piid FB37 a FB17 v pufiu 10
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Obrazek 27: Ucinnost adsorpce DK piid FB17 a FB37 ve vSech sledovanych pufirech

Desorpéni proces byl vice vyrazny pro pudu FB17, desorbovalo se v rozmezi 25-15 pg/g DK.
Nejméné byl DK desorbovan v pufru s pH 7, naopak nejvice v pufru s pH 5. To znamena,
ze V kyselém prostiedi o pH 5 se DK nejméné adsorboval na pidu, a zarovenl se nejvice
desorboval, coz znacilo uréitou neochotu vazby DK-ptda. V piudé FB37 byla desorpce DK
nejvyrazngjsi v pufru 5 a klesala se zvysujici se bazicitou prostiedi.
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Obrazek 28: Desorbované mnozstvi DK puid FB37 a FB17 v pufru 5

41



30

25

N
o

[N
(6]

sorpce (ng/g)

=
o

25

20

15

sorpce (ug/g)

FB17 FB37
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Obrazek 30: Desorbované mnozstvi DK piid FB37 a FB17 v pufiu 10
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Pro lepsi vizualizaci byl vytvofen hmotnostni obsah vazané frakce, vzniklé adsorpci, a mobilni
frakce, vzniklé desorpénim procesem. Jak naznacuji tyto grafy (obrazky 31, 32 a 33) nejvice
DK pieslo do roztoku v pufru spH 5 u obou sledovanych pud. Tato mobilni frakce nebyla
zanedbatelna a u pudy FB37 tvotila téméf 50 % adsorbovaného mnozstvi (obrazek 31).
Minimalni mobilni faze DK byla zaznamenana v pufru s pH 10 s pidou FB37 (obrazek 33).
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Obrazek 31: Hmotnostni obsah mobilni a vazané frakce DK v pufiu 5
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Obrazek 32: Hmotnostni obsah mobilni a vazané frakce DK v pufru 7
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Obrazek 33: Hmotnostni obsah mobilni a vazané frakce DK v pufru 10

3.6.4 Hodnoty vodivosti a pH pid FB17 a FB37 v pufrech

Hodnoty pH byly v pribéhu experimentu velmi stalé diky vytvorenym pufraim. Na obrazku 34
byly zaznamenany hodnoty pH kalibra¢ni fady DK, které odpovidaji ptipravenym pufrim.
Jak predstavuji dalsi grafy, pH vzorkt pufri se témét neménilo po celou dobu experimentu.
HA, ani DK, nem¢ly na pH tedy vyrazny vliv. Jediny mirny pokles pH byl sledovan v pufru
s pH 10 jak po sorpénim, tak i po desorpénim experimentu. V grafech jsou znazornény pouze
vzorky po sorpci, protoze vzorky po desorpci se s nimi téméf shoduji. V grafu je znazornén
vzorek, ktery predstavuje koncentraci 2,3 mg/l DK a srovnavaci vzorek (SV). Hodnoty pH
I vodivosti byly ve vSech opakovanich velmi podobné, proto chybové usecky nebyly viditelné,
a tudiz do grafii nebyly ptidany.
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Obrazek 34: Hodnoty pH kalibracni rady DK v jednotlivych pufrech
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Obrazek 35: Hodnoty pH vzorkii po sorpci v pufru 5
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Obrazek 36: Hodnoty pH vzorkii po sorpci v pufiu 7
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Obrazek 37: Hodnoty pH vzorkii po sorpci v pufiru 10
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Hodnoty vodivosti se pohybovaly, oproti sorpénim a desorpénim experimentim ve vodé,
Vv jednotkach mS/cm. Ve vodé se tyto hodnoty pohybovaly v ramci jednotek uS/cm. Hodnoty
vodivosti v pufrech byly tedy mnohem vyssi nez v Milli-Q vodé. Takto vysoké hodnoty
vodivosti vytvorily vSechny ionty, které pufr obsahoval. Vodivost jiz neovliviiovaly jen ionty
HA a DK, ale také ionty kyseliny octové, orthofosfore¢né, borit¢ a hydroxidu sodného.
Na obrazku 38 jsou zaznamenany vodivosti kalibra¢ni fady DK v jednotlivych pufrech.
Nejvyssi vodivosti byly méfeny v pufru spH 10 abyly vrozmezi 5300-5400 uS/cm.
To by mohlo znamenat, Ze ionty hydroxidu sodného (Na* a OH") mé&ly na vodivost nejvetsi viv.
Nejvice variabilni hodnoty vodivosti byly v pufru 7, kde byly v rozmezi 3400-4300 uS/cm.
V pufru 5 pak byl praimér hodnot 3500 puS/cm.

Po sorpci byly hodnoty vodivosti v pufru 5 pro obé ptidy kolem 3000 uS/cm. V pufru 7 byly
hodnoty také velmi podobné pro obé pidy (4600 puS/cm). V pufru 10 byly hodnoty nejvyssi —
pro pudu FB17 vyslo 5850 uS/cm a pro padu FB37 5780 uS/cm (obrazek 41).

Po desorpénim experimentu se hodnoty zménily pouze v pufru 10. Vodivost se zvysila
0 2000 pS/cm pro ob¢ sledované pidy. V ostatnich pufrech pro obé ptidy byly hodnoty totozné
jako v sorpénim experimentu, proto zde nejsou piedstavené.

6000

5000

4000

mpufr 5

3000
= pufr 7

= pufr 10

vodivost (uS/cm)

2000

1000

SV 0,7 1,1 1,5 1,9 2,3
c (mg/l)

Obrazek 38: Hodnoty vodivosti kalibracni Fady DK v jednotlivych pufrech
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Obrazek 39: Hodnoty vodivosti vzorkii po sorpci v pufiu 5
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Obrazek 40: Hodnoty vodivosti vzorkit po sorpci v pufiu 7
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Obrdazek 41: Hodnoty vodivosti vzorkii po sorpci v pufru 10

3.6.5 Degradace diklofenaku

Degradacni experiment probihal po dobu 4 mésic, pii neustalém méfeni UV-VIS spekter obou
vzorki a finalni analyzy pomoci FTIR spektrometru s ATR technikou. Jak se ocekavalo, vzorek
V lednici, neprosel za celou dobu Zadnou zménou. DK si po celych 16 tydnt zachoval svou
strukturu, coz bylo ovéfeno pomoci UV-VIS spekter (obrazek 42). Vsechna tato spektra jsou
totozna s absorpénim spektrem DK (obrazek 12). Jiny vysledek byl pozorovan u vzorku
ponechaného voln¢ v laboratofi s pfistupem slunecniho zaieni (obrazek 43). Prvnich 7 tydnt
(t0-t7) nedoslo ke zméné struktury DK. Osmy tyden (t8) se UV-VIS spektrum rapidné zménilo
a pravdépodobné doslo k fotodegradaci a ke vzniku degradac¢niho produktu. DalSich 8 tydni
(t9-t16) nedoslo k zasadni zméng, pouze se snizila intenzita degradacniho produktu.

Tyto vysledky nas pfiméli k dalsi analyze mozného degrada¢niho produktu, byla zvolena
FTIR spektrometrie s ATR technikou. V tomto experimentu neslo o mnozstvi degrada¢niho
produktu, a protoze ho bylo velmi malo, tak v FTIR spektru byla jeho absorbance znasobena
pro snadnéjsi vizualizaci pasia (obrazek 44).
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Obrdzek 42: UV-VIS spektra diklofenaku v c¢ase (vzorek ulozeny v lednici)
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Obrazek 43: UV-VIS spektra diklofenaku a degradacniho produktu v case (vzorek volné v
laboratori)
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Na obrazku 44 byly zaznamenany infracervena spektra DK a jeho mozného degradacniho
produktu. Ne¢které diskutované pasy byly odlisné od samotného DK, a proto by mohly
predstavovat nové vzniklé vazby. VInodty 1091 cm™ a 1130 cm™ by mohly piedstavovat
vibrace C-O-C vazeb v etherové skuping. Tato funkéni skupina by odpovidala etherové skupiné
v dimeru karbazolu nalezeného v jiz zminénych studiich.

Vlnodet 1575 cm? predstavuje vibrace C-H vazeb v aromatickém kruhu. Dale
vlnodet 2853 cm™ predstavuje symetrické vibrace C-H vazeb ve skupiné CHz. Asymetrické
vibrace C-H vazeb ve skupiné CH2 uvadi vlnoget 2915 cm™. Na vlnoctu 2964 cm™ jsou
znazornény asymetrické vibrace C-H vazeb ve skupiné CHs. Vlnocet 3345 cm™ pak piedstavuje
vibrace vazeb v sekundarnim aminu. Stejné vibrace, napinani vazeb N-H v sekundarnim aminu,
miiZe prestavovat i vinocet 3465 cm™, coz ale neni jednoznacné.
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Obrazek 44: FTIR spektrum diklofenaku a jeho degradacniho produktu

3.6.6 Hodnoty vodivosti a pH degradacnich vzorkl diklofenaku

Po dobu degradacniho experimentu byly méfeny hodnoty pH a vodivosti obou vzorki DK
v Milli-Q vodé. Hodnoty pH obou vzorki (v laboratofi a v lednici) byly po celou dobu
experimentu velmi podobné (obrazky 45 a 46). Vzorek DK v lednici ptedstavoval hodnoty pH
vV rozmezi 5,45-6. Vzorek DK volné v laboratofi mél pH v rozmezi 6-7. Hodnoty se tedy
zasadné nelisily a kyselost se v roztoku i po vytvofeni produktu degradace nezménila, pouze
lehce Kklesala (obrazek 45).

Vodivost se vyrazné lisila mezi vzorkem umisténym volné v laboratofi (Obrazek 47)
a vzorkem v lednici (obrazek 48). Vodivost vzorku v lednici se po celou dobu pfili§ neménila
a byla v rozsahu 10-16 uS/cm. Naopak hodnoty vodivosti vzorku v laboratofi byly prvni tfi
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tydny srovnatelné s hodnotami vzorku v lednici. Poté se hodnoty zvysily a dale po pohybovaly
v rozmezi 30-55 pS/cm. Teoreticky na tuto zménu mohl mit vliv vznikly degradaéni produkt,
protoze se zménila struktura DK a s tim souvisejici pfitomnost volnych iontt.
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Obrazek 45: Hodnoty pH vzorku diklofenaku volné v laboratori
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Obrazek 46: Hodnoty pH vzorku diklofenaku v lednici
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Obrdzek 48: Hodnoty vodivosti vzorku diklofenaku v lednici
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4 ZAVER

Cilem diplomové prace bylo prozkoumat a srovnat chovani DK v riznych typech pldni
matrice. Byly pouzity dvé pudy s odlisnymi vlastnostmi za ucelem porovnani sorpénich
a desorp¢nich vlastnosti DK. Bylo zjisténo, Ze pudni organicka hmota ma velky vliv na adsorpci
DK. Pida s vysS§im obsahem organické hmoty, FB17, byla vyhodnocena jako pfistupnéjsi
pro adsorpci 1éCiva a byla schopna adsorbovat az 85 ug/g DK. Druha sledovana ptida, FB37,
byla studovéana v bakalaiské praci a adsorbovala piiblizn€ 28 nug/g lé¢iva. Na adsorpci méla
dale vliv koncentrace DK Vv roztoku, protoze mira adsorpce u obou pid klesala s klesajici
koncentraci DK. U¢innost adsorpce se lisila s ohledem na koncentrace 1é¢iva. Nejvyssi Géinnost
adsorpce pro pudu FB37 byla nejnizsi koncentrace 1é¢iva (0,7 mg/l); pro padu FB17 to byla
koncentrace 1,5 mg/l DK. Desorp¢ni proces ovlivnil pouze dvé nejvyssi koncentrace DK (2,3
a 1,9 mg/l) pro pudu FB37. Z pady FB17 desorboval DK jen v nejvyssi koncentraci. Nejvetsi
desorp¢ni proces byl tedy zaznamendn u nejvyssi sledované koncentrace 1é¢iva u obou pid
a jednalo se ptiblizné o 9 ug/g. S tim souvisi i hmotnostni bilance mobilni a vazané frakce DK
k pudé. U obou pud zustalo adsorbované mnozstvi navazano na pudé i po desorpénim procesu,
krom¢ nevyssi koncentrace, kde mobilni frakce tvofila velmi malou ¢ast. Da se tedy
predpokladat vznik silné vazby mezi 1é¢ivem a piidou, bez ohledu na obsah piidni organické
hmoty. Mnozstvi adsorbovaného DK pak zalezi na kapacité volnych vazebnych mist, kterou
ma vyss§i pida FB17.

Dalsim cilem bylo prozkoumat sorpéni a desorpéni chovani DK v obou ptidach ale v riznych
pH prostiedi. Bylo zjisténo, ze 1é¢ivo ma vyssi afinitu k ptidé€ v neutralnim a bazickém prostiedi
(pH 7 a 10). Je to pravdépodobné zplisobeno disociovanou formou DK, kterd ma lepsi tendenci
vazat se na funk¢ni skupiny pidy. Dllezitou roli zde opét hraje adsorp¢ni kapacita pidy, kterou
pfedstavuje plidni organickd hmota. Na ptidu FB17 bylo adsorbovéano daleko vétsi mnozstvi
DK nez na pidu FB37. V kyselém pH 5 k adsorpci doslo také, ale v mensi mite. U¢innost
adsorpce byla celkové nejvyrazngjsi v prostiedi o pH 10. Desorpce DK byla nejvyrazné;si
V kyselém prostiedi o pH 5 pro obé sledované plidy. To bylo pravdépodobné zplisobeno
neutralni formou DK, ktera netvofila s ptidou silnou vazbu. V neutralnim a bazickém prostiedi
byla desorpce znatelna v pidé FB17, naopak v ptidé FB37 byla desorpce minimalni. Celkoveé
byla velka mobilita a nizka ucinnost adsorpce lé¢iva pozorovana v pufru s pH 5, coz souvisi
s prevazujici neutralni formou DK. Naopak v neutralnim az bazickém pH dochazelo k vysoké
adsorpci DK a relativné malé desorpci.

Posledni ¢asti této diplomové prace byl experiment degradace DK ulozeného volné
Vv laboratofi s pfistupem slune¢niho zafeni. Po dobu ¢tyf mésicti byla zaznamenana degradace
1é¢iva oveétena pomoci UV-VIS spektroskopie a FTIR spektroskopie. Diky pfistupu slune¢niho
zateni byla degradace oznacena za fotodegradaci. Vznikly degradacni produkt byl, s pomoci
nékolika studii, identifikovan jako sloucenina podobna karbazolu. Nelze ale s jistotou urcit
0 jaky produkt se jednalo, 1ze pouze usoudit, Ze DK fotodegradaci podléha.

Pro posouzeni celkové mobility a chovani 1é¢iv v riznych castech Zivotniho prostredi
je tieba prozkoumat mnoho dalSich aspektd a zaroven identifikovat degrada¢ni produkty.
Na tyto produkty je potieba nahlizet jako na zcela jiné slou€eniny s jinymi vlastnosti
a chovanim v pfirod¢.
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6 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

NASAID

DK

7P

cov

HPLC

HA

NaCl

pKa

4-OH DK

5-OH DK

ATR

DRIFTS

UV-VIS spektroskopie
FTIR spektroskopie

Nesteroidni protizdnétliva léciva
Diklofenak

Zivotni prostredi

Cistirna odpadnich vod
Vysokouéinna kapalinova chromatografie
Huminové kyseliny

Chlorid sodny

Disocia¢ni konstanta
4-hydroxydiklofenak
5-hydroxydiklofenak

Zeslabeny uplny odraz

Difuzni odrazivost
Ultrafialova-viditelna spektroskopie

Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
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