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ABSTRAKT

Huminové kyseliny jsou schopné vytvaret silné komplexy s méd’natymi ionty a tim mohou
ovlivitovat jejich toxicitu v zivotnim prostiedi. Fluorescen¢ni vlastnosti sodné soli huminové
kyseliny, humétu, izolovaného z jihomoravského lignitu a jeho komplexaéni chovani
s méd’'natymi ionty byly pozorovany pomoci emisni, excitaéni a synchronni fluorescen¢ni
spektroskopie. Po pfidavku médnatych iontl dochdzi ke zhaseni intenzity jak emisniho tak
synchronniho spektra humatu, coz pravdépodobné nasvédcuje o tvorbé komplexu s medi.
Zamérem prace bylo nalezeni optimalni koncentrace iontdl v pfitomnosti humatu
pro sledovani zhdseni fluorescence a nalezeni hlavniho fluoroforu ve struktufe humatu, ktery
je nejvice ovlivnén komplexaci, pomoci metody synchronni fluorescenéni spektroskopie.

ABSTRACT

Humic acids have high ability to form stable complexes with copper ions, which influences
their toxicity in environment. Fluorescent properties of sodium salt of humic acid, humate,
isolated from South Moravian lignite, and its complexation behaviour with copper ions were
investigated using emission, excitation and synchronous fluorescence spectroscopy.
Both fluorescence emission and synchronous fluorescence spectra showed that humate form
complex with copper since fluorescence intensity was quenched upon addition of copper ions
to the humate samples. The aim of the diploma thesis was to found applicable ion
concentration to observation fluorescence quenching and to determine the main fluorophore,
which is affected by complexation through the use of synchronous fluorescence spectroscopy.
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1. UVOD

Tato diplomova prace predstavuje prispévek ke studiu komplexace huminovych kyselin
ve formé koloidnich roztokd s méd’'natymi ionty za vyuziti fluorescenéni spektroskopie.

Huminové kyseliny jsou latky ptirodniho pivodu s velice slozitou a heterogenni
strukturou. V pfirodnich systémech vystupuji jako ptdni stabilizator, rezervoar zivin a vody
pro rostliny, jako sorbent tézkych kovovych iontl, radionuklidi a organickych polutanth
a jako chemicky pufr s katalytickou aktivitou. K nejvyznamnéjsim vlastnostem huminovych
kyselin patii jejich schopnost vytvaret komplexni slouceniny s kovovymi ionty, ¢imZ mohou
prispivat ke snizovani jejich toxicity v pfirodé. Huminové kyseliny vykazuji vysokou afinitu
obzvlasté k médnatym iontim, se kterymi vytvaii stabilni komplexy.

Huminové kyseliny vytvareji multifluoroforni systém, proto lze pii jejich studiu vyuzit
fluorescencni spektroskopii. Jednd se o velmi citlivou metodu, ktera je vhodna pro studium
interakci huminovych kyselin s jinymi substancemi. V nasem piipad¢ se jednd o interakce
s méd’'natymi ionty. Navazani méd’natych iontii na huminové kyseliny vyvolava zhaseni jejich
fluorescence. Fluorescencni spektroskopie je vyhodna pro studium téchto systémui zejména
diky moznosti detekovat nizké koncentrace fluorofornich latek.

Teoreticka cast predlozené prace se zamétuje na prehled soucasnych poznatkii o vyuziti
fluorescencni spektroskopie pii studiu huminovych latek a jejich komplexaénich reakci
s kovovymi ionty. Experimentalni ¢ast prace byla orientovana na pouziti dvou metod méteni
zhaSeni fluorescence huminovych kyselin v pfitomnosti méd’natych iontd. Nejprve byla
pouzita metoda emisni fluorescencni spektroskopie, s cilem nalést optimalni podminky
pro sledovani zhaseni fluorescence sodné soli lignitické huminové kyseliny. Druhou pouzitou
metodou pro sledovani zhaseni byla, pfi studiu huminovych kyselin v poslednich letech také
casto vyuzivana metoda, synchronni fluorescenéni spektroskopie. Zamérem bylo ovéftit, zda
lze vyuzit i synchronni fluorescencni spektrospii pro sledovani zhaSeni méd’natymi ionty
a pfi jakém optimalnim nastaveni. Synchronni fluorescen¢ni spektroskopie poskytuje moznost
redukce spektralniho piekryvu a tedy lepsi rozliséni nez emisni spektra a ndm moznost urcit
hlavni fluorofor ve struktufe huminové kyseliny, ktery je v pfitomnosti médi nejvice ovlivnén.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Huminové latky

Huminové latky patii mezi nejrozsifenéjsi skupinu organickych latek na zemi. Vyskytuji se
v pudach, raselindch, mladSich druzich uhli, vodach a vodnich sedimentech. Jejich obsah
v ptirod¢ kolisa od stopového mnozstvi v piscich a jilech, ptes jednotky procent v béznych
zeminach, az k desitkdm procent v hnédém uhli. Mimotadné vysoky obsah vykazuje lignit,
raselina a oxyhumolit (tj. zoxidované hnédé¢ uhli), které tvori hlavni zdroje pro primyslové
vyuziti. Huminové latky vznikaji v pfirodé procesy degradace organické hmoty (zbytkl
rostlin, zivoCichi apod.) a syntetickou ¢innosti mikroorganismi, z ¢ehoz vyplyva jejich
komplikované slozeni a Siroky okruh vlastnosti [1].

Jedna se o smés amorfnich, polydisperznich sloucenin zluté az hnédocerné barvy, tvotici
soucast pudni a vodni organické hmoty. Obecné miZeme na huminové latky nahlizet jako
na heterogenni smés makromolekuldrnich latek, ptfevazné kondenzovanych aromatickych
systémd, s postrannimi alifatickymi fetézci [2].

Huminové latky maji vyznamnou roli v mnoha dulezitych procesech v Zivotnim prostiedi,
ve vytvafeni a stabilizaci pudnich agregatdi, pii vazani organickych sloucenin a polutant
a ve vyzive rostlin (Cerpani zivin z ptdy).

Své vyuziti nachazeji v zemédélstvi, primyslu, farmakologii, kosmetologii a v oblasti
ochrany zivotniho prostiedi. Jejich atraktivita spociva piedevsim v jejich pfirozeném piavodu
a dostate¢nych zasobach v pfirodnich matricich.

2.1.1 Vznik huminovych latek

Piestoze pfesny mechanismus vzniku huminovych latek neni dodnes zcela objasnén,
existuje neékolik teorii popisujicich jejich vznik pfi rozkladu zbytkt rostlin a zivocicht v pade.
Podle Webera [2] jsou nejvice pravdépodobné ¢tyfi hlavni zplsoby, kterymi huminové latky
vznikaji, jak zobrazuje (Obr. 1). Patfi k nim ligninova teorie, ktera povazuje huminové latky
za modifikované ligniny (drdha 1). V souCasnosti je vSeobecné nejvice podporovan
mechanismus zahrnujici chinony (drdha 2 a 3). Dalsi moznou cestou jsou aminocukrové
kondenzace (draha 4). Tyto ¢tyfi procesy mohou probihat ve vSech pidach, ale ne ve stejné
mife. Ligninova draha prevlada ve slabé vzdusnych ptadach a vlhkych sedimentech, pfi¢emz
syntéza z polyfenoli ma vyznamnéjii roli v nékterych lesnich ptdach. Casté a vyrazné
kolisani teploty, vlhkosti a osvétleni v povrchovych ptidach kontinentalniho klimatu naproti
tomu podporuje syntézu aminocukrovou kondenzaci.

Pii modifikaci ligninu (drdha 1) dochéazi k oxidaci bo¢nich alifatickych fetézci za tvorby
COOH skupin a ke ztrat¢ metoxylovych skupin (OCH3) za vzniku o-hydroxyfenold. Takto
pozménény materidl podléhd dalSim zatim nezndmym preménam, které poskytuji nejprve
huminové kyseliny a poté fulvinové kyseliny. AvSak tato ligninova teorie, nazyvana
Waksmanova, je dnes povazovana za prekonanou.

V polyfenolové teorii hraje lignin odliSnou roli. V draze 3 fenolické aldehydy a kyseliny
uvolnéné béhem mikrobiologického plisobeni z ligninu se enzymaticky pfeméni na chinony.
Ty spole¢né¢ s chinony z drdhy 2, které vznikly enzymatickou oxidaci polyfenola
z neligninovych zdroj uhliku (napft. celuldza), polymerizuji a vytvari huminové latky.
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Obr.1 Mechanismus vzniku huminovych latek [2].

V pojeti Ctvrté teorie, aminocukrové kondenzace, redukujici cukry a aminokyseliny,
vzniklé jako vedlejsi produkty mikrobialniho metabolismu, reaguji neenzymaticky za vzniku
hnédych polymert obsahujicich dusik. Velké mnozstvi reaktantd (sacharidy, aminokyseliny,
atd.), produkovanych cinnosti mikroorganismli, dodavéa této teorii atraktivnosti. Hlavni
nevyhodou této teorie je dosti pomaly prubéh reakce pii teplotich obvyklych v béznych
pudnich podminkach. Nicméné prudké a Casté zmény v pidnim prostfedi (zamrzani a tani,
vlhko a sucho), spole¢né se smési reaktantli a minerdlnich latek majici katalytické ucinky,
kondenzaci podporuji.

2.1.2 Rozdéleni huminovych latek

Oznaceni huminové latky (HL) je obecné pouzivano k souhrnnému oznaceni huminovych
kyselin (HK), fulvinovych kyselin (FK) a huminu (HU). HK jsou rozpustné pii vyssich
hodnotach pH, ale jsou nerozpustné ve vod¢ pii pH mensim néz 2. FK jsou rozpustné ve vodé
pti jakékoliv hodnoté pH. Jako huminy je oznaCovéna ta frakce HL, kterd neni rozpustna
ve vode¢ pii zddné hodnoté pH.

HK a FK se krom¢ rozpustnosti 1isi také svou molekulovou hmotnosti, poctem funkénich
skupin a stupném polymerizace. Jejich vlastnosti, jako slozeni prvkl, struktura a pocet
funk¢nich skupin jsou zavislé na ptivodu, stafi materialu a také na stupni humifikace.

Ptedpokladané vztahy zobrazuje (Obr. 2), ze kterého je ziejmé, ze obsah uhliku a kysliku,
kyselost a stupent polymerizace, se méni v zavislosti na zvySujici se molekulové hmotnosti.
FK, o nizké molekulové hmotnosti, maji vySsi obsah kysliku a nizs$i obsah uhliku nez HK,
které jsou vyssi molekulové hmotnosti. Celkova kyselost FK je zna¢né vyssi nez u HK [2].



Huminové latky

Fulvinové kyseliny Huminové kyseliny Humin

svétlezluta tmavohnéda | Sedocerna

rust intenzity zbarveni

rust stupné polymerace

rust molekulové hmotnosti

45 %, rust obsahu uhliku 62 %

48 % pokles obsahu kysliku 30 %

pokles rozpustnosti

Obr. 2  Rozdéleni a vilastnosti huminovych ldatek [2].

2.2 Huminové kyseliny

vvvvvv

na rozdil od FK a HU, které se podileji asi z 8 % na celkovém kolob&hu uhliku, je podil HK
az 16 % [1].

2.2.1 Priprava huminovych kyselin

HK se daji izolovat extrakci riiznymi rozpoustédly, z nichz se naslednym okyselenim tyto
latky vylu€uji ve formé srazenin. Extrakéni metoda by méla vést k izolaci nepozménéného
materialu (s nezménénymi vlastnostmi), ktery by nemél obsahovat anorganické necistoty,
jako jsou jily a vicemocné kationty. Vhodna extrakéni metoda by méla zabezpecit,
ze izolovany materidl bude obsahovat vSechny molekulové hmotnosti. V idealnim ptipadé
muzeme takovou metodu pouzit pro vSechny typy pid a zdrojové materialy HL [2].

Nejpouzivangj§im extrahovadlem pro extrakci HK z riiznych substrati je zfedény roztok
NaOH. Nejb&znéji se pouziva jeho vodny roztok o koncentraci 0,1-0,5 mol dm™. Jestlize
bychom chtéli zvysit ucinnost extrakce alkalickymi ¢inidly, je vhodné vyluhovat pidu
kyselinou chlorovodikovou, ktera odstrani Ca** a dali vicemocné kationty. Pouziti alkalické
extrakce vede k vyextrahovani piiblizné dvou tietin organické hmoty. Pro ziskani
maximalniho vytéZzku je potfeba opakovana extrakce [2].

Alternativou k alkalické extrakci jsou mirnéjsi a selektivnéjsi extraktanty. Jedna se o soli
komplexnich ¢inidel (NasP,O; a EDTA), organickd komplexotvornd ¢inidla ve vodném
prostiedi (acetylaceton) a rizna organickd rozpoustédla. Tyto Cinidla jsou méné agresivni,
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avsak oproti alkalickym také méné Uc¢inna. V soucasné dobé se rovnéz vyuzivaji extrakéni
metody sestavajici z posloupnosti extrakénich ¢inidel jak mirnéjSich, tak alkalickych.

Organickd hmota je v ptdach udrzovana v nerozpuiténém stavu diky Ca®* a daldim
vicemocnym kationtam (Fe** a AI’"). Pouziti ¢inidel, kterd inaktivuji tyto kationty tvorbou
nerozpustnych srazenin nebo rozpustnych koordinaénich sloucenin, vede k rozpousténi
organické hmoty. Mezi tyto ¢inidla patii oxalat amonny, pyrofosforecnan sodny a soli slabych
organickych kyselin. Nejvice rozSifenym cinidlem je NasP,O;. Mnozstvi vyextrahované
organické hmoty je ale podstatné mensi nez pii alkalické extrakei (vytézek extrakce je méné
nez 30 %). Pro minimalizaci chemickych zmén HL se extrakce provadi pfi neutralnim pH [2].

Vice nez 55 % pudni organické hmoty z mineralnich pid a vice né¢z 80 % z kompostu
muze byt vyextrahovano kyselinou mravenci v ptitomnosti LiF, LiBr nebo HBrF4 [2].

V poslednich letech se po predchozi tpravé pudy okyselenim bézné pouziva kombinace
extrak¢nich ¢inidel hydroxidu sodného a pyrofosfore¢nanu sodného [3].

2.2.2 Struktura a sloZeni huminovych kyselin

Elementarni slozeni HK zavisi na piivodu, stadfi a stupni humifikace a také zpiisobu
extrakce. HK ve své struktuie obsahuji uhlik (50-60 %), kyslik (30—50 %), vodik (3—7 %),
dusik, stopova mnozstvi siry a fosforu. Casto uzivanymi ukazateli jsou poméry C/O a C/H.
Obecné plati, ze niz$i hodnoty C/O a C/H odpovidaji vysSimu zastoupeni karboxylovych
skupin, nizkému aromatickému charakteru a stupni kondenzace.

Ve struktufe HK jsou zastoupeny ptredevsim kyslikaté funkéni skupiny: karboxylové
skupiny, fenolické a alkoholické OH skupiny. Mimo tyto jsou v HK pfitomny 1 jiné, napf.
enolové, chinonové, hydrochinonové, eterové, laktonové a dokonce v malém mnozstvi mohou
byt zastoupeny také dusikové, sirové, fosforové funkéni skupiny a nebo mistky [1].

V sekundarni struktufe mizeme nalézt hydrofobni domény, které mohou byt vytvéareny
agregaci aromatickych struktur nebo alifatickymi strukturami. Ve struktufe jsou také
zastoupeny hydrofilni domény, ty zptisobuji sorpci polarnich ¢astic a kationtti kovi.

V soucasné dob¢ existuji tfi hlavni pohledy na charakter a strukturu HK. Prvni je povazuje
za polymery s molekulovou hmotnosti od 500 az 10° Da. Druhy, micelarni koncept, vychazi
z amfifilniho charakteru HL, ktery ma za nésledek intra- a intermolekularni agregace,
tj. shlukovani molekul do ttvarG s hydrofobnim jadrem obdobné jako micely povrchové
aktivnich latek [4], [5]. Tieti teorie supramolekulového uspofadani piedstavuje HL jako
relativné malé a heterogenni molekuly rizného pavodu, které se samy organizuji
do supramolekulédrnich konformaci. Tyto supramolekuly relativné malych molekul nejsou
asociovany kovalentnimi vazbami, ale jsou stabilizovany pfevazné slabymi disperznimi
interakcemi jako jsou m—m, CH-n, van der Waalsovy a vodikové mistky. Podle této teorie
jsou HK asociace prevazné hydrofobnich sloucenin, které jsou stabilizovany pii neutrdlnim
pH hydrofobnimi silami. Pfi nizkém pH jejich konformace roste co do velikosti tvorbou
intermolekularnich vodikovych [6].

Struktura pfirodnich huminovych kyselin je vhodnd pro sorpcni, iontové vyménné
a biodegradacni procesy. Jevi se také vhodna pro detoxikaci kontaminantii pritomnych
v zivotnim prostiedi, které se tam dostali piedevSim jako zékladni slozky dlouhodobé
pouzivanych pesticida [1].
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2.2.3 Chemické vlastnosti huminovych kyselin

Molekulova hmotnost HK se pohybuje vrozmezi 10 000-200 000 g mol™' [7]. Jejich
rozpustnost je omezend, jsou rozpustné v alkalickém roztoku, ale pfi niz§im pH se vysrazeji.
Maji acidobazické vlastnosti v Siroké oblasti pH a fadu pozoruhodnych fyzikalnich vlastnosti,
jako jsou agregacni schopnosti, schopnost konformacnich zmén a povrchové aktivni
chovani [8]. Sodné soli ptidnich a lignitickych HK agreguji pfi neutralnim i alkalickém pH jiz
od velmi malych koncentracich, od 0,001 gdm™ [9]. HK maji polyaniontovy charakter
amuzeme je pocitat mezi slabékyselé polyelektrolyty. Kyseld povaha HK je zpisobena
predevsim ionizaci COOH a fenolickych OH skupin [2].

Tyto pfirodni organické latky vytvaii neobycejné slozitou amorfni smes, vysoce
heterogenni a chemicky reaktivni. Kladné nabité¢ latky mohou interagovat s negativné
nabitymi HK prostfednictvim elektrostatickych interakci, zatimco nenabité polarni a nepolarni
latky interaguji pomoci hydrofobnich interakei a vodikovych mistkll [2]. Pfi odstranovani
toxickych kovil, nachazejicich se v zeminé ¢i vodach, je dulezitd tvorba koordina¢ni vazby
mezi HK a ionty kovil schopnych tento typ vazby vytvaret. Dal§im typem vazebné interakce,
kterym HK interaguji, je kovalentni vazba. Na zéklad¢ pfitomnosti vhodnych funkcnich
skupin v jejich struktufe patii k vazebnym moznostem HK tvorba vodikovych mustki.
S hydrofobnimi a alifatickymi kontaminanty (napi. nékteré pesticidy) je nejcasteji
pfedpokladanym typem vazebného plisobeni hydrofobni interakce. Tento typ vazby vzniké
pti kontaktu nepolarnich skupin (napt. alkylovych) nesenych molekulami a tyto interakce
mohou vychézet napt. z pisobeni van der Waalsovych sil nebo ptesunu n elektrona [8].

Z vySe uvedeného plyne, ze HK mohou reagovat s polutanty rizného charakteru,
s organickymi latkami, t€Zkymi kovy a pesticidy. A tim mohou HK ovlivnit transport, toxicitu
a dostupnost téchto latek v prirode.

2.2.4Vyznam huminovych kyselin

HK zlepS$uji strukturu ptidy a zabranuji vysokym ztratdm vody. Lehké a piscité ptidy chrani
pfed vysokymi ztratami zivin a soucasné je preménuji na urodnéjs$i svym rozkladem.
V tézkych pudach zlepsuji provzdusinovani ptidy. Hlavni polyvalentni kationty odpovédné
za vazani HK v padg jsou Ca®", Fe’" a AI*".

Chemicky pozménuji fixacni vlastnosti pudy. Neutralizuji jak kyselé tak zasadité pidy,
reguluji tak pidni hodnotu pH. ZlepSuji a optimalizuji piijem Zivin a vody rostlinami. Zvysuji
také prijem dusiku rostlinami. Obohacuji ptidu organickymi 1 mineralnimi latkami, které jsou
nezbytné pro rast rostlin. P¥itomnost HK by méla mit dokonce vliv na potlaceni chlordzy
zpusobené nedostatkem Zeleza v rostlinach.

HK biologicky stimuluji rostliny a aktivitu mikroorganismi. Stimuluji rostlinné enzymy
a zvySuji jejich produkci. Podporuji riist a mnozeni zaddoucich mikroorganismtii v puade¢.
Zvysuji ptirozenou odolnost rostlin proti chorobdm a Skiidciim. Podporuji rist kofenti a tim
umoziuji lepsi ptijem zivin. Byl zaznamenan 1 ptiznivy vliv HK na kli¢ivost semen.

V otazce ekologického piinosu HK je nutné jako prvni zminit, ze pudy s vysokym
obsahem HK jsou zarukou nizkého vyplavovani dusi¢nanti a optimalni vyZzivovaci schopnosti
pudy. HK jsou dale schopny snizit pomérné vysoky obsah soli v pidach po nadmérném
pouziti mineralnich hnojiv, a tim snizit jejich toxicitu. V neposledni fad¢ jsou HK a¢innym
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prosttedkem v boji proti pidni erozi. Toho je docileno zvySenou vazebnou schopnosti
pudnich koloidi a podporou ristu kofenového systému rostlin [2].

2.3 Komplexace huminovych kyselin s kovovymi ionty

Distribuce kovovych iontli v zivotnim prostedi je mimotadné slozita a je ovlivnéna celou
fadou reakci (iontové vyménné reakce, srazeci a acidobazické rovnovahy, komplexace
s organickymi a anorganickymi ligandy, adsorpéni a desorpéni procesy). Klicovou roli
v chovani kovovych iontil hraji pfedev§im komplexacni reakce. Organické slouceniny, které
mohou vytvaret komplexy s kovovymi ionty jsou jednak huminové latky, které predstavuji
majoritni ¢ast organickych latek v pladach, a dale organické slouceniny definované
molekularni struktury a chemickych vlastnosti jako jsou alifatické kyseliny, polysacharidy,
aminokyseliny, polyfenoly, atd. Dostupnost a transport kovovych iontii v piidach je uzce
spojen s pritomnosti organické hmoty. Pokud je v pevném stavu, mize zpomalovat transport
kovovych iontl, naopak jeli rozpusténd, miiZze zvySovat mobilitu téchto ionti [10].

Schopnost vazat ionty kovi patii k jedné z nejvyznamnéjSich vlastnosti huminovych
kyselin. HL se chovaji jako viceligandova komplexacni ¢inidla. Hlavni molekulové vlastnosti,
které urcuji jejich komplexacni schopnosti jsou polyfunkcnost, polyelektrolytickd povaha,
hydrofilita, a jejich schopnost vytvéfet intermolekularni asociace a ménit molekularni
konformaci [11]. Komplexaci huminovych kyselin s tézZkymi kovy vznikaji relativné stabilni
komplexy, coz vede ke snizeni jejich toxicity (pfipad iontl médi) v pfirodnich systémech.
Zabudovani tézkych kovl do struktury huminovych kyselin tak vyznamnou mérou pfispiva
k jejich imobilizaci a eliminaci v pfirodé. Vazebna schopnost huminovych kyselin s kovy
klesa v potadi Fe** > AI** > Cu** > Zn*" > Ni** > Co™* > Mg”* [12].

Podle reaktivity s organickymi ligandy Buffle [11] roz¢lenil anorganické kationty do tii
t¥id. Kationty prvni tiidy (,,hard®), jako jsou kovy alkalickych zemin Ca** a Mg, jsou
poutany predev§im elektrostatickymi silami a vytvafi spiSe slabé komplexy vné&jsi sféry
a pouze s kyslikatymi ligandy. Kationty druhé ttidy (,,soft) Cd**, Pb>* a Hg*" oplyvaji silnou
tendenci vytvaret kovalentni vazby s N a S ligandy a v pid¢ se nachazi obycejné¢ ve velmi
nizkych koncentracich. Afinita k donorovému atomu pro tyto kationty stoupd v potadi
O<N<S, zatimco pro kationty prvni tifidy je pofadi opacné. Tieti kategorie kationtl
(,,borderline*) zahrnuje v&tsinu piechodnych kovi jako jsou Fe’*, Cu®*, Zn** a Mn**. Svymi
vlastnostmi lezi mezi kationty prvni a druhé kategorie a vykazuji afinitu k obéma typim
ligandt. Tyto kationty soupefi o kyslikata ligandova mista prevazné s kationty prvni tfidy.
Ty jsou sice méné silné poutdny, ale nachazi se v pidé¢ obvykle ve vyssich koncentracich.
V mens$i mife dochazi také k soupetfeni o dusikatd a sirova vazebnd mista s kationty druhé
kategorie.

2.3.1 Vazebna mista huminovych kyselin

Hlavni funkéni skupiny v HK, které mohou vazat ionty kovil jsou skupiny obsahujici
kyslik, tj. karboxylové skupiny, fenolické, alkoholové a enolové OH skupiny. Aminoskupiny
a skupiny obsahujici siru a fosfor mohou byt v mensi mife také zapojeny do véazani kovu.
Nejbéznéji odhadované stechiometrie komplexace HK:kov jsou 1:1 a 2:1.
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Interakéni procesy mohou byt vyrazné ovlivnény elektronovymi a sterickymi podminkami
ligandovych mist, fyzikalnimi a chemickymi vlastnostmi okoli, v¢€etné pH, iontové sily
a koncentrace kovl. Stejné funkéni skupiny mohou byt ve strukture HK navazany
na strukturné odlisné alifatické fetézce a aromatické kruhy, to se projevi rozdilnymi
elektronovymi efekty. Stericky efekt je dan prostorovym uspotradanim okoli vazebnych mist.
To je ovlivnéno tvorbou ¢i zanikem vodikovych mistkii a kovovych mustkil, coz zavisi
na pH, iontové¢ sile a koncentraci kovu. Pribéh komplexace a stabilita vzniklych komplexta
je ovlivnéna rovnéz hydrataci hydrofilnich mist a elektrostatickym polem, které je dané mirou
ionizace hlavnich kyselych funkénich skupin [11].

Nejvyznamngjsi tlohu pfi vazani kovovych iontd hraji aromatické karboxyly a fenolické
skupiny. Vytvareji chelaty, které mohou byt tvofeny dvémi karboxylovymi skupinami
vzajemné v orto poloze na benzenovém jadie (Obr. 3) a nebo fenolickou a karboxylovou
skupinou vzajemné v orto poloze (Obr. 4).

i i
C=0" C=o_
+ M¥F = M + H'
fon
o) o)

=0
=0

+ M2+ P ? + H*

OH O
Obr. 4  Vazebné misto tvorené fenolickou a karboxylovou skupinou [11].

Dalsi mozné spojeni muze zahrnovat fenolické OH skupiny, chinon, NH,, SH skupiny
a konjugované ketonické skupiny, viz. (Obr. 5).

7 2+ //I \ +
R—Cy + 12 M R—C/ M + H
C—OH =0

Obr.5 Vazebné misto tvorené konjugovanymi ketonickymi skupinami [11].
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Do vazani kovovych iontl mohou byt zapojeny také nearomatické skupiny, jak naznacuji
reakéni schémata zobrazena na (Obr. 6).

R.__.OH R .O_
~CH \$H M
IQC\C/OH + M* IQC\C/O + 2 H
I I
0 0
IﬁC\C;O IQC§C/O
é + MY == | M + 2H
07 “OH 0 ~o”

Obr. 6 Vazebna mista tvorend nearomatickymi skupinami [11].

Vazebna mista mohou byt tvofena funkénimi skupinami, které patii dvéma rGznym
molekulam. Tim dochézi k tvorbé chelatii (Obr. 7) nebo komplext 2:1 (Obr. 8). Piipadné
mohou vznikat fetézové struktury (Obr. 9), které mohou vést az k agregaci a vylu¢ovani HK.

i i i )
C—0~ c—o\ /o—c
2[:::1: + MY —= [:::I: M :I:::] +2H*
/N
ﬁ—OH ﬁ—o O_ﬁ
o) 0 o)
0 9 ;
C—0~ C—0 0
2[::1: + M == \M/// +2H"
AN
OH o/// O_ﬁ
0

Obr. 7 Vazebnd mista tvorenad funkcénimi skupinami dvou riznych molekul [11].
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Obr. 8 Tvorba komplexui 2:1 [11].
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Obr.9 Tvorba retézovych struktur [11].
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Mezi kovovymi ionty a HL dochézi k tvorbé dvou typti komplexti. Jednéa se o komplexy
vnitini sféry, kdy se mezi atomy ligandu a kovovym iontem vytvaii vazba kovalentniho
charakteru a oba jsou zcela nebo castecné dehydratovany. Druhym typem jsou komplexy

vngjsi sféry. V tomto piipadé¢ se mezi ligandy a kovovym iontem, ktery zistdva zcela

hydratovany, jednd o elektrostatické pfitazlivé sily. Pro jednoduchost vSechny reakcni
schémata popsdna na (Obr. 3) az (Obr. 9) ptredstavuji tvorbu komplexd vnitini sféry, ale
mohou znazornovat také komplexy vnéjsi sféry, jestlize kation je solvatovan, jak naznacuje

schéma posledni (Obr. 10).

0]

[l
@C—OH
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Obr. 10 Tvorba komplexu vnéjsi sféry [11].
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Komplexace jednoho Cu®* iontu mize také sniZovat schopnost sousednich funké&nich
skupin vytvofit komplex s dal§im iontem. Vazebna afinita nékterych humata k Cu** klesa
v potadi pidni HK > raselinovd HK > ligniticka HK > ptidni FK. Je pozoruhodné, ze HK
s vy$$im obsahem dusiku (pidni a raselinové HK) vytvareji silngji komplexy s Cu®*
ionty [13]. T pomoci metody elektronové spinové rezonance (ESR) bylo zjisténo, ze Cu®’
ionty mohou byt siln¢ vazany i do dusikatych donorovych skupin v HL [14].

2.3.2 Komplexace méd’natych ionti huminovymi kyselinami

Diky své unikétni struktufe maji huminové kyseliny vysokou afinitu k Cu®* iontim a tento
iont byva ¢asto uzivan v experimentech jako modelovy.

Mechanismus a rozsah komplexace je funkci riznych faktord, zavisi zejména na pH,
iontové sile, povaze kovovych iontld, koncentraci a dalSich vlastnostech HL.
Pti kvantitativnim popisu komplexace se obvykle pouziva parametr komplexaéni kapacita
HL, kterou miizeme definovat jako maximalni kapacita HL pro navazani kovovych iontl.
Vliv pH na komplexaci kovli s HL souvisi se zménami ve stupni ionizace karboxylovych
a fenolickych skupin a s hydrolyzou kovového iontu. Pii nizkém pH dochézi k protonaci
ligandli a vétSimu soupeteni proton a kovovych iontd o vazebna mista, pfi vysokém pH
dochazi zase k hydrolyze kovovych ionti. Komplexacni kapacita HL se zvySuje se zvySujici
se hodnotou pH z kyselé oblasti az do neutralni a klesa pii vyssi iontové sile [11]. Pfi hodnoté
pH ~ 5 je mnozstvi navazaného Cu®" nejvyssi [15]. Pro viechny hodnoty pH je iont Cu®'
vazan vice siln€ji huminovymi nez fulvinovymi kyselinami. Divodem muze byt jejich
rozdilna struktura. U HK se navic setkdvame s vyssi pravdépodobnosti, Ze na aromatickém
kruhu dojde k vyskytu sousednich karboxylovych a hydroxidovych skupin [16].

Pfi molarnim poméru HL:Cu 0,003 je piiblizné 60 % Cu*" piitomno v roztoku ve formé
komplexu s HL a zbytek jako volné ionty Cu®* v rozmezi pH od 3 do 7. Pfi pH vy$§im nez 7
se vytvari ionty Cuy(OH),*, Cu(OH),*", Cu(OH);™ a Cu(OH),. Pii hodnot& molarniho poméru
HL:Cu 0,6 je dominantni formou komplex s HL az do pH 10. V oblasti pH 10-12 uz komplex
soupeti s produkty hydrolyzy a pii pH vys$§im nez 12 je pievladajici formou Cu(OH),>.
Kyslikata ligandova mista z HK nahrazuji slabé H,O ligandy v [Cu(H,0)s]*". Podle vysledki
ESR spektroskopie pfi molarnim poméru HS:Cu 0,003 se vytvaii komplex [Cu(H,O)s]L
s jednim kyslikovym donorovym ligandem. ZvySeni poméru na 0,03 vede ke tvorbé
[Cu(H,0)4]L, komplexu vnitini sféry. Dale pii hodnoté¢ poméru 0,6 vznikd komplex
[Cu(H20)4]L4 [17].

HK maji komplexacni kapacitu dvakrat az ¢tytikrat mensi nez by odpovidalo obsahu jejich
kyselych funkénich skupin. Z toho vyplyva, ze celkové mnozstvi funkénich skupin neni
to jediné co ovliviiuje komplexaéni kapacitu HK pro Cu®* ionty [14]. Ve struktuie
huminovych kyselin existuji dva hlavni typy vazebnych mist, na které jsou ionty pfechodnych
kovli vazany. Prvni typ tvofi funkéni skupiny schopné odstépit proton H'. Sem patii zejména
OH skupiny karboxylové, fenolické a enolické. Druhym typem mohou byt napt. aromatické
struktury, pficemz mensi Cast iontl miiZze byt vazéna fyzikalnimi silami [18]. Na zaklad¢
méteni kinetiky interakci kovovych iontlh s HK potenciometricky a konduktometricky [19]
je navrhovan mechanizmus komplexace, ktery ptedpoklada relativné rychlé obsazeni vétSiny
kyselych skupin méd’'natymi ionty a nasledné preuspotradani struktury tak, aby kazdy z téchto
dvojmocnych iontd byl svazan se dvéma vhodnymi funkénimi skupinami.
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Dal$im parametrem pouzivanym pro charakteristiku komplexace je konstanta stability
komplexu HL s kovem, ktera poskytuje ¢iselné vyjadieni afinity kovového kationtu k ligandu.
Zdroj HL a postup pouzity pii izolaci, koncentrace HL, iontova sila roztoku, pH, teplota
a zpusob zpracovani experimentalnich dat pro vypocet konstanty stability mohou ovliviiovat
dosazené vysledky [11].

2.4 Fluorescen¢ni spektroskopie
2.4.1 Fluorescence

Fluorescence je vlastnost nékterych latek, které jsou nasledné po absorpci zareni schopny
emitovat zafeni vyvolané piechodem mezi elektronovymi stavy o stejné multiplicité.
Excitovaného stavu dosahne molekula elektronovym piechodem po absorpci fotonu.
Absorpce fotonu, ktera nastane v disledku interakce oscilujiciho vektoru elektrického pole
elektromagnetického zafeni s nabojem v molekule (elektronem), mulze nastat pouze
dopadajicim zatfenim urcité vinové délky. Pokud absorbovany foton obsahuje vice energie nez
je nezbytné pro elektronovy pfechod, nadbytek energie je obvykle preveden na vibraéni
arotacni energii. AvSak pii interakci molekuly s fotonem, ktery nema postacujici energii
pro piechod mezi elektronovymi stavy, absorpce nenastane. Kazdy elektronovy stav
je rozdélen na nékolik vibra¢nich a rotacnich energetickych hladin. Zakladnim stavem vétSiny
molekul je elektronovy singlet. Pfi pokojové teploté ma velmi malo molekul dostatek vnitini
excitace za¢ina obvykle z této energetické hladiny.

Absorpci vhodného zéfeni dochdzi zpravidla k excitaci do jedné z vibracnich hladin
prvniho (S;) nebo druhého (S;) singletového energetického stavu. Okamzité po absorpci
konverzi a vibrac¢ni relaxaci. Vnitini konverze je nezatrivy pfechod mezi dvéma elektronovymi
stavy stejné spinové multiplicity. Jestlize by se jednalo o pfechod mezi dvéma vibra¢nimi
hladinami stejné energie, patfici ale elektronovym staviim rizné multiplicity, jednalo by se
singletovém stavu (S;) n¢kolik nanosekund nez nakonec ptejde do zakladniho stavu (Sy).
Tento ptechod je doprovazen emisi fotonu a nazyva se fluorescence. Protoze energie vyzarena
pii fluorescenci je v dusledku neradiacnich pfechodii menSi nez pii absorpci, bude
fluorescenc¢ni spektrum posunuto k vy$§im vlnovym délkam.

Fluorescencni spektrum zobrazuje rozdéleni pravdépodobnosti riznych piechodl z nejnizsi
vibra¢ni hladiny S; stavu do rtznych vibracnich hladin Sy stavu. Existence rotacnich
a vibracnich energetickych hladin v kazdém elektronovém stavu je pti¢inou tvorby Sirokych
emisnich pasd. Emisni spektrum je tak charakteristické pro danou slouceninu. Emisni
spektrum je zavislost intenzity fluorescence na vlnové délce pti konstantni excitacni vinové
délce. Spektrum meéfené pii konstantni vinové délce emise a rizné vinové délce excitace
se nazyva excitacni spektrum.

Emisni a excitacni spektra lze snimat pomoci spektrofluorimetrti. Zdrojem svétla byva
lampa emitujici konstantni proud fotond. Svételny zdroj konvencniho typu fluorimetru
je vysokotlaka xenonova vybojka. Pomoci excitacniho monochromatoru je vybrana excitacni
vlnova délka. Fluorescence je snimana zpravidla v pravém uhlu k dopadajicimu zateni
a detekovana skrze emisni monochromator fotonasobic¢em [20].
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2.4.2 Zhaseni fluorescence

Zhéseni fluorescence je bimolekularni proces, pfi kterém dochazi ke snizovani kvantového
vytézku fluorescence beze zmény fluorescen¢niho emisniho spektra. Jedna se o deaktivaéni
mechanismy, které zahrnuji pfenos energie z jedné molekuly na druhou. Kvantovy vytézek
je pomér poctu fotonli emitovanych a absorbovanych fluoroforem za sekundu. Dynamické
(srazkové) zhaseni nastava, pokud je fluorofor v excitovaném stavu deaktivovan pfi srazce
s molekulou zhésedla. Fluorofor se nasledn¢ navraci nezativé do zakladniho stavu. Molekuly
nejsou na rozdil od statického zhdSeni pii tomto procesu chemicky ménény. Jednim
znejvyznamnéjSich zhdse¢ii je molekulovy kyslik. V pfipadé¢ statického zhaSeni
se po kontaktu fluoroforu azhasedla vytvaii nefluoreskujici komplex. Mozné je také
tzv. samozhéseni, coZz je zhaSeni fluoroforu jim samotnym a nastavd pii jeho vysokych
koncentracich.

Pokles fluorescence zpisobeny dynamickdm zhaSenim popisuje tzv. Stern-Volmerova
rovnice:

¢ _ 1o
1

:1+quO[Q]:1+KSV[Q]’ (1)

kde ¢y a ¢ je kvantovy vytézek fluorescence bez a v pritomnosti zhasece, I, a  jsou intenzity
fluorescence v ustaleném stavu v nepfitomnosti a v pfitomnosti zhaSece, kq je bimolekularni
zhaSeci konstanta, 7y je doba Zzivota excitovaného stavu za nepiitomnosti zhdsece a [Q]
je koncentrace zhaSece. Kgy je Stern-Volmerova zhéseci konstanta.

Statické zhaseni predpoklada existenci oblasti u¢inného zhaseni (kdy zhaSe¢ a fluorofor
neméni vii€i sobé svoji polohu béhem doby Zivota excitovaného stavu fluoroforu) a nebo
vytvoieni nefluoreskujiciho komplexu v zdkladnim stavu.

Predpokladame-li tvorbu nefluoreskujiciho komplexu podle rovnice

M+Q < MQ, )

fluorescencni intenzita klesa s ptidavkem Q. Zavislost intenzity fluorescence na koncentraci
zhaSedla 1ze odvodit z disociacni konstanty vzniklého komplexu

_M-q]
7 kel v

kde [M — Q] je koncentrace komplexu, [M] je koncentrace fluoroforu a [Q] je koncentrace
zhasece. Celkova koncentrace fluoroforu [M]y je ddna vztahem:

[M], = [M]+[M-Q]. (4)

Z rovnice (3) a (4) dostavame:

)
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Vzhledem k tomu, Ze intenzity jsou umérné koncentraci (plati zejména pro zfedéné roztoky),
muzeme tento pomer piepsat jako

1
—=1+£[Q]. ()
1

Zavislost poméru fluorescence na koncentraci zhaSece je linearni, obdobné jako
u dynamického zhéseni, jen zhasSeci konstanta je nahrazena disociacni konstantou Kg [20].

2.5 Studium huminovych kyselin pomoci fluorescen¢ni spektroskopie
2.5.1 Fluorescencni spektroskopie huminovych kyselin

HL maji absorpéni maximum v UV oblasti kolem 200-230 nm diky pfitomnosti
aromatickych a dalSich organickych komponent. Hodnota absorbance pfi 260 nm je obvykle
pouzivana ke stanoveni relativniho obsahu aromatickych C=C v pfirodni organické hmot¢,
jelikoZ v substituovanych benzenech nebo polyfenolech nastdvaji m—m* pfechody v této
oblasti vinovych délek. Barevny koeficient A4ss/Asss je pomér absorbanci vzorku pii 465
a 665 nm. Je nezavisly na koncentraci HL, ale je typicky pro jednotlivé frakce ptirodni
organické hmoty nebo HL ziskané z rtiznych zdroji. Hodnoty barevného koeficientu jsou
pro HK obvykle mensi nez 5,0 a pro FK se jeho hodnoty pohybuji mezi 6,0 az 8,5 [21].
Pomér je zavisly na obsahu aromatického uhliku a odpovida stupni kondenzace HL. Mala
hodnota poméru koresponduje s vysokym stupném humifikace a signalizuje maly pocet
alifatickych fetézcu.

Huminové kyseliny jsou smési organickych latek, které obsahuji fluoroforni skupiny
aproto lze pfi jejich studiu pouzit metodu fluorescenéni spektroskopie. Vodné, koloidni
roztoky HK fluoreskuji pfiblizn€ od 350 po 600 nm. Rozsah m-elektronového systému, typ
a pocet substituentd na aromatickém kruhu vyznamné ovlivituje intenzitu fluorescence
a emisni vlnovou délku. Celkové fluorescen¢ni chovani molekuly je vysledkem souhrnnych
jevi a vysledné spektrum je souhrnem jednotlivych fluorofort pfitomnych v molekule
Vysledny zdznam spektra je pak tedy funkci jak primarni, tak 1 sekundédrni struktury
huminovych latek.

Jev molekularni fluorescence je zaloZzen na emisi fotonu pii pfechodu excitovaného
elektronu z prvniho singletového excitovaného stavu do singletového zakladniho stavu. Toto
chovani ptfedpokladd vybuzeni elektroni z molekulovych orbitali zakladniho stavu
do excitovanych nevazebnych nebo antivazebnych orbitalti. Typicky ptfechod tohoto druhu
zahrnuje vybuzeni pfistupnych n nebo n elektronti do m* orbitald. Tento proces je vysoce
pravdépodobny v molekularnim systému obsahujicim atomy s volnymi elektronovymi pary
jako O a N nebo aromatickém ¢i alifatickém konjugovaném nenasyceném systému schopném
vysokého stupné resonance, tj. elektronové delokalizace. To je prave pfipad huminovych
kyselin [22].

Fluorescencni techniky se daji vyuzit k rozliSeni jednotlivych frakci pfirodni organické
hmoty a k rozliSeni HL rtizného ptvodu a povahy [21], [23]. Fluorescenéni spektroskopie je
citliva, nedestruktivni metoda a pro analyzu posta¢i malé mnozstvi vodného vzorku i o nizké
koncentraci (<20 mg dm ™). Na rozdil od UV/VIS spektroskopie, ve vlastni fluorescenci HK
se odrazi informace tykajici se struktury, funk¢énich skupin, konformace a heterogenity, stejné
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tak dynamické vlastnosti, které souvisi s jejich intramolekularnimi a intermolekularnimi
interakcemi.

V emisnim spektru HK obvykle nalézdme Siroky emisni pas s maximem okolo 510 nm
(pfi Aex = 340 nm). Pfi charakterizaci ptfirodni organické hmoty Chen a kol. [21] zdtvodnuji
tuto hodnotu vlnové délky maxima emisniho spektra HK pfitomnosti kondenzovanych
aromatickych kruhd a dal$ich nenasycenych systému, vysokému stupni konjugace, elektron-
akceptorovych skupin jako jsou karbonylové a karboxylové funkéni skupiny. Vodni pfirodni
organické hmoty bohaté na sacharidy a polyfenoly vykazuji oproti HK emisni maximum
pti kratSi vlnové délce a o vyssi intenzité. Fluorescence v oblasti 440—480 nm je ovlivnéna
fluorescence HK dale pfisuzuji vysoce substituovanym aromatickym strukturdm, jejich inter-
a intramolekuldrnim vazbam a samozhaseni mezi huminovymi makromolekulami, které
je zpisobeno vétsi tésnosti aromatickych chromoforit a tedy vyssi pravdépodobnosti
deaktivace excitovanych stavii vnitinim zhasenim. Emisni spektra HK jsou odlisna podle typu
pfirodniho zdroje. Porovnani excitacnich a emisnich spekter HK je uvedeno ve studii
Senesi a kol. [22].

Vyssi hodnoty vinové délky emisniho maxima jsou charakteristické pro HK plvodem
z paleosolu, Leonarditu (lignitu), pidy a raSeliny, které maji frakce s vysokou molekulovou
hmotnosti. Pro FK jsou charakteristicka maxima pii niz§i hodnot¢ vinové délky emise a vyssi
intenzita fluorescence hlavnich fluorescenc¢nich pikii oproti HK. Tento rozdil lze vyvétlit
pfitomnosti jednodusSich strukturnich komponent, s niz§im stupném aromatické
polykondenzace a niz$im stupném konjugace chromofort u FK. Pfitomnost elektro-
donorovych substituentil jako jsou hydroxyl, methoxyl a amino skupiny v molekulach o nizsi
molekulové hmotnosti zvySuje intenzitu fluorescence zvySenim pravdépodobnosti piechodu
mezi singletovym a zakladnim stavem. Je nutné poznamenat, Ze 1 dalsi elektronové procesy,
jako vnitini konverze a mezisystémovy prechod, a také faktory jako koncentrace, pH, iontova
sila a teplota mohou do urCit¢ miry ovliviiovat intenzitu fluorescence a vlnovou délku
emisniho maxima.

Excita¢ni spektrum HL obycejn¢ poskytuje nckolik piklt s relativni intenzitou, které
se rizni podle typu a zdroje HL. Piky jsou zpravidla lokalizovany ve tfech oblastech,
pti vysSich (440—480 nm), stfednich (380—400 nm) a nizSich (300-360 nm) vinovych délkach
(Aem = 520 nm). Jednotlivé HL z riznych zdroju lze rozlisit podle intenzity téchto excitaénich
pikid. Pro vétSinu pidnich HK, lignitické a raSelinové HK jsou charakteristické dva hlavni
excitaéni piky voblasti vysokych vinovych délek (463-467a 440451 nm), casto
doprovazené mensim pikem ve stfedni oblasti (390-395 nm). Paleosol a terra rossa ptidni HK
vykazuji pouze jeden hlavni excita¢ni pik bud’ pii 466473 nm nebo 440-447 nm, pripadné
jesté méné intenzivni pik pti 450453 nm nebo pfi 463 nm a 390-394 nm. Zbyvajici HK
a vSechny FK se vyznacuji hlavnim excitacnim maximem ve stiedni oblasti vinovych délek
(388-394 nm) a dal$im mensim pikem pfii vysSich ¢i nizsich vinovych délkach [22].

Krom¢ méfeni emisnich a excitacnich spekter je v poslednich letech zna¢né pouzivanou
metodou také synchronni fluorescencni spektroskopie (SFS). Princip méfeni je takovy, Ze je
udrzovan konstantni rozdil A4 mezi excitaénim a emisnim monochromatorem dle rovnice:

A=A, —A,. (7)
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Synchronni fluorescen¢ni spektroskopie poskytuje vyssi spektralni rozliSeni prekryvajicich
se fluorescen¢nich signali od jednotlivych komponent, jedna se tedy o citlivéjsi metodu
s v&tsim rozliSenim pikd. Stupen citlivosti zavisi na parametru AA, ktery miize byt zvolen.
Optimalng zvolené AA by mélo odpovidat rozdilu vinovych délek mezi maximem emisniho
a excitacniho spektra [24]. Zpisob méfeni a zdznam spektra metodou SFS muize byt dvojiho
typu. Sleduje se zavislost relativni intenzity fluorescence na excitaéni (synchronni excitacni
spektrum) nebo emisni vinové délce (synchronni spektrum fluorescence).

Pii rozliSeni vodni organické hmoty Peuravuori a kol. [25] rozdélili synchronni spektrum
(pro AA=18 nm) na nékolik oblasti, které by méli odpovidat odliSnym chromoforim.
Maximum soustfedéné pii Aex/Aem Okolo 280/298 nm pricitaji aromatickym aminokyselinam
anékterym dalSim kyselindm obsahujici vysoce konjugované alifatické struktury.
Potencialnim chromoforem pro Aey/Aem = 330/348 nm miize byt naftalen a jeho derivaty.
U frakce HL je tato oblast nevyrazna. Intenzita v oblasti okolo Aex/Aem =355/373 nm
odpovida polycyklickym aromatickym latkam, se tfemi az Ctyfmi benzenovymi kruhy.
A oblast Aex/Aem soustiedénd kolem 400/418 nm by méla odpovidat polycyklickym
aromatickym latkdm s péti benzenovymi kruhy. Posledni oblast s maximem pro Aex/Aem
pti vlnovych délkach 460/478 nm pravdépodobné odrazi polycyklické latky sestavajici
se ptiblizné ze sedmi benzenovych kruhd.

Pomoci synchronniho excita¢niho spektra (AA=18 nm) Senesi a dalsi [22], [24]
rozlisuji HL. Pro raselinové, Leonardite (standard lignitické HK) a piidni HK je spektrum
charakteristické hlavnim pikem pii vySSich vlnovych délkach, pro pidni okolo 475 nm
a Leonardite 480 nm. Spektrum pidni a raselinové FK je vice strukturované s hlavnim pikem
okolo 457 nm a nékolika minoritnimi piky riizné intenzity. Hlavni maximum synchronniho
spektra HK pii vyssi vinové délce a o nizsi intenzité oproti FK potvrdil i Chen a kol. [23]
pfi AA=20nm. U pidni HK v synchronnim spektru nalezli tfi hlavni piky pii 466, 480
a 489 nm, které ptisuzuji riznym elektron-akceptorovym substituentim v HK. Hlavni pik
pro pidni FK se nachazelo okolo 400 nm, coz podle autorii odpovidd fenolickym
fluoroforim. Poloha maxima HK opét nasvédCuje vétSimu poctu konjugovanych
aromatickych m-elektronovych systémi s elektron-akceptorovymi funkénimi skupinami.
Zavislost R.F.I. (relativni intenzita fluorescence) HK na hodnoté pH se ve spektru SFS
projevuje vyrazngji v oblasti 340—450 nm neZ v oblasti kolem 470—480 nm. Se zvySujicim se
pH se intenzita spektra zvySuje. Vyraznéjsi ovlivnéni oblasti 340—450 nm podle autort
souvisi s ionizaci fenolickych hydroxidl, snizeni asociace a rozpojeni makromolekularni
struktury.

Intenzita piki mize byt tedy uZita jako indikéator povahy ptirodni organické hmoty. Posuny
hlavnich pika ve spektru smérem k vy$§im vinovym délkam v oblasti 450—480 nm (Cerveny
posun) indikuji pfitomnost polykondenzovanych huminovych komponent. Vys$si hodnota
R.F.I. odpovida obsahu komponent o vysoké molekulové hmotnosti. Oproti tomu ptitomnost
vétSitho poctu jednoduchych a disociovanych fenolickych chinonovych typ organickych
sloucenin vede ke zvyseni intenzity fluorescence v oblasti 380—430 nm.
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2.5.2 Studium komplexace metodou fluorescencni spektroskopie

Vazebna mista, ktera se nachazeji ve strukture HL, maji odlisné komplexacni vlastnosti.
Utinnd komplexace mezi kovovym iontem a HL zavisi na strukturnim a konforma¢nim
chemizmu kazdé jednotlivé molekuly a na usporadani funkénich skupin jednotlivych
vazebnych mist [26]. Kovové ionty jsou v HL vdzany funkénimi skupinami, které obsahuji
volny elektronovy par a m vazebné elektrony jako jsou COOH, OH a aromatické struktury.
Ptipadna komplexace zvySuje dislokaci elektronil a to ma za nasledek zvysSeni absorbance
huminového materidlu [27]. Komplexace s kovovym iontem méni elektronovou polarizaci jak
kovového iontu tak vazebného mista HL. Vzhledem k fluorescenénim vlastnostem
jednotlivych vazebnych mist mize takova zména vést ke zvySeni Ci snizeni fluorescenéni
intenzity pii ur¢ité emisni vinové délce. Fluorescenéni spektrum je pak vyslednym souctem
intenzit vSech fluoroford. Fluorofory, které jsou spojeny s vazebnymi misty, jsou ovlivnény
ptitomnosti kovovych iontil a jaké povahy bude toto ovlivnéni zavisi na povaze kovového
iontu a samoziejmé do jisté miry i na experimentalnich podminkéch [26], [28].

Paramagnetické kovové ionty jako jsou Cu®’, Fe'*, Fe**, Co**, Ni**, Mn*, Cr**, Cr**
aVO** mohou efektivnd zhaet fluorescenci ligandd HL, pri¢em? zhageci efekt
diamagnetickych kovovych ionti Pb** a AI’* je mén& vyrazny, dokonce miize byt u tdchto
ionti pozorovano i zvyseni fluorescence HL. Cd**, které vytvati slabé komplexy, a kationty
jako K*, Na*, Ca** a Ba™" nevykazuji zhaSeci u¢inek. V&t3i zhaseci schopnost méd’natych
jontti Cu®" je ptisuzovana jejich schopnosti vytvaret silné komplexy vnitini sféry [11], [26],
[29]. Pfechodné kovy maji energetickou d hladinu niz$i nez excitovany singletovy stav HL
a proto dokézi ucinné¢ zhaset fluorescenci HL ligandii prostfednictvim intermolekuldrniho
ptenosu energie [30].

Jak dokladaji Lu a Jaffe [28] se svymi pokusy s Hg*" ionty, zhaset lze i fluorescenci
rozpusténé organické hmoty. ZvySujici se zhaSeni intenzity emisniho spektra se vzrustajici
koncentraci Hg** poukazuje na to, e Hg”" ionty musi byt navazany na fluoroforni skupiny
organické hmoty [31]. Pfirodni organickd hmota je ale smési mnoha komponent a tedy
vysledné zhaSeni neni imérné vSem vazebnym mistim. Jak je jiz v kapitole 2.3.2 zminéno pH
ovliviiuje komplexaci kovovych iontd. Nejvétsi zhdSeni rozpusténé organické hmoty lze
pozorovat pti pH 8. Hydrolyza Hg”" patrné zptsobuje, Ze nad pH 8,5 se fluorescence zvysuje.
S poklesem pH od 8 do 3,5 dochazi také k ¢im dal mensimu zhaSeni emisni fluorescence
systému. To je pravdépodobné zptisobeno vétsim soupefenim protontt a Hg** iontii o vazebna
mista. Dalsi pokles pH od 3,5 po 2,5 opét vyvolava zvySeni zhaSeni, mozna nésledkem
strukturnich zmén v rozpusténé organické hmoté diky protonaci kyselych funkénich skupin.
Pii pH 2.5 je fluorescenéni intenzita emise rozpu§téné organické hmoty s Hg”" ionty stejna
jako bez ptidavku téchto iontl. To by souhlasilo s hypotézou, Ze pfi této a niz$i hodnoté pH
nedochézi k vyznamnému vazani iontll a nenavazané kovové ionty nezhasi fluorescenci [28].

Podle prace Monteil-Rivera a kol. [10] svéd¢i o tvorbé komplexu HL také s ionty kobaltu
pokles emisni intenzity HL. Kromé zmén v intenzité fluorescence byva komplexace HL
s nékterymi kovovymi ionty doprovazena i zménami v jejich emisnim spektru. U Co®" iontd
lze pozorovat posun maxima emisniho spektra HL k niz§im vlnovym délkam. Pfi sledovéani
komplexace pomoci synchronni fluorescence ale neni zjiSténé zhdSeni tak jednoznacné.
V ptipad¢ Leonardite HK standardu, piinastaveni A4 =20 nm, se hlavni maximum spektra
nachazi pii 463-467 nm. To je s ptidavkem Co”" iontii zhageno, aviak postupnd s ristem
koncentrace iontll nedochazi k soustavnému poklesu intenzity fluorescence. Od koncentrace
5-10* mol dm™ 1ze dokonce pozorovat pro HK, o koncentraci 3,3 mg dm™, nardst
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fluorescence. Naproti tomu pii pouziti AA= 80 nm dochazi k postupnému zhaSeni maxima
synchronniho spektra podobné jako uemisniho spektra. Pfi tomto nastaveni se hlavni
maximum objevuje pfi jiné vinové délce nez pii nastaveni A4 =20 nm a synchronni spektra
poskytuji slabsi rozliSeni. Pii tomto nastaveni je dominantni jiny fluorofor nez pii pouziti
AA=20nm [10].

Komplexaci Ni** jontti doprovazi pokles intenzity excitaéniho spektra pdni HK. Nejvice
ovlivnén se jevi fluorofor, ktery vytvaii pik pfi excitaci 446 nm. Toto maximum bylo ovéfeno
metodou EEM, kdy spektrum s hlavnim maximem Aex/Aem 445/525 nm a méné intenzivnim
pikem pfi Aex/Aem 370/495 nm vykazuje v disledku komplexace iontli nikelnatych pokles
intenzity u obou pikd.

Obdobné jevy pozorovali ve stejné praci i pri komplexaci Zn** iontd, aviak v disledku
rozdilné elektronové konfigurace a rozdilné afinity HK k obéma iontim je zhaSeni méné
vyrazné nez v piipadé Ni** [30].

Piidanim AI** iontt k HL dochazi jak ke zhaseni, tak 1 ke zvyseni fluorescence, v zavislosti
na pH prostiedi a také na sledovaném fluoroforu a jeho excita¢ni a emisni vinové délce [26],
[29]. Obdobné chovani jako v piitomnosti Al’* jonti vykazuji HL i v pritomnosti Be®" [32].
Kromé zvyseni emisni intenzity po piidani AI’* iontdi pozorovali Zhao a Nelson [33] také
zménu fluorescenéniho profilu FK, pfesn€ji feCeno cerveny posun excitatniho maxima
a modry posun vinové délky emisniho maxima.

Fluorescencni zhaseni souvisi s pritomnosti nesparovanych elektronii v kovovém iontu.
Proto titrace HL Ca®, Mg* a La’" ionty nevyvoliva Zidnou méfitelnou zménu
fluorescenéniho signalu. Naproti tomu ionty Tb** a Cu®" a jesté vyrazngji Pd** a Fe’* ionty
zpusobuji zhaSeni HL [33].

Neves a kol. [34] se zabyvaly vlivem iontl na strukturu syntetické HK, ktera byla ziskana
oxidacni polymerizaci smési hydrochinonu s p-aminobenzoovou kyselinou. Experiment
provedli s ionty Cu®*, Fe’* a Mn®". Excitadni spektra (Aem =500 nm) v piitomnosti t&chto
iontd vykazuji snizeni intenzity v oblasti 200-350 nm, nejvyrazn&jsi po piidani Cu®*. SniZeni
fluorescencni intenzity mtze podle autord souviset s molekulovou hmotnosti po zformovani
komplexu HK s kovovymi ionty. ZvySeni intenzity v oblasti 375-460 nm pfticitali redukci
karboxylovych skupin v molekule po komplexaci. Emisni spektrum (Aex = 330 nm) komplext
syntetické HK vykazovalo Siroky pés pii 492 nm. VSechna spektra opét vykazuji sniZzeni
fluorescenéni intenzity ve srovnani se vzorky bez pridavkil iontl. Jednim z vysvétleni mize
byt také tésnéjsi blizkost aromatickych chromoforti a tim vétsi pravdépodobnost deaktivace
excitovanych stavi.

V piipadé Cu®" iontd, zvyseni jejich koncentrace v systému fluoreskujicich ligandd jako
jsou huminové latky, vede k poklesu intenzity jejich fluorescencniho spektra. Spektra
fluoreskujicich molekulovych frakei, které nevykazuji komplexacni vlastnosti zlistdvaji
priblizng neménné [35]. Zhaseni fluorescence HL Cu”* ionty ma povahu statického zhasen,
coz svédc¢i o tvorbé komplexu v zakladnim stavu [33]. Nakashima a kol. [36] ze zhaSeni
emisniho spektra HK identifikoval dvé vazebna mista, s riiznou afinitou k Cu®* jontim. Smith
a Kramer [37] pfi studiu zhaSeni fluorescence FK méd’natymi ionty zaznamenali zietelny
pokles fluorescence FK pii Cu®* koncentraci 10°moldm™ a konstantni zha3eni
od koncentrace 10™* mol dm™. V EEM spektru Ize po piidani Cu®" iontt kromé markantniho
poklesu fluorescen¢ni intenzity, zaznamenat také zietelny pokles vinové délky u emisniho
maxima, piicemz vlnova délka excitaéniho maxima ziistdva neménna [14].
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Pro popis zhéaSeni fluorescence je Casto vyuZzivana Stern-Volmerova rovnice (1), popisujici
zavislost poméru fluorescence zjisténé v pritomnosti a nepfitomnosti zhasece na jeho
koncentraci [Q]. V piipadé Cu®' iontti zavislost poméru fluorescence na koncentraci
pridanych iontli neni linearni. Moznym vysvétlenim pro nelinedrnost zavislosti je existence
dvou populaci fluoroforu. Jedna je pfistupnd pro zhaSe¢ a druhd neni pfistupnd. Pouze
fluorescence vychazejici z pristupného typu fluoroforu ma potencial byt zhasSena pridavkem
zhéSece. Disledkem je pak odchyleni od linearity ve Stren-Volmerové rovnici [33], [38].

Celkovou fluorescenci pii absenci zhaSece I, muzeme vyjadfit jako fluorescenci
vychazejici z fluorofori které mohou vytvofit komplex se zhasecem /yp, a fluorescenci
z nepftistupnych fluorofora /oy,

I =1, +1,,. ®)

V pfitomnosti zhasece se jen o, méni podle Strern-Volmerovy rovnice a zjisténa intenzita
fluorescence je dana rovnici

[Oa
I:Wa[(z]‘i‘l()b, (9)

kde K, je Stern-Volmerova zhéaseci konstanta ptistupné frakce a [Q] je koncentrace zhaSece.
Po odec¢tenim rovnice (9) od (8) dostaneme:

.. [ klQ]
Al =1, I—%{j:zmﬂ} (10)

Upravou rovnice (10) ziskdme upravenou Stern-Volmerovu rovnici:

Do 11
A 7Kl (h

kde f, ptredstavuje ¢ast pocatecni fluorescence, ktera je schopna podlehnout zhaseni

1
S (12)
IOa +]Ob

fa
Parametry f, a K, mizeme snadno ziskat z rovnice (11) vynesenim zavislosti poméru /o/Al
na 1/[Q] [33]. Tato linedrni zavislost vymezuje na ose y usek, ktery odpovidd hodnoté 1/f,.
Hodnotu K, se pak d4 urcit ze smérnice této primky (1/ f,K,) [28]. Konstanta K, zjiSténa
pomoci upravené Stern-Volmerovy rovnice, odpovidd konstanté stability komplexu, ktera
je urcena rovnici:

[HK - Cu |
KHKCu B S E 13
Ko >
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kde [HK — Cu] a [HK] jsou koncentrace vazanych a nenavazanych HK a Cu”* jontl a [Cu®']
je koncentrace volnych iontd [28], [31], [39], [40]. Zhao a Nelson [33] pokladaji log K,
zarovny log Ks z rovnice (6) a konstanta je ve shod€ s hodnotami vypocitanymi metodou
podle Ryana a Webera [41].

Fluorescencni spektroskopie mé pfi studiu interakci HL s kovy ve vodném prostiedi
nékolik vyhod. Jednd se o metodu jednoduchou, nedestruktivni, dosti citlivou a relativné
rychlou [14], [28]. Nevyzaduje separaci volnych kovovych iontii a umoziuje pfimé méteni
komplexni kapacity HL, a proto piedstavuje vyborné¢ doplnéni k dalS$im technikdm, napf.
potenciometrie, konduktometrie a dalsi [11].
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité pristroje a chemikalie
Pouzité ptistroje:
e pH metr Hanna pH 212
luminiscen¢ni spektrometr Aminco Bowman, Series 2 s programem AB2

[
e UV/VIS spektrofotometr Varian Cary 50 Probe
e atomovy absorp¢ni spektrofotometr Varian SpectrAA-30

Pouzité chemikalie:

e hydroxid sodny (Normanal, 0,1 mol dm™), Lach-Ner s.r.o0., Neratovice
kyselina chlorovodikova (Normanal, 0,1 mol dm_3), Lach-Ner s.r.o., Neratovice
kyselina fluorovodikova (p.a.), Lach-Ner s.r.o., Neratovice
Na,;P,07-10H,0 (p.a.), Sigma-Aldrich s.r.o.
roztok pufru pH 7, Labicom s.r.0., Olomouc
CuCl,-2H,0 (p.a.), Penta, Chrudim
destilovana a MiliQ voda
huminova kyselina HAN, ptipravena Mgr. Fasurovou, Ph.D.
humat 22/11/05, pfipraven Ing. Kuéerikem, Ph.D. a Ing. Cechlovskou, Ph.D.

3.2 Pouzity vzorek humatu

Hlavni experimenty nebyly provedeny s huminovou kyselinou, ale s jeji sodnou soli,
humatem, ktery se pro experimenty v roztoku jevil jako vhodnéjsi. Huminova kyselina by
se musela rozpoustét v NaOH a dale upravovat pomoci HCI na pH 7. Prace s humatem byla
vyhodné;jsi z diivodu jeho snadné rozpustnosti ve vode.

3.2.1 Extrakce huminovych kyselin z lignitu a priprava humatu

Huminova kyselina byla izolovdna alkalickou extrakci, standardnim postupem IHSS
(International Humic Substances Society), z jihomoravského lignitu (Mikul¢ice). Lignit byl
prelit extrakénim ¢inidlem a smés byla tfepana 24 hodin pod N, atmosférou. Extrakéni ¢inidlo
tvotila sm&s 0,5 mol dm™ NaOH a 0,1 mol dm™ Na,P,0;-10H,0. Po odstiedéni pevného
podilu byla kapalnd faze okyselena na pH 1-2 pfiddnim 20 % HCIl. VysraZzend HK byla
precisténa smési HC1 a HF. Nasledovalo odstiedéni a promyti destilovanou vodou.

Roztok izolované HK v destilované vodé byl upraven pomoci NaOH na pH 7. Vznikly
roztok humatu sodného byl po sedm dni dialyzovan (dialyzaéni membrany Spectrapor 3,
molekulova hmotnost MWCO 3500) v destilované vod¢, kterd byla tfikrat denn€ ménéna.
Poté byl vzorek vymrazen pii teploté —50 °C.
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3.2.2 Elementarni analyza pouZitého humatu

Vzorek humatu s oznacenim 22/11/05 byl podroben elementarni analyze na CHNSO
analyzatoru Carlo Erba na USMH AVCR v Praze. Vysledky analyzy jsou uvedeny
v nésledujici tabulce (Tab. 1).

Tab. 1 Elementdrni analyza pouzitého lignitického humdtu.

Oznaceni humatu C [%] O [%] H [%] N [%] Popel [%]
Humat 22/11/05 58,43 35,89 4,29 1,39 18,16

Vysledky analyzy lignitické huminové kyseliny HAN jsou uvedeny v tabulce (Tab. 2).
Protoze se jedna o elementarni analyzu bezpopelové HK, je zde uveden i obsah popela
ve vzorcich.

Tab. 2 Elementadrni analyza pouzité lignitické huminové kyseliny.

Oznaceni HK C [%] O [%] H [%] N [%] Popel [%]
HAN 57,46 34,93 5,08 2,53 15,51

3.3 Priprava vzorki na méreni

Zasobni roztok humatu byl vzdy pfipraven rozpusténim piislusné navazky humatu
22/11/05 v MiliQ vodg. Zasobni roztoky Cu®" iontii se pfipravovali rozpu§ténim CuCl,-2H,O
v MiliQ vodé. Pii ptipravé vzorki na méfeni byl k 12,5 ml zasobniho roztoku humatu piidan
piislusny objem zasobniho roztoku Cu** a systém byl doplnén MiliQ vodu na objem 25 ml.
Vzorky byly promichény a ulozeny v chladni¢ce. Po 48 hodinach byla métena fluorescence
smési. Po prométeni fluorescence bylo zméteno pH vzorkd.

3.4 Fluorescenéni spektroskopie

Budici zafeni, produkované xenonovou lampou, prochazi excitatnim monochroméatorem,
kde dojde k selekci zaifeni vhodné vinové délky. Toto excitacni zafeni o pfesné vinové délce
dopada na kyvetu se vzorkem. V kolmém sméru k budicimu paprsku je méfeno emitované
fluorescen¢ni zafeni. Emitované zaieni prochdzi nejprve emisnim monochromatorem, jimz
je vybrana pozadovana vinova délka pro méfeni, a nasledné je zachyceno detektorem [42].

3.4.1 Postup p¥i méreni

Fluorescence byla meéfena pomoci spektrofluorimetru Aminco Bowman, Series 2.
Po ustaleni teploty, pomoci termostatu, se nejprve zapne xenonova lampa pitistroje (150 W).
Poté samotny pfistroj a PC s programem AB2. Po iniciaci instrumentace je do kyvetového
prostoru umisténa kyveta s meéfenym vzorkem. Teplota cely s kyvetou je udrZovana
obc¢hovym termostatem Grant s externim chlazenim. Po nastaveni parametri méfeni
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(monochromatory, citlivost, atd.) je provedeno vlastni méteni. Ziskana data jsou vyhodnocena
pomoci programu AB2. Vysledna spektra byla zpracovana v programu Origin 8.

r

3.4.2 Podminky méfeni

teplota: 20 + 1 °C

kyveta z kiemenného skla o tloust’ce: 10 mm

Sifka Stérbin excita¢niho a emisniho monochromatoru: 4,0 nm
krok snimani: 1,0 nm

citlivost detektoru: 60 %

o -1
rychlost sniméni: 1,0 nm s

3.5 Atomova absorp¢ni spektrometrie

V atomové absorpcni spektrometrii se métici systém skladd ze zdroje primarniho zéfeni,
atomizatoru, slouziciho k ptfevedeni vzorku do stavu volnych atomt, a zatizeni pro selektivni
méfeni neabsorbovaného zareni (detektor, vypocetni systém). Zdrojem primdrniho zateni
je vybojka s dutou katodou. Jako zdroj zafeni je pouzit stejny prvek, jaky je stanovovan.
Principem atomizace v plameni je pfevedeni roztoku na aerosol ve zmlZovaci a smiSeni
s topnym plynem a oxidovadlem. Poté je vzorek vnasen do plamene, kde se atomizuje.
Primérni zéafeni se prichodem pifes atomizator zeslabi. Neabsorbované zafeni ptrechazi ptes
monochromator a je snimano detektorem [42].

r

3.5.1 Postup pri méreni

Mnozstvi navazanych Cu®* iontd do humatu bylo stanoveno atomovou absorpéni
spektrometrii s atomizaci v plameni pfistrojem Varian SpectrAA-30. Po spusténi PC
s programem AAS a zapnuti samotného pfistroje, se nechd lampa minimaln€ 20 minut zahiat
napajecim proudem. Poté se zavede pifivod acetylenu, zapne se proudéni vzduchu a zapali
plamen ve spektrofotometru. Méfené vzorky jsou do pfistroje nasavany kapilarou.
Pfed méfenim samotnych vzorkd je potieba provést kalibraci piistroje. Kalibracni kiivka byla

vy, 2+ o -3
proméfena pro koncentrace Cu”" iontii 1,2 a 4 mg dm™.

r

3.5.2 Podminky méreni

sloZeni plamene: acetylen-vzduch
pritok acetylenu: 1,5 dm® min™
pritok vzduchu: 3,5 dm® min™!
proud vybojek: 4 mA

vlnova délka: 324,8 nm
spektralni sife Stérbiny: 0,5 mm
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3.6 UV-VIS spektrofotometrie

UV-VIS spektrofotometr je pfistroj, ktery se pouziva pro méfeni elektronovych
absorpcnich spekter. Zpravidla je tvofen zdrojem zafeni (xenonova pulzni lampa),
monochromatorem, kyvetovou se vzorkem a detektorem. Pomoci monochromatoru se ziska
monochromatické zafeni, které prochazi kyvetou s méfenym vzorkem. Po absorpci
je primarni zafeni zeslabeno a dopadd na detektor. Zjistuje se zmeéna jeho intenzity
po priichodu métenym vzorkem [42].

3.6.1 Postup pri méreni

UV/VIS spektrofotometr Varian Cary 50 Probe byl vyuzit pro sledovani absorpce vzorkl
obsahujicich Cu* ionty. Po zapnuti pfistroje a zpu§téni ptisluiného prgramu Cary na PC, byla
nastavena rychlost a rozsah snimani. Jelikoz se jedna o jednopaprskovy spektrofotometr, bylo
nutné pied vlastnim méfenim proméiit tzv. blank (srovnavaci roztok).

3.6.2 Podminky méreni

e vzorky byly méfeny v kiemenné kyveté o tloust’ce: 10 mm
e rychlost snimani: 300 nm min"'
e rozsah snimani: 1100-200 nm

30



4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Optimalni podminky pro méfeni

V prvni ¢asti prace bylo nutné najit nejvhodnéjsi koncentracni rozpéti pro sledovani
zhaSeni pomoci spektrofluorimetru Aminco Bowman, Series 2. Pro experimenty byl vybran
iont Cu?*, ktery je Gasto uZivany jako modelovy iont pro komplexaéni experimenty.

Nejprve byly provedeny experimenty s huminovou kyselinou HAN. Pti pfiprave vzork
na méfeni musela byt HK nejdiive rozpusténa v NaOH a nasledné titrovana na pH 7 pomoci
HCI. Disledkem tohoto postupu je zvysSeni obsahu dalSich iontli v méfeném systému, které
by mohly ovliviiovat vlastni experiment, tj. sledovani o¢ekdvaného zhaseni fluorescence Cu®*
ionty nasledkem jejich komplexace s HK. Proto byla pro hlavni experimenty vybrana sodna
stil HK, tzv. humat. Pii1 pfipravé vzorkli na méfeni byl huméat vzdy rozpustén v MiliQ vodg,
atak vysledny systém neobsahoval nadbytek ostatnich iontd, které by mohly ovliviiovat
vlastni komplexaci Cu®* ionti do struktury humatu a které by sami o sob& mohly mit vliv
na intenzitu fluorescence samotného humatu.

Pro meéfeni fluorescence na pouzitém spektrofluorimetru byla koncentrace humatu
22/11/05 vybrana v rozmezi 10-50 mgdm™. Pfi koncentraci 10 mgdm™ jsou naméfené
pro sledovani zhaeni. Humat o koncentraci 50 mg dm™ vykazuje pomémé vysoké hodnoty
R.F.I., ¢imZ se stava vhodny pro sledovani zhéaseni fluorescence. Na druhou stranu se jiz
jedna o vysoce koloidni systém, a proto koncentrace 50 mg dm™ byla maximalni pouZitou
koncentraci humatu pro nésledujici experimenty.

Hlavnim ukolem této prace bylo nalézt méfitelnou oblast koncentraci Cu®" iontéi pomoci
pomérné citlivé metody, fluorescencni spektroskopie. Z ptredbézného experimentu zhaseni
emise humatu (10 mg dm™) ionty Cu®* v rozmezi koncentraci 10 '—10"" mol dm™ vyplyv4,
7e od koncentrace Cu”* jontéi 10*mol dm™ je intenzita emise systému nemé&nna a zhaSeni
fluorescence humatu je s dalSim pifidavkem iontl konstantni. Rozdil mezi naméfenou
hodnotou R.F.I. pro systém humatu s Cu** ionty o koncentraci 10~ mol dm™ a hodnotou
zjisténou pro samotny humadt je velmi maly. Prokazatelné¢ tak mizeme o zhaSeni mluvit
az od koncentrace 10°° mol dm™, coz bylo opakovanym méfenim potvrzeno. Koncentra&ni
rozmezi Cu®" iontd pro detekei zhaSeni fluorescence humatu a hlavni experimenty prace bylo
vybrano 10°~10* mol dm™.

Z divodu stability pH, byly provedeny ptedbézné experimenty také za pouziti pufrt.
Vybran byl pufr pH 7, kde by jesté nemélo dochazet k vyznamnému vzniku hydroxida s Cu®*.
Avsak vysledky méfeni zhdSeni fluorescence nebylo mozno vyhodnotit z divodu kolisani
namétenych hodnot a opakované nebylo mozné spektra korigovat. Roztok humatu je slozity
heterogenni systém a piridavek dalsich latek do tohoto systému mulze ovliviiovat komplexaci
od upravy pH vzorkl pro méteni zhdseni fluorescence bylo upusténo.

Hodnota pH sady vzorka, vyuzité pti sledovani zhaSeni fluorescence (koncentrace humatu
10-50 mg dm™ a koncentrace médnatych ionti 10°~10* mol dm™), se pohybovala
v rozmezi 4 az 6, kdy roztok samotného humatu v MiliQ vod¢é mél pH ~ 6.

HL bézné vykazuji silnou absorpci v UV oblasti (kolem 210-230 nm) [43]. Pro urceni
koncentrace Cu®" iontll v systému a ureni absorpéniho maxima byla proméfena absorpéni
spektra humatu s Cu** ionty a Cu®* ve vodg. Jako blank byl pouzit samotny humat, respektive
voda. Experimenty byly provedeny s humatem o koncentraci 10 mg dm™ a pro koncentrace
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Cu® iontl v rozmezi 1-107-2-10"" mol dm™. Z vysledki méfeni je patrné, ze Cu®" ionty
ovlivituji absorpci systému v oblasti 813 nm, tedy VIS oblasti. S rostouci koncentraci Cu®*
iontli absorpce v této oblasti roste. Touto metodou jsme schopni zaznamenat pouze
koncentrace vy$$i nez 1-10*mol dm™ jak ve vodé tak v humétu. Vysledky méfeni
absorbance vzorki jsou uvedeny v tabulce (Tab. 3). Z diivodu pouzitych nizkych koncentraci
médi v systému bylo nasledné pouzito metody atomové absorpcni spektrometrie (AAS).

Tab. 3 Absorbance smési humatu s Cu’* ionty a Cu’* ve vodé pii 813 nm.

24 -3 Aszi3
Cu™ (mol dm™) Cu?* v humatu Cu?* ve vode
5107 0,009 0,008
1-107 0,118 0,121
5.1072 0,634 0,655
1-10" 1,369 1,384
1,510 2,374 2,334
2:107" 2,957 4,360

4.2 Emisni a excita¢ni spektra humatu
4.2.1 Excitaéni spektrum humatu a vliv Cu** ionti

Excitacni spektra byla snimana v rozmezi 300—480 nm, pii konstantni emisni vinové délce
Aem =500 nm. Pfi meéfeni excitaéniho spektra humatu byl experiment proveden
s koncentracemi humatu 10 a 50 mg dm™. Emisni vinovéa délka byla vybréna, jelikoz v oblasti
této vinové délky lezi standardné maximum emisniho pasu lignitické HK [21], [22].

Na (Obr. 11) je zobrazeno excitacni spektrum samotného humatu 22/11/05 o koncentraci
50 mg dm . Excitaéni spektrum samotného humatu vykazuje hlavni maximum pii vlnové
délce 468 nm. Excita¢ni maximum pii této vinové délce bylo ovéfeno pro dvé koncentrace
humatu. Kromé hlavniho maxima pfi vlnové délce 468 nm se v excitacnim spektru humatu
nachazi dalsi vyrazngjsi pik pii 450 nm a méné vyrazné piky pii440, 398 nm a rameno
pti 360 nm. Dvé hlavni excitaéni maxima pii 450 468 nm odpovidaji lignitické HK, pro které
jsou charakteristicka dvé maxima v této oblasti vinovych délek [22].

Na (Obr. 12) je zobrazeno emisni spektrum lignitického humatu 22/11/05 pii excita¢ni
vinové délce, kterd je Casto pouzivana pii charakterizaci HL [22], Aex =360 nm. Ze spektra
je zfejmé, Ze emisni maximum leZi v oblasti 500 nm.
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Obr. 11 Excitacni spektrum (Aen =500 nm) samotného humdatu o koncentraci 50 mg dm™.
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Obr. 12 Emisni spektrum (Aex =360 nm) samotného humdtu o koncentraci 50 mg dm”™.
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Pro posouzeni vlivu Cu®’ iontd byla proméfena excitaéni spektra humatu s riznym
pridavkem Cu®" iontii pfi stejném nastaveni jako pii sniméani excita¢niho spektra samotného
humétu. Koncentrace Cu®* iontii se pohybovala v rozmezi 10 °~10* mol dm™ a koncentrace
humatu 22/11/05 byla 50 mg dm™.

S rostouci koncentraci Cu** excitaéni spektrum méfeného systému vykazuje snizovani své
intenzity, véetné hlavniho excitatniho maxima. Ve spektru nebyl pozorovan zadny posun
vlnové délky excitatniho maxima. Hodnoty relativni intenzity (R.I.) maxima excitaéniho
spektra humatu pti 468 nm se pohybovaly v rozmezi od 7,42, pro samotny humat, do hodnoty
2,65 pro maximalni koncentraci Cu®" iontdi v systému. Vynesena zavislost R.I. humatu
50 mg dm™ pro vlnovou délku 468 nm na obsahu Cu®* iontdi v systému doklada zhaSeni
excitace, viz. (Obr. 13). Fluorofor uréeny pii Acx/Aem = 468/500 nm je pii ptidavku m&d’natych
iontli do systému vyrazné zhasen, z ¢ehoz vyplyva jeho ovlivnéni komplexaci s méd’natymi
ionty.

R.L

T T T T T T T T T T J
0 0,00002  0,00004  0,00006 0,00008 0,00010

koncentrace Cu’* (mol dm73)
Obr. 13 Zavislost R.I. maxima excitacniho spektra (468 nm) na koncentraci Cu’" ionti.

Dale lze pozorovat, e mezi koncentracemi Cu®* iontd 2 az4-10° mol dm™ v systému
dochdzi k velkému skoku v intenzité excitacniho spektra humatu. Pfi vysSich hodnotach
koncentrace médi nez 4-10° mol dm™ se excitaéni maximum jiz uplng ztraci, jak je vidét
na (Obr. 14). Z toho diivodu neni vhodné studovat systém lignitickych HK v pfitomnosti médi
excitatnimi spektry a je vhodnéjsi méfit emisni spektra, kde je sice pozorovany emisni pas,
avsak lze lépe odecitat hodnoty R.F.I. a studovat zhaSeni i v pfitomnosti vysokych
koncentraci mé&di.
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Obr. 14 Vybrand excitacni spektra humdtu (50 mg dm™) v pritomnosti Cu’” iontii.

4.2.2 Emisni spektrum humatu a vliv Cu** iontd

V kapitole 4.2.1 bylo identifikovdno excitacni maximum humaétu pii vinové délce 468 nm,
proto bylo emisni spektrum snimdno pii excitani vinové délce Aex =468 nm. Emisni
spektrum humatu 22/11/05 bylo snimano v rozmezi 500—600 nm. Spektra byla proméiena
pro tii riizné koncentrace humatu: 10, 25 a 50 mg dm™.

Pro vSechny méfené koncentrace vzorki lignitického humatu byly nalezeny v emisnim
spektru pasy v oblasti 500-560 nm. Z emisnich spekter (Obr. 15) je zfejmé, Zze pii zvySeni
koncentrace humatu dochazi k rastu intenzity fluorescence, coz souhlasi s publikovanymi
vysledky [3]. Senesi a kol. [22] pfi popisu Leonarditu, coz je ligniticka huminova kyselina,
pozorovali excitacni piky pii 450 a 465 nm a v emisnim spektru delsi pas s maximem 510 nm.
Pti pouziti excitacni vlnové délky 450 nm je pozorovana emise kolem 480 nm. Pro excitaci
468 nm byl v literatufe popsan emisni pas v rozmezi vinovych délek 500-550 nm [3].
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Obr. 15 Emisni spektrum humdatu 22/11/05 pro tii riizné koncentace.

Pro ovéteni predpokladaného zhdseni emisniho spektra humdétu ve vybraném rozmezi
koncentraci Cu®* iontii byl pouZit roztok humétu 22/11/05 o koncentraci 50 mg dm™. Emisni
spektrum bylo snimano vrozmezi vinovych délek 500—600 nm, pii excitaci 468 nm.
Jak doklada zavislost poméru 1/Ip na koncentraci Cu** ionti (Obr. 16), emisni spektrum
humatu je po ptidavku Cu®* iontd postupné zhaseno. Pomér intenzit I/I; je pomér naméfené
relativni intenzity vzorku humatu v piitomnosti Cu®" iontd proti intenzité humatu
bez ptidavku Cu®' iontl, odedtenych pii stejné vinové délce. Zhaseni humatu vyvolané
piidavkem Cu®* iontil je zfejmé zpiisobeno komplexaci médi do struktury humatu, podobné
jak to popisuje studie [36] a dalsi.

Pfi vyssich koncentracich Cu®* iontii je zhaSeni humétu vyrazné a v emisnim spektru lze
pozorovat vytvoreni vyrazného pasu kolem 550 nm, viz. (Obr. 17). Proto pfi pozorovani
zhaseni emise byla sledovana intenzita pii této vinové délce. Mezi koncentracemi Cu®" ionti
1 az 4-10° mol dm™ lze opét pozorovat velmi vyrazny skok v hodnotich R.F.I. humétu,
viz. (Obr. 16) a (Obr. 17).

36



1,0 - LY
.h‘.
°
0,8
°

o 0,6 -

0,4 -

°
°
°
0,2 - ® °

' I ' I ' I ' I ' I
0 0,00002  0,00004 0,00006 0,00008 0,00010

koncentrace Cu”* (mol dm™)

Obr. 16 Zhdseni emise lignitického humdtu o koncentraci 50 mg dm™.
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Obr. 17 Vybrand emisni spekra humatu (50 mg dm™) p#i riiznych koncentracich Cu’” iontii.
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4.2.3 Vyhodnoceni zha$eni emisniho spektra Cu®* jonty

Po ovéfeni zhaSeni emisniho spektra lignitického humatu 22/11/05 médnatymi ionty
v pouzité Skale koncentraci, byla prométfena emisni spektra pro vice koncentraci humatu: 10,
25 a 50 mg dm™. Emisni spektra byla méfena pii excitaéni vinové délce Aoy =468 nm.
Spektrum bylo snimano v rozmezi vinovych délek 500—600 nm. Pouzitd Skéala koncentraci
Cu”" iontt byla 1-107°~1-10"* mol dm™. Pro kazdou koncentraci humatu bylo mé&feni nejméné
ttikrat opakovano.

Tato série experimentd vedla k potvrzeni zhaseni emise humatu Cu®* ionty pro viechny tfi
pouzité koncentrace humatu. Zavislost poméru I/, na koncentraci Cu®* iontd (Obr. 18)
predstavuje praimérné hodnoty zjisténych pomért intenzity emise pro jednotlivé koncentrace
humatu.
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Obr. 18 Zavislost poméru /Iy na koncentraci Cu’* iontii pro tii riizné koncentrace humdtu.

Z prezentovanych zavislosti (Obr. 18) lze vycist rozdily v prubéhu zhéaseni pro rtzné
koncentrace humatu. Bylo zjisténo, Ze pii malém ptidavku Cu®" iontdl je nejvice zhagen humat
zhagen. Zména v tomto trendu nastava pro koncentrace médi vy$si nez 4-10~ mol dm™.
Nad touto koncentaci je proces zhageni témé konstantni p¥i koncentraci humatu 10 mg dm™.
Pfi méteni vyssich koncentraci humatu v pritomnosti méd’natych iontd dochazi i v této oblasti
nadale ke zhageni fluorescence humatu. Z grafu je patrné, Ze pii maximalni koncentraci Cu*
jontt (1-10~* mol dm™) je hodnota poméru I/l,, ktery charakterizuje zhaSeni humatu, nejnizsi
pro humat o koncentraci 50 mg dm™ (I/I=0,19) a &m je koncentrace humétu niz§i, tim
je hodnota poméru I/I vyssi.
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Pokud porovndme hodnoty namétenych R.F.I., pak Ize konstatovat, Ze pfi nizSich
koncentracich humatu jsou relativni intenzity nejnizssi a pfi nasledném pradavku médi, kdy
dochazi k dal§imu poklesu hodnot R.F.I., pak mohou byt vysledky zatizeny chybou.

Ze zhéaSeni emise humatu pifidavkem médnatych iontl lze zjistit nékteré parametry
komplexace, viz. kapitola 2.5.2. V této praci jsme vyuzili upravenou Stern-Volmerovu
rovnici (11), zniz mizeme vypocitat hodnoty disociacni konstanty K, rovnice (13)
a parametr f,, rovnice (12), ktery odpovida frakci pocatecni fluorescence podléhajici zhéaseni.

Pro vlastni vypocty jsme pouzili upravenou Stern-Volmerovu rovnici ve tvaru:

I, 1 1

—_— =t —, (14)
A ko] g,

Po vyneseni zavislosti poméru [Iy/Al na ptevracené hodnot¢ molarni koncentrace
médnatych iontd, by mély body vynesené zavislosti leZet na piimce, kterd vymezuje na ose y
usek, ktery odpovidd hodnoté 1/f. Hodnota K, se pak d& urCit ze smérnice této piimky
(1/ f:K,). Zpramerované a zlinearizované hodnoty poméru /y/Al s vynesenou piimkou linedrni
regrese zobrazuje nasledujici obrazek (Obr. 19).
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Obr. 19 Zavislost Io/AI na pievrdcené hodnoté moldrni koncentrace Cu’” pro tii koncentrace
humdatu.
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Prolozenim zprimérovanych dat pfimkou linedrni regrese jsme ziskali rovnici
charakterizujici zhaSeni humatu. Vypocitané parametry log K, a f, pro jednotlivé koncentrace
lignitického humat 22/11/05 jsou zobrazeny v nésledujici tabulce (Tab. 4).

Tab. 4 Parametry log K, a f, vypocitané ze zhaseni emisniho spektra humdtu 22/11/05.

Koncentrace humatu 10 mg dm™> 25 mg dm™ 50 mg dm™
log K, 5,13 4,76 4,45
fa 82 % 85 % 88 %

Hodnoty konstanty K, (Stern-Volmerova konstanta v tomto piipadé odpovida disociacni
konstant€) zjisténé ze zhdSeni emise se ruzni pro jednotlivé koncentrace humatu. Podle
uvedenych vysledkt s rostouci koncentraci se hodnota log K, snizuje. Hodnota parametru £,
odpovidajici procentudlnimu podilu fluorescence systému, ktery je schopen podlehnout
zhaSeni, se u pouzitych koncentraci humatu jen mirné li$i. Vyssi koncentrace humatu
odpovida vys$si hodnot& f,. Emise humétu o koncentraci 50 mg dm™ miiZe byt zhasena aZ
z 88 %.

4.3 Synchronni fluorescenéni spektroskopie a vliv Cu®* ionti
4.3.1 Synchronni fluorescenéni spektroskopie, A4 =20 nm

Kromé¢ konvenc¢nich technik, méfeni emisnich a excitacnich spekter, je v posledni dob¢
pii studiu HL. znaén€ pouzivanou metodou synchronni fluorescencni spektroskopie (SFS).
Béhem méfeni je udrzovan konstantni rozdil AA mezi excitatnim a emisnim
monochromatorem dle rovnice (7). Pro sledovani HL je nejb¢éznéji pouzivanym nastavenim
AA 18 a20 nm [22], [23].

Synchronni sken humatu 22/11/05 byl méfen vrozmezi vinovych délek 200-600 nm,
pii konstantnim AA =20 nm. Spektra byla pofizena pro koncentrace humatu 10, 25
a 50 mg dm™.

Oproti Sirokému pdsu v emisnim spektru nabizi synchronni spektrum lepsi rozliSeni
jednotlivych piki, viz. (Obr. 20). V synchronnim spektru humatu Ize zieteln¢ identifikovat
hlavni emisni maximum pii 468 nm. Krom¢ hlavniho maxima lze pozorovat dal§i piky
pii 358, 450, 482 a 501 nm a Siroky pas v oblasti 400-440 nm. Podle Peuravuori a kol. [25]
muzeme oblasti synchronniho spektra pfifadit jednotlivym fluoroforim. Fluorescence
v oblasti Aex/Aem 330/350 nm je obecné pfic¢itdna naftalenu a jeho derivatim, oblast 355/375
polycyklickym aromatickym latkam se tfemi az ¢tyfmi benzenovymi kruhy. Pas v oblasti
400/420 nm muaze odpovidat polycyklickym aromatickym latkdm s péti benzenovymi kruhy.
Tento pas je pozorovan i v nami namétenych spektrech humatu 22/11/05. Oblast s maximem
okolo Aex/Aem =460/480 nm odrazi pravdépodobné fluorescenci polycyklickych latek
tvofenych sedmi benzenovymi kruhy. Ve spektru humatu 22/11/05 jsou piky ptitomné v této
oblasti vysSich vlnovych délek nejintenzivngjsi. K celkové fluorescenci mohou jednotlivé
fluorofory piispét riznymi zplisoby. V tivahu musime brat slozité¢ interakce mezi témito
riznymi molekulami ve struktufe HL. Popisovand maxima s nejvetsi pravdépodobnosti nelze
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ptisoudit jednomu urc¢itému typu struktury, poloha a intenzita maxima muize odrazet vzajemné
pusobeni vice fluoroford.

10
468 nm ——50mgdm”
—25mg dm”
8 —— 10mgdm”
64
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220 270 320 370 420 470 520 570 620
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Obr. 20 Synchronni spektrum humatu 22/11/05 pro tri rizné koncentrace (AL = 20 nm).

Pro vSechny méfené koncentrace humdtu maji naméfena synchronni spektra stejnou
strukturu a ur¢end maxima pfi stejnych vinovych délkach (hlavni maximum pii 468 nm).
Obdobné jako uemisnich spekter, pozorujeme v ptipadé¢ pouZitych koncentraci humatu
22/11/05 zvyseni intenzity fluorescence se vzrustajici koncentraci humatu v MiliQ vodé,
(Obr. 20).

Vysledky z kapitoly 4.2.2 potvrzuji zhageni emisniho spektra humétu piidavkem Cu®*
iontll. V méfené skale koncentraci médi jsme tedy schopni zaznamenat zmény intenzit spekter
humatu. Zda lze ke sledovani zhaSeni fluorescence huméatu Cu®* jonty pouzit také metodou
SES, bylo dale zjiStovano. Byly nasledné proméfeny synchronni spektra pro tfi koncentrace
humatu 22/11/05 (10, 25 a 50 mg dm™) v p¥itomnosti Cu** jontdt (1-10°~1-10* mol dm™).
Synchronni spektrum bylo sniméno vrozmezi 200-600 nm, pro konstantni AA=20 nm.
Hodnoty R.F.I. byly snimany pii hlavnim maximu spektra, pfi 468 nm. Namétené hodnoty
R.F.I. vzorktl jsou zobrazeny na nasledujicim obrazku (Obr. 21).
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Obr. 21 Zavislost intenzity maxima synchronniho spektra (468 nm) na koncentraci Cu’* iontii
v systému (AA = 20 nm).

VSechny tfi koncentrace humatu 22/11/05 vykazuji obdobné chovani po ptidavku iont
do systému. Z prezentovanych vysledki je patrné, Ze s piidavkem Cu’* jontl intenzita
fluorescence humatu neklesa tak vyrazné jako u emisniho spektra. Intenzita fluorescence
klesa jen do ur¢ité miry. V rozmezi koncentraci Cu®* iontd 1-10°-1-10~ mol dm™ lze
pozorovat mirné zhageni fluorescence systému humétu s piidavkem Cu®* ionti metodou SFS,
pfi nastaveni AA=20nm. Od koncentrace Cu** ~1-10° mol dm™ nedochazi k dalgimu
zhaSeni fluorescence humétu, jako u emisniho spektra, ale naopak pozorujeme nartist
intenzity fluorescence systému. Tyto vysledky nas pfivadi k domnénce, ze v synchronnim
spektru humatu pti A4 =20 nm nejsme schopni pozorovat zhaseni fluorescence méd’natymi
ionty v celé Skale vybraného koncentra¢niho rozmezi médi.

V piipadé vzorké s koncentraci Cu®* iontd vyssi nez 107" mol dm™ se setkdvame
s narastem fluorescence humatu nad hodnotu R.F.I. samotného humatu (I/Ip = 1). Toto lze
charakterizovat pomérem intenzit maxima spektra I/Iy (kdy I a Iy jsou intenzita humatu
v pritomnosti a pii absenci Cu®" iontf), viz. (Obr. 22). Obdobny jev pozorovali Monteil-
Rivera a kol. [10] pfi méfeni synchronnich spekter pfi AA=20nm u vzorki HK
v ptitomnosti Co**.

42



1,6 1

[ ] ° d

1,4 - Y
[ }
1,2 -
[ }
1,0 - o
[ ]
0,8 - .
0,6 T T T | !
10° 10" 10° 10° 10"

koncentrace Cu”* (mol dm™)

Obr. 22 Zavislost poméru intenzit 1/Iy maxima synchronniho spektra (468 nm) na koncentraci
Cu’* iontii v roztoku humdtu o koncentraci 10 mg dm™ (AL = 20 nm).

Jelikoz pozorujeme zhéaseni fluorescence humatu jen do urcité koncentrace ptidanych iont
meédi a s dal$im narGstem iontll pozorujeme naopak zvySeni fluorescence, lze piedpokladat,
ze ionty ovliviiuji fluorescenci sledovaného maxima (468 nm) jen do urcité miry. Namétena
spektra naznacuji, ze pfi tomto nastaveni synchronniho skenu nedochézi k pfimému ovlivnéni
sledovaného fluoroforu komplexaci s Cu®" ionty, ale zda se byt ovlivnén sekundarng, (viz.
(Obr. 22), kdy intenzita humatu p¥i koncentraci iontéi nad 10* mol dm je vy$si nez hodnota
pro samotny humat bez pridavku iont). V dasledku slozité struktury HK dochazi
k vzajemnému ovliviiovani mezi primarnimi fluorofory a vysledkem muize byt vyznamné
ovlivnéni vysledné fluorescence systému v disledku interakci jednotlivych fluorofort.
Fluorescen¢ni vlastnosti humatu by mohly byt ovlivnény také komponentami, které primarné
nefluoreskuji. Jejich zapojeni do komplexace iontli mtze ovlivnit fluorofor, ktery je v daném
ptipadé sledovén a ktery sdm o sob¢ neni do komplexace zapojen.

Pii nastaveni AA=20nm odrazi maximum spektra humatu 22/11/05 fluorofor, ktery
nezh4si svoji fluorescenci. Komplexaci s Cu* ionty mize dochazet ke zménam ve struktuie
humatu, coz vede k sekundarnimu ovlivnéni fluorescencnich vlastnosti tohoto fluoroforu.
Nedochazi ke zhaseni Cu®' ionty, ale teoreticky miize dochazet k omezeni samozhaseni
pii uréité koncentraci Cu?* iontd, diky vyvolanym strukturnim zménam.
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4.3.2 Synchronni fluorescenéni spektroskopie, A4 = 80 nm

Z vyse popsanych experimentl bylo zjisténo, Ze nastaveni A4 =20 nm v SFS skenu neni
vhodné pro studium zhaSenim fluorescence humatu a proto byly provedeny experimenty
s nastavenim jiného rozdilu mezi emisnim a excitacnim monochromatorem. Nové rozliSeni
bylo vybrano pfi AA=80nm. Synchronni spektra byla sniméana v rozmezi 200-600 nm
prosadu vzorkd o koncentraci humatu 10 mgdm™ a koncentraéni $kale Cu®* iontd
1-10°~1-10"* mol dm™.

Z hodnot R.F.I. maxima spektra, odecitanych pti 531 nm, byl vypocitan pomér I/I, (I a Iy
jsou intenzity vzorku humétu v pritomnosti a pii absenci Cu* iontil) a vynesen na koncentraci
Cu?' iontd, viz (Obr. 23). Z vynesené zavislosti je zietelné, Ze pii tomto nastaveni lze
v synchronnim spektru humétu sledovat zhaeni fluorescence Cu* ionty v celé pouzité skale
koncentraci iontd. Synchronni spektrum humatu pfi AA =80 nm neposkytovalo takové
rozliSeni jednotlivych pikil jako pfi nastaveni A4 =20 nm a naméfené hodnoty R.F.I. byly
pomérné nizké. To nas vedlo na myslenku, hledat nové AA nastaveni, které nam poskytne
dobré rozliSeni jednotlivych pikii v synchronnim spektru a tedy moznost sledovat néktery
z fluorofort, ktery bude navic zhaen vlivem komplexace humatu s Cu”* ionty.
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Obr. 23 Zavislost poméru intenzit I/ly maxima synchronniho spektra na koncentraci Cu’’
iontii v roztoku humatu o koncentraci 10 mg dm™ (AL = 80 nm).
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4.3.3 Hledani vhodného nastaveni AA pri SFS méreni

V této Casti prace bylo cilem najit lepsi nastaveni synchronniho skenu (AA4), pfi kterém
by bylo mozné pozorovat hlavni fluorofor, ktery bude zhaSen a bude tedy zapojen
do komplexace s Cu®" ionty. Pro nalezeni vhodného A byla promé&iena synchronni spektra
vodného roztoku lignitického huméatu o koncentraci 50 mg dm™ v rozmezi od 200 do 600 nm,
pii A4 10 az 80 nm s krokem 5 nm. Ziskané¢ hodnoty urcenych maxim pro jednotliva AA
znazoriuje nasledujici tabulka (Tab. 5).

Tab.5 Prehled hlavnich maxim synchronniho spektra lignitického humdtu pro rizné AA.

A = Adem— Aex Aem /Aex Maxima R.F.IL
10 468/458 9,55
15 467/452 9,72
20 468/448 7,61
25 468/443 6,09
30 468/438 4,82
35 502/467 4,16
40 507/467 3,65
45 512/467 3,33
50 517/467 3,17
55 522/467 3,03
60 527/467 2,92
65 532/467 2,83
70 537/467 2,69
75 542/467 2,59
80 547/467 2,47

Nejvyssi intenzitu vykazuje maximum synchronniho spektra pii AA=15nm, kterému
odpovidad Aepm /Aex 467/452 nm. Dale bylo zjisténo, Ze pii nastaveni A4 10 az 30 nm se hlavni
fluorofor nachézi pfi emisni vlnové délce 468 nm. AvSak od nastaveni A4 =35 nm dochazi
ke zméné€ hlavniho maxima, které se nachazi pti emisi 502 nm (Obr. 24) a se zvySujici se
hodnotou AA dochazi k posunu vinové délky emise tohoto maxima (Obr. 25). Pro A4 35
az 80 nm se hlavni maximum synchronniho spektra posouva od 502 do 547 nm a postupné
klesa jeho relativni intenzita. Excitacni vinova délka maxima ziistava stle stejnd ~ 467 nm.

Nalezena excitatni maxima pii vlnovych délkdch 452 a 467 nm jsou v souladu
se Senesi a kol. [22].

Vzristajici rozdil mezi vinovymi délkami na emisnim a excitaénim monochromatoru vede
k postupnému poklesu R.F.I. piku pifi emisi 468 nm a tento fluorofor prestava byt
od AA=35nm dominantni. U tohoto piku neni pozorovan posun emisni vinové délky.
Z uvedenych grafil je patrné, ze SFS metoda nabizi moznost redukce piekryvu piki a vyhodu
identifikace riznych komponent ve vzorku.

V nasem piipad¢ se domnivame, Ze optimalni nastaveni pro dalsi experimenty s médi bude
AA =35 nm. Pfi tomto nastaveni odpovida maximum synchronniho spektra humatu fluoroforu
pii Aem/Aex 502/467 nm.
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Obr. 24 Synchronni spektra lignitického humatu 22/11/05 pro AA =10-35 nm.
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Obr. 25 Synchronni spektra lignitického humatu 22/11/05 pro AA =35-80 nm.
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4.3.4 Synchronni fluorescenéni spektroskopie, A4 = 35 nm

Nasledujici méteni SFS byla provedena se vzorky lignitického humatu 22/11/05 v rozmezi
vlnovych délek 200-600 nm, pifi konstantnim AA=35nm. Spektra byla pofizena
pro koncentrace humétu 10, 25 a 50 mg dm™.

Hlavni maximum synchronniho spektra humatu pii A4 = 35 nm se nachézi pti vinové délce
emise 502 nm. Poloha hlavniho maxima synchronniho spektra lignitického humatu pii vyssi
vlnové délce odpovida vysokému zastoupeni konjugovanych aromatickych m-elektronovych
systému [23]. Kromé& hlavniho maxima Ize pozorovat dalsi piky pti 358, 468 a 484 nm.

Podle ocekavani relativni intenzita fluorescence humatu zavisi na koncentraci, v pouzitém
rozmezi koncentraci humatu hodnota R.F.I. stoupd s rostouci koncentraci humatu a neni
pozorovan zZadny posun maxima s ménici se koncentraci humatu, viz. (Obr. 26).
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Obr. 26 Synchronni spektrum humdtu 22/11/05 pro tri koncentrace humdtu (AL =35 nm).

V dalsi c¢asti prace byly pfi stejném nastaveni synchronniho skenu prométeny vzorky
humétu o koncentraci 50 mg dm™ s obsahem Cu®" iontd v intervalu 1-10°~1-10"* mol dm™.
Na nésledujicim obrazku (Obr. 27) je zobrazeno nékolik vybranych spekter, ze kterych
je ziejmé, ze dochazi ke zhaseni synchronniho spektra humatu pidavkem Cu®" iontii. Oblast
spektra nad 400 nm se zhasi, zatimco pik pfi 358 nm se nezda byt ovlivnén. Nejvice
je ovlivnéno hlavni maximum pfi 502 nm, které je zhaSeno v celém pouzitém rozmezi
koncentraci Cu”" iontfl. Pro koncentrace iontil vy3§i nez 4-107° mol dm™ prestavéa byt hlavnim
maximem a od této koncentrace je nejintenzivnéj$i pik pii 468 nm. Pro dalsi sledovani
zhaseni fluorescence byl vybran pik pfi 502 nm. Vynesend zavislost (Obr. 28) poméru
intenzity I/ tohoto maxima doklada zhaeni humatu v pouzité $kale Cu®" iontd.
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Obr. 27 Vybrand spektra humdtu (50 mg dm™) s riznym obsahem Cu’” iontii (A =35 nm).
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Obr. 28 Zhdseni fluorescence humdtu (50 mg dm™) viivem Cu’* iontii (pii 502 nm).
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4.3.5 Vyhodnoceni zha3eni synchronniho spektra Cu’* ionty

Meéteni synchronnich spekter lignitického humatu pfi nastaveni rozdilu vinovych délek
AZ=35nm (mezi emisnim a excitathim monochrométorem) bylo uspéSné. V tomto
experimentu byla synchronni spektra métena pii tiech riznych koncentracich humatu (10, 25
a 50 mgdm™) v pritomnosti médnatych iontd (1-10°-1-10* mol dm™). Spektra byla
snimana v rozmezi vlnovych délek 200-600 nm, pfi AA= 35 nm. Pro kazdou sadu vzorka
bylo méfeni minimalné tfikrat opakovano.

Pro vSechny méfené koncentrace humatu je z namétenych vysledkt patrné, ze pridavkem
Cu”" iontii je nejvice ovlivnén pik pii 502 nm, viz. (Obr. 29). Zhasi se v celé skale méfenych
koncentraci Cu®* iontt. Domnivame se, ze fluorofor pii Aex /Aem 467/502 nm je tedy s nejvetsi
pravdépodobnosti zapojen do komplexace Cu®" ionti. Pokud sledujeme zmény ostatnich pikd,
pak pik pfi 358 nm neni zhasen, dokonce jeho intenzita s rostouci koncentraci iontd mirné
vzrista. Vedlej§i maximum pii 468 nm je ovlivnéno, ale pokles hodnoty R.F.I. neni tak
vyrazny jako v pipadé hlavniho maxima. Dale bylo zjiiténo, 7e s piidavkem Cu®" ionti
nedochézi k posuntim polohy piki humatu.

Sledované maximum synchronniho spektra humatu pfestava byt pfi urcité koncentraci
jontl v systému nejintenzivng&jsim pikem. Pfi koncentraci huméatu 10 mg dm™ dochazi k této
zméné jiz pii koncentraci 8:10°moldm™, u humatu 25 mgdm™ pii 2107 mol dm™
a pro piipad 50 mg dm™ aZ pii 4-10° mol dm ™.
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Obr. 29 Ukdzka zhaseni jednotlivych pikii synchronniho spektra humdtu pro koncentraci
10 mg dm™ v zavislosti na koncentraci médi v systému (AL =35 nm).
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Série opakovanych méteni vedla k potvrzeni zhaSeni synchronniho spektra (A4 =35 nm)
humatu Cu®** ionty pro viechny tfi pouZité koncentrace humatu. Zavislost poméru I/,
na koncentraci Cu”* iontd (Obr. 30) predstavuje pramémé hodnoty zjidténych poméra
intenzity maxima 502 nm synchronniho spektra pro jednotlivé koncentrace humatu.
Nelinedrnost pribéhu zavislosti lze vysvétlit existenci dvou populaci jednoho fluoroforu
ve struktufe humatu, kdy jedna je pristupnd zhaseci a druha neni. Ionty médi tak zhasi jen
prvni typ fluoroforu [33], [38].

Zjisténé vysledky naznaduji, Ze pii nizsich koncentraci Cu** ionti v roztoku humatu je vice
ovlivnéna fluorescence systému o niz§i koncentraci humatu 22/11/05. Mensi pridavek Cu®*
k humatu vyvola vétsi zhaseni fluorescence humdtu pifi jeho niz§i koncentraci
nez v koncentrovangj$im systému. U vy3§i koncentrace humatu (50 mgdm™) je situace
komplikovangjsi a nedochazi k tak prudkému zhaSeni jako v piipadé 10 mg dm™. Chovani
Po navazani iontd do struktury humatu, existuje jest¢ dostatek dalSich fluoreskujicich mist,
kterd nebyla zapojena do komplexacnich reakci a kterd i1 naddle vyzatuji fluorescenci.
Od koncentrace 4-10° mol dm™ se fluorescence humatu snizuje pro viechny pouzité
koncentrace humatu obdobné. P maximalni pouzité koncentraci Cu®" iontii dosdhne pomér
I/I, téméf stejné hodnoty u viech tii koncentraci humétu, pfi 10 mg dm™ koncentrovaném
humatu je pomér I/l roven 0,53, pii 25 mg dm™ 0,52 a u humatu 50 mg dm™ 0,54. Zji§téné
hodnoty poméru I/1p jsou oproti pomérim uréenym pii zhaSeni emisniho spektra vyssi.
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Obr. 30 Zavislost poméru I/ly maxima synchronniho spektra (pri 502 nm) na koncentraci
Cu’" iontii, pro tifi rizné koncentrace humdtu (Ak =35 nm).
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V oblasti koncentraci Cu®* ijontd 1-10°-4-107 mol dm™ dochazi kvelké zmé&ng
ve fluorescenénim chovani humatu. Jedna se asi o hodnotu koncentrace Cu®" iontd, kterd
ve struktufe humatu zpisobuje néjaké vyznamné zmény (naptf. konformacni), které maji
za nasledek vyraznou zménu fluorescencniho chovani humatu.

Linearizace grafické zavislosti poméru intenzit fluorescence na pievracené molarni
koncentraci médi podle upravené Stern-Volmerovy rovnice (14) nam dovoluje vypocitat
hodnoty K, a f,. Zpramérované vysledky méteni byly vyneseny do grafu a prolozeny piimkou
linearni regrese (Obr. 31). Linearni zavislost /o/Al na ptevracené hodnoté¢ molarni koncentrace
médi 1/[Cu®"] vymezuje na ose y usek, ktery odpovida hodnot& 1/f; a hodnota konstanty K,
se urci ze smérnice zavislosti (1/£,K,).
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Obr. 31 Zavislost poméru Io/AI (502 nm) na prevracené hodnoté moldrni koncentrace Cu’*
pro tri koncentrace humatu (AA =35 nm).

Hodnoty konstanty K, zjisténé ze zhaSeni maxima synchronniho spektra se rlzni
pro jednotlivé koncentrace humatu. S rostouci koncentraci je hodnota logK, mensi. Hodnota
fa» odpovidajici procentudlnimu podilu fluorescence systému, ktery je schopen podlehnout
zhaSeni, se v piipadé pouzitych koncentraci huméitu od sebe vyrazné lisi. Cim je vyssi
koncentrace humatu tim je hodnota f, vyssi. Dale bylo zjisténo, ze fluorescence humatu
v roztoku o koncentraci 50 mg dm™ miize byt zhasena aZ z 95 %, zatimco fluorescence
humatu s koncentraci 10 mg dm™ podlehne zhaseni pouze z 53 %. Vypo&itané parametry pro
jednotlivé koncentrace jsou zobrazeny v nasledujici tabulce (Tab. 6).
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Tab. 6 Parametry log K, a f, vypocitané pomoci SFS (AL =35 nm).

Koncentrace humatu 10 mg dm™> 25 mg dm™ 50 mg dm™
log K, 5,27 4,53 4,17
fa 53 % 73 % 95 %

4.4 Atomova absorpéni spektrometrie

Vzorky pfipravené na méfeni fluorescence byly prométeny také na atomovém absorpénim
spektrofotometru. Proméfeny byly sady vzorki o koncentracich humatu 10, 25 a 50 mg dm™
v koncentraéni $kale Cu® iontd 1-10°-1-10"* mol dm™. Pfipravené vzorky se pied vlastnim
stanovenim volnych, nenavadzanych iontii pfefiltrovaly pies filtr 0,45 pum. Po odecteni
zjisténych volnych ionti od celkového ptidaného mnozstvi jsme ziskali mnozstvi navazanych
Cu®" iontt. Pro kazdou sadu vzorkd bylo méfeni tiikrat opakovéano, prezentované hodnoty
jsou prameérné.

Maximalni navédzané mnozstvi Cu®* se riizni pro jednotlivé pouzité koncentrace humatu.
Nejvice se navazalo v piipadé 50 mg dm™ koncentrovaného humatu, viz. (Tab. 7). Nejménd
méd'natych iontd se navazalo pii koncentraci humatu 10 mgdm™. Tyto vysledky sv&d&i
o vyssi kapacité vazebnych mist pro koncentrovanéjsi roztoky humatu, jak lze predpokladat.

Tab.7 Navizané mnozstvi Cu’* iontii pro 10, 25 a 50 mg dm™ koncentrovany humdt.

Pidavek Cu®* | Piidavek Cu** Navazané mnozstvi Cu®* v humatu (mg dm™)
(mol dm™) (mg dm™) 10 mg dm™ 25 mg dm™ 50 mg dm >
1-10°° 0,064 0,029 0,022 0,021
2:107° 0,127 0,066 0,044 0,054
4.10°° 0,254 0,121 0,109 0,113
5.107° 0,318 0,206 0,259 0,200
6-107° 0,381 0,246 0,293 0,219
8-107° 0,508 0,310 0,371 0,279
1-107 0,636 0,442 0,467 0,395
2:107° 1,270 0,728 0,928 0,602
4-107 2,542 1,171 1,320 1,073
5.107 3,177 1,400 1,540 1,356
6107 3,813 1,426 1,687 1,771
8-107 5,084 1,914 1,995 2,361
1-107* 6,355 2,209 2,507 2,709

Pokud porovname navazané mnozstvi iontd meédi (pfi maximalnim studovaném piidavku
iontll) a to pfi rdznych tiech koncentracich humatu lze zjistit, Ze bylo navazano 35 % médi
pii koncentraci huméatu 10 mg dm™. Dale pii koncentraci 25 mg dm™ bylo navazano 39 %
iontli z celkového mnozstvi pfidaného mnozstvi médi a pfi 50 mg dm™ humatu 43 %.
Zavislost navazaného mnozstvi Cu®* na celkové koncentraci iontdi v systému o rizné

52



koncentraci humdatu je zobrazend na nasledujicim obrazku (Obr. 32). Bylo zjisténo,
7e pii koncentracich ptidanych ionth médi vyssich nez 1-107 dochazi ke zlomu v trendu
namé&fenych bodd. Pfi koncentracich vyssich nez 1-107 dochazi ke zpomaleni naristu
navazané¢ho mnozstvi médi. Zména je markantnéjsi pro mensi koncentrace humatu a nejspise

souvisi se zaplnénim sndze ptistupnych vazebnych mist ve struktue humatu.
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Obr. 32 Zavislost navdzaného mnozstvi Cu”" na celkové koncentraci Cu”" iontii v roztoku

humatu o ruznych koncentracich.

Dale byly zjiténé hodnoty navazaného mnozstvi Cu™* iontdi vyhodnoceny v zavislosti
na poméru I/ly, charakterizujici zhaseni (Obr. 33). Cim je koncentrace humatu v systému
vy$§i, tim navazané Cu®" ionty vyvolaji mensi zhaseni fluorescence humatu pro koncentrace
do~1mgdm™ navazanych Cu®" iontd. Nad tuto koncentraci je zhaSeni pro viechny
koncentrace humatu pfiblizn¢ stejné. Z uvedeného grafu je dale patrné, Ze zhaSeni
fluorescence neni pifimo Umérné vSem vazebnym mistim, protoze ve struktufe humatu
existuji 1 jind vazebna mista, ktera nefluoreskuji. Navic vSechna vazebna mista nemohou byt
obsazena méd’natymi ionty, diky sterickym zdbrandm v tak slozitém a heterogennim systému.

Mgéienim vzork® na atomovém absorpénim spektrofotometru bylo potvrzeno, ze Cu®" ionty
se vazi do struktury lignitického humatu.
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Obr. 33 Zavislost poméru I/Iy maxima synhronniho spektra na mnozstvi navdazanych ionti

médi pro tii koncentrace humatu (A4 =35 nm).

4.5 Vyhodnoceni zhaSeni fluorescence humatu

Parametry charakterizujici komplexaci Cu®* iontfi na ligniticky humat, tj. hodnoty log K,
a procentualni zastoupeni fluoroforu podléhajiciho zhaseni, byly ziskany vyuzitim upravené
Stern-Volmerovy rovnice (14). K vypoctu byly pouzity zprimérované vysledky sérii méfent,
viz. kapitoly 4.2.3 a 4.3.5, jak z konvencnich emisnich spekter tak také ze synchronnich
spekter. Dosazené vysledky zobrazuje nasledujici tabulka (Tab. 8).

Tab. 8 Parametry log K, a f, vypocitané pro ligniticky humat 22/11/05.

Koncentrace SFS Emise
huméatu log K, Ja log K, fa
10 mg dm™ 527 53 % 5,13 82 %
25 mg dm™ 4,53 73 % 4,76 85 %
50 mg dm™ 4,17 95 % 4,45 88 %
priamér 4,66 - 4,78 -
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Procentualné vyjadieny podil fluorescence systému, ktery je schopen podlehnout zhaseni,
se u pouzitych koncentraci humatu v ptipadé zhasSeni emise prili$ nelisi. V ptipadé zhaSeni
maxima synchronniho spektra (502 nm, pii A4 = 35 nm) se hodnota £, s ménici se koncentraci
humétu podle udaji v pfedchozi tabulce riizni. Cim vy$§i je koncentrace humatu v systému,
tim hodnota f, vzristd. Primérnd hodnota log K, ziskand ze zhé&Seni synchronnich spekter
lignitického humatu dosahuje nizs§i hodnoty nez odpovida pramérné log K, vypocitané
ze zhaSeni emisnich spekter.

V této praci bylo dokazano, e zhageni fluorescence humatu v disledku komplexace s Cu®*
ionty lze sledovat metodou synchronni fluorescen¢ni spektroskopie. Déle bylo ovéteno,
ze pro vypocet disocia¢ni konstanty pomoci upravené Stern-Volmerovy rovnice, lze vyuzit
zhédSeni sledované pomoci synchronnich spekter. Vysledky ziskané ze spekter SFS jsou
presnéjsi a l1ze je uspésné vyhodnotit oproti metod¢ emisni fluorescencni spektroskopie.

Pii porovnani naSich vysledkli s udaji v literatufe jsme zjistili, Ze naSe vysledky jsou
ve shod¢ s vysledky Antunes a kol. [40], kteti méfili komplexaci médi a technické huminové
kyseliny Fluka metodou EEM. V jejich praci méfili HK o koncentraci 40 mg dm™ a urgili
hodnoty parametrt: log K, =4,83 a f, =91 %.

Plaza a kol. [14] stanovili log K pro 15 mg dm™ koncentrovanou pidni HK v rozmezi 5,14
az 5,36.

Pro HK o 50 mgdm™ pii konstantnim pH 7 vypogitali Esteves da Silva a kol. [35]
log K=5,38. V této praci nepouzili pro stanoveni konstant Stern-Volmerovu rovnici,
ale provedli modelaci métenych spekter.

Hernandez a kol. [44] studovali také soustavu HK v pfitomnosti médi a zjistili hodnotu
konstanty log K = 5,25, coz také ptiblizné odpovida naSim vysledkiim.
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5. ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo pfispét ke studiu komplexace huminovych kyselin
s kovovymi ionty. Pro experimenty byl vybran méd’naty iont. Z diivodu snadné rozpustnosti
ve vodé a omezeni obsahu nadbyte¢nych iontli byly hlavni experimenty provedeny se sodnou
soli lignitické huminové kyseliny, tzv. humatem.

Komplexace kovového iontu miize vyvolat zménu elektronové polarizace jak kovového
iontu, tak vazebného mista. Takova zména vazebného mista mtize vést ke zméné ptipadnych
fluorescen¢nich vlastnosti jednotlivych vazebnych mist a fluorofori, které jsou spojeny
s vazebnymi misty [26], [28]. Jaké povahy bude ovlivnéni fluorescence systému, zavisi
na povaze kovového iontu. Pouzity kationt ma Céastecné zaplnéné d-orbitaly (elektronova
konfigurace Cu®" je 3d’). Ztoho divodu bylo o&ekavano zhaSeni fluorescence humatu
po pridavku Cu** iontil.

Nejprve byla urcena vinova délka maxima excitacniho spektra pouzitého lignitického
humatu s oznacenim 22/11/05, ta byla pouzita pro méfeni emisnich spekter humatu, kteréd
vytvarii Siroky emisni pas. Po pfidavku méd’natych ionti vykazovala emisni spektra snizovani
své intenzity. Se vzristajici koncentraci Cu®" iontéi ve vodném roztoku humatu dochazelo
ke zhaSeni fluorescence jeho emisniho spektra, coz bylo ovéfeno pro tii koncentrace humatu
(10, 25 a 50 mg dm™) v rozmezi koncentraci Cu®* iontd 1-10°~1-10"* mol dm . Pomoci
atomové absorpcni spektrometrie bylo stanoveno navdzané mnozstvi iontli a tim ovéfeno,
ze zhéaSeni emisni fluorescence humatu je disledek navazani méd’natych iontit do struktury
humatu. V excita¢nim spektru lignitického humatu bylo maximum stanoveno pfi vinové délce
468 nm. Excitacni spektrum i s hlavnim maximem bylo také po pfidavku iontd zhaSeno,
z ¢ehoz vyplyva, ze fluorofor, kterému piislusi excitacni vinova délka A.x = 468 nm, by mél
byt ovlivnén komplexaci, ¢i dokonce by mohl byt do komplexace sam zapojen.

DalSim dilezitym cilem bylo vyzkouset, zda ke sledovani zhaSeni fluorescence humatu
méd’natymi ionty lze pouzit i synchronni fluorescen¢ni spektroskopii a ptipadné pii jakém
nastaveni. Synchronni fluorescenéni spektroskopie se s vyhodou pouziva k charakterizaci
multifluorofornich systémt, jako jsou huminové kyseliny. Poskytuje totiz lepsi spektralni
rozliSeni a tak by tato metoda mohla byt vyuzita pro nalezeni fluoroforu, ktery je zhaSenim
nejvice ovlivnén. Nejprve bylo pouZito nastaveni synchronniho skenu pii A4 =20 nm, které
je velmi ¢asto pouzivané pii charakterizaci huminovych latek. Bylo zjisténo, Ze se ve spektru
humatu vyskytuji piky pti 358, 450, 468, 482 a 501 nm a Siroky pas v oblasti 400-440 nm.
Hlavni maximum se nachézi pfi 468 nm. P¥idavek Cu®' iont ovliviioval intenzitu maxima,
ale nedochazelo k postupnému zhaSeni jako u emisniho spektra. Od urcité koncentrace iontl
dokonce intenzita fluorescence systému vzrustala. A proto jsme se zaméfili na hledani
vhodnéjsiho nastaveni AA synchronniho skenu, pii kterém by se dalo pozorovat zhéseni
fluorescence humatu ve vybraném rozmezi koncentraci médnatych iontd od 1.107
do 1-107* mol dm™.

Prométenim synchronnich spekter humatu pfi riznych AAjsme zjistili, ze vhodngjsi
podminky pro pozorovani zhaSeni poskytuje nastaveni AA=35nm. Pii tomto nastaveni
se hlavni maximum spektra huméatu objevuje pti 502 nm a jeho Aex odpovida 468 nm. Kromé
hlavniho maxima lze ve spektru pozorovat vyrazné piky pii 358, 468 a 484 nm. Pfitomnost
Cu?" iontd v celé pouzitém rozmezi vyvolava postupné zhaseni jako u emisnich spekter, kdy
hlavni maximum spektra (502 nm) je ovlivnéno nejvice. Déle lze pozorovat v rozmezi
koncentraci Cu** iontd 1-10°—4-10° mol dm™ zménu v prab&hu zhaseni fluorescence
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humatu. Z této zmény se d4 usuzovat, Ze v této oblasti koncentraci iontii dochazi k vyznamné
zmeéné ve struktufe humatu, ¢imz se vyrazn¢ ovlivni jeho fluorescencéni vlastnosti.

Pozorované zhaSeni humatu bylo pomoci upravené Stern-Volmerovy rovnice vyuZito
k vypocitani komplexacnich parametrti jak zemisnich, tak i ze synchronnich spekter
pfi nastaveni A4 =35 nm. Vysledky zjis§téné ze zhdsSeni synchronniho spektra by mély podle
naSeho nazoru byt presnéjsi, nebot’ pozorujeme zhaseni jednoho urcitého maxima (jednoho
fluoroforu).

Z namétenych vysledkl plyne, ze metoda synchronni fluorescenc¢ni spektroskopie (SFS)
je vhodna pro sledovani zhaSeni fluorescence humatu kovovymi ionty a lze ji tedy vyuZzit
pti studiu komplexace huminovych latek s Cu®* ionty. Nezbytné je ale stanoveni vhodného
rozdilu AA.

Némi nalezené nastaveni synchronniho spektra lignitického humatu, AA=35nm,
se nejlépe hodi k pozorovéani zhaSeni. Diky lepSimu rozli$ni, které tato metoda poskytuje, 1ze
identifikovat fluorofor, ktery je komplexaci Cu** iontd p¥imo ovlivnén. V synchronnim
spektru lignitického humétu lze podle naSich vysledki rozlisit dva hlavni fluorofory, kdy
prvni s emisi pii 468 nm (AA <35 nm) neni pfimo ovlivnén komplexaci s méd’natymi ionty
a druhy pii 502 nm (nastaveni A4 =35 nm), ktery je nejvice ovlivnén Cu®" ionty. Jedna se
o fluorofor uréeny pfi Aex/Aem = 467/502 nm. Chemicka povaha téchto dvou fluoroforii se zda
byt odli§nd, coz potvrzuje jejich rozdilné fluorescenéni chovéani v ptitomnosti Cu®* ionti.
Nicmén¢ identifikace jednotlivych fluorofort zistava byt i nadale komplikovana diky slozité
chemické struktufe huminovych kyselin.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

HL
HK
FK
HU
pH
EDTA
Da
ESR

ﬂem
SFS
AL
EEM
R.F.I

Jfa
AAS
R.I
/1y
pum

huminové latky

huminové kyseliny

fulvinové kyseliny

huminy

zéporny dekadicky logaritmus aktivity H;O" iontl
etylendiamintetraoctova kyselina

dalton, 1,660 53-10% kg

elektronova spinova rezonance

singletovy energeticky stav

jednotka vinové délky, 10~° m

infracervend oblast elektromagnetického zateni
kvantovy vytézek fluorescence

intenzita fluorescence

bimolekularni zhaseci konstanta

doba zivota fluoroforu v excitovaném stavu
koncentrace zhasedla

koncentrace fluoroforu

Stern-Volmerova zhéaseci konstanta

disocia¢ni konstanta komplexu

ultrafialova oblast elektromagnetického zafeni
viditelna oblast elektromagnetického zateni
absorbance

vlnova délka

vlnova délka excitace

vlnova délka emise

synchronni fluorescensni spektroskopie

rozdil vinovych délek mezi excitacnim a emisnim monochroméatorem

excita¢né emisni matice
relativni fluorescenéni intenzita

Stern-Volmerova konstanta ptistupné populace fluoroforti
cast fluorescence, ktera je schopna podlehnut zhéseni

atomova absorpéni spektrometrie
relativni intenzita

pomér intenzit fluorescence v pritomnosti a nepfitomnosti zhasece

jednotka délky, 10° m
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