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ABSTRAKT

Hlavnym cielom tejto diplomovej prace bolo overenie potencialu vyuzitia pokrocilych technik
spracovania infracervenych spektier, konkrétne analyzy hlavnych komponentov (PCA), za ucelom
sledovania interakcii prirodnej organickej hmoty s organickymi polutantmi. Prirodna organicka
hmota bola reprezentovana Standardom huminovych kyselin IHSS Leonardite a za zastupcov
organickych ionov boli zvolené aromatické farbiva metylénova modra a Rhodamin 6G atiez
alifatickd latka Septonex. Ich interakcie boli potom sledované pomocou infracervenej spektroskopie,
ktorej vyuZitie pre tento ucel bolo overené v mojej bakalarskej praci. Na ziskané infracervené spektra
vytvorenych komplexov a pripravenych slepych vzoriek bola napokon aplikovana analyza hlavnych
komponentov, ktora pomohla odhalit’ spektralne zmeny na prvy pohl'ad nerozoznatel'né v samotnych
spektrach. Bolo zistené, Ze najpravdepodobnej$im mechanizmom interakcie huminovych kyselin
s aromatickymi polutantmi su 7m—n interakcie, zatial Co pri viazani alifatickych latok je
predpokladana elektrostatickd povaha interakcie.

ABSTRACT

The main objective of this diploma thesis was to verify the potential of using advanced infrared
spectra processing techniques — specifically the principal component analysis (PCA) — in order to
monitor the interaction of natural organic matter with organic pollutants. Natural organic matter was
represented by standard IHSS Leonardite humic acid, while the aromatic dyes methylene blue and
Rhodamine 6G and the aliphatic substance Septonex were chosen as representatives of organic ions.
Their interactions were monitored using Fourier-transform infrared spectroscopy, the use of which
for this purpose was verified in my bachelor's thesis. Principal component analysis was finally
applied to the obtained infrared spectra of the formed complexes and prepared blank samples, which
helped to reveal spectral changes at first glance unrecognizable in the spectra themselves. It was
found out that the most likely mechanism of humic acid interaction with aromatic pollutants is
a n—n interaction, while the electrostatic nature of the interaction is assumed for the binding of
aliphatic substances.
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UvVOD

1 Uvob

V sucasnej dobe je Coraz viac sklonovand otazka ochrany zivotného prostredia. So stile sa
rozvijajicou priemyselnou a pol'nohospodarskou vyrobou sa zvySuje aj mnozstvo polutantov
nachadzajucich sa v Zivotnom prostredi, ¢i uz ide o rozne pesticidy, herbicidy, metabolity alebo
odpady farmaceutickych vyrob alebo inych chemickych a technologickych priemyslov. Ked’ze st
tieto latky pre zivé organizmy casto Skodlivé a toxické, je vel'mi dblezité poznat’ moznosti, ako je
mozné ich zo Zivotného prostredia odstranit’ alebo zmiernit’ ¢i uplne potlacit’ ich nepriaznivé G¢inky.
Potencidlnym prostriedkom pre efektivne odstrafiovanie xenobiotik zo Zivotného prostredia su
huminové latky, ktoré st prirodzenou sucast’ou prirodnej organickej hmoty vo vode a v pode. Ich
vyuzitie pre tento ucel je dané najma tym, ze obsahuju velké mnozstvo rozli¢nych funkénych skupin
a tym padom st schopné pomocou réznych mechanizmov viazat’ latky rézneho pévodu a Struktury.
Prave pochopenie tychto viazobnych mechanizmov je kI'icové pre ich efektivne vyuzitie K sanacii
prostredia, v ktorom zijeme.

Jednym zcielov tejto diplomovej prace bolo vypracovat literdrnu reSerS na tému metod
experimentalneho Stidia interakcii prirodnej organickej hmoty s nizkomolekularnymi latkami, ktoré
by prave mohli predstavovat’ latky znecistujuce zivotné prostredie. Environmentalne polutanty sa
moézu v prostredi vyskytovat’ v réznych formach, no velmi casto je mozné ich najst’ vo forme
organickych ionov. Tieto latky mozu predstavovat’ napriklad urcité antibiotika, analgetika, tenzidy,
alebo uz spominané herbicidy a pesticidy. Na zaklade preskumania sti¢asného stavu rieSenej
problematiky boli za modelové zlu¢eniny prirodnej organickej hmoty Studované v tejto praci zvolené
huminové kyseliny, pri¢om bola sledovana ich interakcia a tvorba komplexov s organickymi ionmi,
ktoré boli zastupené aromatickymi farbivami metylénovou modrou a Rhodaminom 6G a alifatickou
dezinfekénou latkou karbethopendecinium bromid, znamou pod komerénym nazvom Septonex.

V nadvéznosti na moju bakalarsku pracu [1] bola za metddu Sttdia spominanych interakcii zvolena
infracervend spektroskopia, pricom ciel'om bolo hlavne aplikovat’ na ziskané data pokrocilé techniky
spracovania spektralnych dat, akou je napriklad analyza hlavnych komponentov a overit’ ich
vyuzitelnost pre mapovanie interakcii medzi zvolenymi modelovymi zastupcami prirodnej
organickej hmoty a organickymi polutantmi.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 PRIRODNA ORGANICKA HMOTA

Pojem prirodna organickd hmota zahriiuje rozne organické latky nachadzajuce sa v prirodnych
zdrojoch, ako napriklad v pode alebo vo vode. Sklada sa z komplexnej zmesi organickych latok
vratane uhl'ovodikov, lipidov, proteinov alebo huminovych latok, pricom jej konkrétne zlozenie je
vel'mi variabilné a zavisi napriklad od zdroja organickych latok alebo od geografickej polohy. Je
tvorend sthrnnou zmesou Zzivych rastlin, zivoc¢ichov a mikroorganizmov, alebo ich zvySkami
Vv roznych Stadiach rozkladu alebo humifikacie [2; 3].

Organicka hmota vo vodnom prostredi sa mierne lisi od pddnej organickej hmoty. Vo vode sa najviac
odlisuju dva typy — bud’ je zemského povodu, alebo pochddza priamo z vodného ekosystému. Mo6ze
existovat Vrozpustenej, koloidnej alebo casticovej forme. Organickd hmota je jednym
z najvyznamnejSich zdrojov biologicky dostupného organického uhlika vo vodnych ekosystémoch.
Kedze je to ve'mi komplexnd zmes, liSi sa vo svojej reaktivite aj v ekologickej ulohe a hra
rozhodujucu rolu v transporte Zivin aV dynamike vodného potravinového retazca. Naopak
z hlradiska pitnej vody sa povazuje za znepokojujicu zlozku, pretoze jej ¢ast moze pocas dezinfekcie
reagovat’ a tvorit’ vedl'ajSie produkty, ktoré mozu vo vysokych koncentraciach negativne ovplyvnit’
Pudské zdravie [3; 4].

P6dna organicka hmota (POH) je akykol'vek material pé6vodne vyprodukovany zivymi organizmami,
ktory je navrateny do pody a prechadza rozkladnym procesom. Vzdy sa sklada z rozsahu materialov
od neporusenych poévodnych tkaniv rastlin a zivo¢ichov po v podstate rozlozenti zmes latok znamu
ako humus. Vigsina podnej organickej hmoty pochadza z rastlinnych tkaniv. Rastlinné zvySky
obsahuju 60-90 % vlhkosti a zvy$na suSina pozostava z uhlika, kyslika, vodika a malého mnoZstva
siry, dusika, fosforu, draslika, vapnika a hor¢ika. Hoci st tieto ziviny pritomné len v malom
mnozstve, si velmi dolezité z hl'adiska manazmentu trodnosti pody [2]. Celkovo je ale mozné
rozdelit POH na Zijlice organizmy aneZivy organicky materidl. Ziva frakcia zahffia makro
a mikroorganizmy a predstavuje priblizne 4 % organického uhlika v pode. Neziva organicka hmota
moze byt rozdelena na relativne nezmeneny material s identifikovate'nou pdvodnou Struktirou a na
transformované produkty, medzi ktoré patria nehuminové (chemicky definované organické
zluCeniny) a huminové latky. Grafické znazornenie tohto rozdelenia je mozné vidiet’ na Obr. 1 [5].

PODNA ORGANICKA HMOTA

/\

Neziva organicka hmota Zijtice organizmy
Malo modifikované Transformované
materialy produkty
Nehuminové latky Huminoveé latky

(fulvinové kyseliny, huminové
kyseliny, humin)

(lipidy, proteiny, uhl'ohydraty)

Obr. 1 Schematicky prehlad hiavnych zloZiek pédnej organickej hmoty [4]
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Nehuminové latky zahrniuji velké mnozstvo relativne jednoduchych zlucenin so zndmymi
Struktarami, ktoré patria do dobre znamych skupin ako st polysacharidy, proteiny, peptidy,
aminokyseliny, tuky, vosky, zivice, pigmenty ainé nizkomolekularne organické latky. Vo
vSeobecnosti su tieto zliCeniny pomerne jednoducho napadnutelné mikroorganizmami v pode
a maji pomerne kratku dobu rozpadu. Vicsina organického materialu v podach a vodach pozostava
Z huminovych latok. Su to amorfné, hnedé alebo Cierne, hydrofilné, kyslé, polydisperzné latky
s molekulovou hmotnost'ou v rozsahu od niekol’kych stoviek do desiatok tisicov, ktoré budu blizsie
rozobrané v nasledujucich kapitolach [6].

Prirodné organicka hmota je vel'mi vyznamnd. Pozitivne ovplyviiuje takmer vSetky vlastnosti pody
a je zodpovedna za jej Girodnost. Urodna pdda je potom zakladom pre zdravé rastliny, Zivo&ichy
aludi. So zniZzujucim sa obsahom pddnej organickej hmoty sa CastejSie objavuju problémy
s dostupnostou vody, zhutiiovanim pody, eréziou, parazitmi, chorobami alebo hmyzom. POH
priamo ¢i nepriamo ovplyviiuje dostupnost’ zZivin pre rastliny. Pri jej rozklade su ziviny prevedené
na formy, ktoré su rastliny schopné prijat. Vd’aka svojej kapacite kationovej vymeny je schopna
putat’ pozitivne nabité Ziviny, ako napriklad Ca?", K* alebo Mg?" a zabrafiuje tym ich odplaveniu
hlboko do spodnej pody. Dalej mozu byt’ pred odplavenim Ziviny chranené aj pomocou chelécie.
Nepriamo potom ovplyviiuje dostupnost’ zivin zlepSovanim Struktary pody, ¢o ma za nasledok
zvySeny prienik vody po dazd’och, zvySent schopnost’ pody zadrziavat’ vodu alebo je tiez podporeny
rast korenov do priepustnejsej pody [7].

2.2 HUMINOVE LATKY

Délezitou zlozkou prirodnej organickej hmoty vo vode a v poéde st huminové latky (HL). Tieto
komplexné heterogénne zmesi polydisperznych materidlov st vytvorené biologickymi aktivitami
mikroorganizmov alebo biochemickymi a chemickymi reakciami po¢as humifikacie, ¢o je pojem pre
proces rozkladu mikrobialnych a rastlinnych zvySkov [8]. Je mozné ich najst’ vo vSetkych typoch
pddy avody. Pomocou extrakcie mozu byt rozdelené na humin, huminové kyseliny (HK)
a fulvinové kyseliny (FK). Ich soli st potom nazyvané humaty alebo fulvaty. Huminové kyseliny je
mozné vo velmi vysokej koncentracii najst’ v urcitej vrstve mikkého hnedého uhlia, ktoré este
nedosiahlo Stddium lignitu. Tato vrstva sa nazyva Leonardit a HK sa tu moZzu nachadzat
Vv koncentracii az do 85 % [9]. Leonardit je svojou povahou udrzatel'na a efektivna surovina, ktora
vznika zvetravanim z lignitu a je vyuzitelna v mnohych odvetviach a priemysloch. Na rozdiel od
bezného mikkého lignitu, Leonardit disponuje vys$im stupiiom oxidacie a tym padom aj vacSim
podielom huminovych kyselin a bioaktivnych karboxylovych skupin [10].

2.2.1 ROZDELENIE HUMINOVYCH LATOK

Ako uz bolo nacrtnuté vyssie, huminové latky je mozné rozdelit’ na tri hlavné skupiny — huminové
kyseliny, fulvokyseliny a humin. HK a FK je mozné extrahovat’ do vodného roztoku pomocou silnej
zasady (napriklad NaOH alebo KOH), huminové kyseliny su ale nerozpustné pri nizkom pH
a pomocou silnej kyseliny mozu byt vyzrazané. Po odstraneni HK okyselenim v roztoku zostavaju
fulvinové kyseliny, ktorych rozpustnost vo vodnych roztokoch vobec nie je zavisla na pH
podmienkach. Humin nie je do vody extrahovatel'ny ani pomocou silnej zasady, ani silnej kyseliny
[8]. Huminy st zo vsetkych huminovych latok nachadzajucich sa v pode najviac rezistentné voci
d’al$ej dekompozicii. S zname tym, Ze podporuju schopnost’ pody zadrziavat' vodu, zlepSuju jej
urodnost’, upravuju jej Struktiru, no zachovavaju stabilitu pddy a mozu sprostredkovavat’ kationova
vymenu [11]. Obr. 2a popisuje extrakciu jednotlivych frakcii huminovych latok z Leonarditu a Obr.
2b znazoriiuje zmenu vlastnosti naprie¢ jednotlivymi frakciami [9]. Na tomto obrazku je mozné
vidiet, Ze jednotlivé frakcie sa neliSia len rozpustnostou, ale aj réznym zafarbenim a inymi
vlastnostami. V poradi FK — HK — humin vSeobecne stipa obsah uhlika alebo stupen polymerizacie,



TEORETICKA CAST

zatial’ ¢o klesa obsah kyslika alebo funkénych skupin kyslého charakteru, ako su napriklad -COOH
skupiny [12].

a) ' b)

STEVENSONOVE HUMINOVE LATKY
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Obr. 2a Extrakcia frakcii huminovych latok z Leonarditu [8]. Obr. 2b Zmena viastnosti
huminovych ldtok napriec jednotlivymi frakciami podla Stevensona [8; 11].

Vo vSeobecnosti sa huminové latky vyznacujii svojou vysokou reaktivitou a zaroven odolnost'ou
voéi biologickému rozkladu. Zmienky o huminovych kyselinach, fulvokyselindch alebo humine
véacsinou odkazuju na priemerné vlastnosti velkého suboru zloziek odlisujucich sa molekulovou
hmotnostou a Struktirou. Konkrétna Struktira a vlastnosti jednotlivych HL zavisia od presnych
podmienok ich extrakcie a taktiez od ich zdroja (r6zne typy pody alebo vody). Priemerné vlastnosti
jednotlivych frakcii huminovych latok z r6znych zdrojov su vsak mimoriadne podobné [8].

2.2.2 STRUKTURA A ZLOZENIE HUMINOVYCH LATOK

Napriek tomu, Ze $truktura huminovych latok je skiimana uz niekol’ko dekad, stale nebola presne
objasnena a roznymi autormi boli navrhnuté rézne modely Struktir HL. Pre pochopenie detailnej
Struktary uz boli huminové latky skiimané mnohymi technikami, medzi ktoré patri napriklad NMR,
hmotnostna alebo rontgenova spektrometria, infra¢ervena spektroskopia a iné. VSeobecne moze byt
ale ich Struktura popisana ako subor kovalentne ¢i nekovalentne viazanych aromatickych
a alifatickych sucasti obsahujucich karboxylové, fenolické alebo alkoxy skupiny prepojené najma
kyslikovymi alebo dusikovymi skupinami. Taktiez m6zu huminové latky obsahovat estery sulfatov
alebo fosfatov, ¢i alaninové, semichinénové alebo hydrochinonové skupiny [13; 14].

Casom bolo zistené, e huminové latky nie si samostatné molekuly, ale zdruZenie molekil
mikrobiologického, polyfenolického a ligninového pdvodu a nie je mozné ich popisat’ ziadnym
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konkrétnym vzorcom. Rontgenova analyza preukédzala, ze maji ,,otvorent* flexibilnu Struktiru
perforovani medzerami réznych velkosti, ktoré moézu zachytit' alebo fixovat organické ¢i
anorganické zluceniny, okrem inych napriklad polysacharidy alebo proteiny, ktoré su k spominanym
medzeram komplementarne svojou vel’kost'ou a nabojom [13; 14]. Jednotlivé zlu€eniny su potom do
makromolekularnych agregatov spajané pomocou kombinacie hydrofobnych interakcii, vodikovych
vézieb, interakcii s vymenou naboja alebo kovovych mostikov [15]. Niektori autori tiez uvadzajt, ze
vo vhodnom vodnom prostredi st HL schopné organizovat’ sa do micelarnych Struktar [16]. Vd’aka
obsahu vel'kého poctu rozlicnych funkénych skupin maju vzniknuté supramolekularne agregaty
univerzalne vdzbové moznosti [17]. Na Obr. 3 je zobrazeny model Struktiry huminovej kyseliny
navrhnuty Stevensonom [12].

HC=0
(cukor)
(H(|3-OH)4
HC=0 OH
H\
A i COOH
COOH HOOC
OH COOH
o O O
COOH (pem'd)

Obr. 3 Modelova struktiira huminovej kyseliny podla Stevensona [11; 19]

Co sa tyka prvkového zastapenia, huminové latky obsahuju ako hlavné prvky uhlik, vodik, dusik,
siru a kyslik, pri¢om uhlik a kyslik su zastipené v najvd¢Ssom mnozstve [6]. Konkrétne zastipenie
jednotlivych prvkov sa lisi v zavislosti od zdroja skiimanej HL, pre predstavu ale Tab. 1 zobrazuje
aproximované prvkové zastupenie modelovej huminovej a fulvinovej kyseliny, ziskané z priemeru
rozsahov prvkovych analyz vypocitané Schnitzerom [18]. Huminové kyseliny obsahuji v priemere
0 10 % viac uhlika, ale o 10 % menej kyslika ako fulvinové kyseliny. Oproti podnym huminovym
latkam obsahuju védc¢Sinou HL vo vode podstatne menej uhlika a dusika [6].

Tab. 1 Percentudlne zastupenie (v hmotnostnych percentdich) jednotlivych prvkov a relativny obsah
Sfunkcnych skupin v huminovych a fulvinovych kyselinach [18]

Prvky Funkf“:né

(hm. %) HK FK skupiny HK FK
(meq/g)

C 56,2 45,7 —-COOH 3,6 8,2

O 35,5 44,8 fenol. -OH 3,9 3,0

H 4,7 54 alkohol. -OH 2,6 6,1

N 3,2 2,1 -C=0* 2,9 2,7

S 0,8 19 —OCHjs 0,6 0,8

* Zahrnuje chinonové aj ketonové C=0 skupiny.

Karboxyly, hydroxyly a karbonyly sa hlavné funkéné skupiny obsahujuce kyslik v huminovych
latkach. V Tab. 1 st zobrazené analytické data zhromazdené Schnitzerom [18] pre tieto skupiny
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v modelovych huminovych a fulvinovych kyselindch. Celkova acidita (stiéet fenolickych —OH
skupin a .COOH skupin) a najmi obsah —COOH skupin je vyznamne vyssi u modelovych FK ako
U modelovych huminovych kyselin. Na jednotku hmotnosti obsahuju obe latky priblizne rovnaké
koncentracie —C=0, —OCHjs a fenolickych —OH skupin, no koncentracie alkoholovych —OH skupin
st u FK vyssie [6]. Délezitym rozdielom medzi HK a FK v obsahu funkénych skupin je fakt, ze
takmer vSetok kyslik vo fulvokyselinach je obsiahnuty v skupinach —COOH, -OH a —C=0, no
vV huminovych kyselinach tvori vicsia Cast’ kyslika $truktarnu zlozku, napriklad esterové a éterové
viazby. Kym v HK je mozné najst’ prevazne chinénové —C=0 skupiny, u FK je vys§i obsah
ketonovych —C=0 skupin [19].

2.2.3 VYUZITIE HUMINOVYCH LATOK

V sucasnosti maju huminové latky velmi Siroké a stale sa rozSirujuce vyuzitie, ktoré méze byt
rozdelené do Styroch hlavnych oblasti: polnohospodarske, environmentalne, priemyselné
a biomedicinske [11].

V pol'nohospodarstve hraju huminové latky délezita rolu najmé z dévodu ich velkého dopadu na
kvalitu, produktivitu a arodnost’ pddy. TieZ velmi priaznivo upravuju fyzikéalne vlastnosti pody
a ovplyviiuju jej vlhkost' [11]. HL zvySuju dostupnost’ zivin, ktoré sa uz nachadzaji v pode
a prirodzene prevzdusiuji podu zvnutra. Vedci tiez objavili ich schopnost’ tvorit’ komplexy s kovmi
a radionuklidmi alebo moznost’ ich interakcie s volnymi radikalmi [13]. V poslednych rokoch st
huminové latky vyuZzivané ako aditiva v hnojivach [20].

HL st povrchovo aktivne, v jednej molekule je mozné najst’ hydrofobne aj hydrofilné ¢asti a nad
kritickou micelarnou koncentraciou su schopné tvorit’ micely. To im déva schopnost’ solubilizacie
a transportu hydrofobnych chemikalii v prirode. Tato schopnost méze ovplyvnit’ nielen mobilitu
naviazanej molekuly, ale aj rychlost chemickej degradacie, fotolyzu, volatilizaciu (premenu
polutantov do plynnej formy) alebo biologicky prijem. Huminové latky mozu tiez viazat’ kovové
i6ny z rozpustenych hornin a mineralov alebo mozu viazat’ rozne polutanty a biocidy pouzivané pre
pol'nohospodarske ucely, atym hraju podstatnii tlohu v ich geologickom cykle alebo pri ich
transporte [13].

Priemyselné aplikacie huminovych latok st taktiez vel'mi rozSirené. Vyuzivaju sa napriklad ako
aditiva v stavebnictve pre ovplyvnenie rychlosti tuhnutia betonu, v drevarskom priemysle je mozné
vyuzit’ huminové latky ako stcast’ farieb rozpustnych vo vode pouzivanych na farbenie drevené¢ho
nabytku. Tiez mézu byt ziroCené v keramickom ¢i papiernickom priemysle alebo pri vyrobe
plastov [20].

Komer¢ne produkované huminové latky nachadzajt svoje vyuzitie aj vo veterinarnej alebo humanne;j
medicine [20]. Bolo napriklad zistené, Ze pri preventivnom podavani huminovych kyselin potkanom
vyznamne klesa Sirenie zaludo¢ného poskodenia sposobené etanolom [21]. Ini autori reportovali
schopnost’ HK interagovat’ s baktériou Micrococcus luteus. Huminova latka v tomto pripade chranila
organizmus pred zni¢enim jeho bunkovej steny enzymom lyzozymom [22]. V poslednej dekade bol
zvySeny zaujem o vyuzitie huminovych latok v medicine a biologii. Boli napriklad Studované
moznosti vyuZitia komplexov pddnych huminovych extraktov s aminokyselinami a analégmi
vitaminu B ako zékladov kozmetickych a farmaceutickych produktov. Hlavnhym doévodom tohto
zvyseného zaujmu o huminové latky je ich antivirusova, protizapalova alebo estrogénna aktivita [20;
23].
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2.3 INTERAKCIE A VAZBOVE MOZNOSTI HUMINOVYCH LATOK

Ako uz bolo spomenuté v predchadzajucich kapitolach, huminové latky disponuji velkym
mnozstvom réznych funkénych skupin, o im umoziuje vyuzivat viaceré vdzobné mechanizmy.
Taktiez st HL privilegovanymi prirodnymi latkami pre viazanie organickych polutantov (OP) vd’aka
ich fyzikalnym, chemickym, biochemickym a fotochemickym vlastnostiam. Do rdznej miery
ovplyviiuji biodegradaciu a detoxifikaciu organickych polutantov, ich biologicki dostupnost,
fytotoxicitu, ¢i ich hromadenie alebo transport. Pravdepodobne najddlezitejsim typom interakcie
huminovych latok s OP je adsorpcia, ktora méze byt sprostredkovana napriklad pomocou i6novych,
kovalentnych, koordina¢nych alebo vodikovych vézieb, dipol-dipdl a Van der Waalsovych sil, ¢i
pomocou hydrofobnych interakeii [24].

Okrem uvedenia konkrétnych prikladov pozorovanych interakcii huminovych latok s réznymi
xenobiotikami su v tejto kapitole nacrtnuté aj vSeobecné mechanizmy jednotlivych interakeit,
ktorych pochopenie je klicové pre vyuzitie celého potencidlu huminovych latok, napriklad ako
prostriedkov pre odstraiiovanie polutantov zo Zivotného prostredia.

2.3.1 KOVALENTNA VAZBA

Mechanizmus tejto vézby je zaloZzeny na zdielani elektronov medzi atomami pre zaplnenie ich
valenénej vrstvy. Vidcsinou ide 0 vdzbu medzi dvomi nekovmi alebo atomami s podobnymi
hodnotami elektronegativity, ktora moze byt podla poc¢tu zdiel'anych elektronov bud’ jednoducha
alebo nasobna, teda dvojita alebo trojita [25].

Je zname, ze medzi huminovymi latkami a pesticidmi, alebo ich medziproduktami a produktami ich
degradacie, ako su napriklad aniliny a fenoly, moze byt vytvorend stabilna a Casto ireverzibilna
kovalentna vidzba, pricom tento proces je katalyzovany chemickymi, fotochemickymi alebo
enzymatickymi katalyzatormi. Mnoho herbicidov alebo insekticidov v pdde degraduje za uvolnenia
aromatickych aminov, ako st napriklad chloroaniliny [26]. Tieto zvySky mozu byt potom viazané
pddnou organickou hmotou pomocou karbonylovych, chinénovych a karboxylovych skupin
huminovych latok za tvorby hydrolyzovate'nych alebo nehydrolyzovate'nych zlac¢enin [27; 28; 29].

Najpravdepodobnejsie sa k huminovym latkam budi kovalentne viazat' polutanty, ktoré maju
podobné chemické vlastnosti a zlozenie ako samotné HL. Ked’ze molekuly HL st polymérne
a skladaju sa z aromatického jadra obsahujuiceho mono-, di- alebo polyfenolické podjednotky,
kovalentne sa na ne viazu najmé pesticidy, ktoré sa Struktirne podobaju na fenolické zliCeniny.
Takto viazané pozostatky su potom extrémne stabilné a rezistentné voci kyslej alebo zasaditej
hydrolyze, posobeniu tepla alebo vo¢i mikrobialnej degradacii [30].

Moznost’ vzniku kovalentnej vdzby medzi huminovou latkou a kontaminantom je z praktického
hladiska predpokladom k imobilizacii kontaminantu. Tiez je tato vézba dolezitda z hladiska
uzdravenia pdd kontaminovanych napriklad zmesou polyaromatickych uhl'ovodikov, pretoze ide
0 stabilntl vizbu na polymérnu Struktiru a bolo dokazané, ze je nemutagénna a taktiez niektoré
mutagény v jej pritomnosti znizuji svoju mutagenitu [31].

2.3.2 KOORDINACNA VAZBA

Koordinac¢na, koordinacne kovalentna, dativna alebo donor-akceptorova vizba je typ kovalentnej
vizby, kedy su zdiel'ané valen¢né elektrony medzi kovom a ligandom, ale ligand je donorom oboch
zdielanych elektronov. Koordinacna zlicenina moze byt tiez definovana ako zlucenina, ktorej
centralny atdm ma vysSie koordinaéné ¢islo ako je jeho oxida¢né ¢islo [32].
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Ked’Zze huminové latky obsahujt aj elektron-deficitné skupiny (napriklad chinény), aj skupiny bohaté
na elektrony (napriklad difenoly), je mozna koordina¢na vidzba medzi huminovymi latkami
a polutantmi obsahujucimi bud’ elektron-donorové alebo elektron-akceptorové skupiny [26]. Tato
vézba predstavuje najdolezitejsi typ vazobnej interakcie medzi HL a idonmi kovov a je predpokladom
pre ich imobilizaciu. Tvorba koordinaénych vizieb je doleZita napriklad pri odstrafiovani toxickych
kovov nachadzajucich sa v podzemnych alebo odpadnych vodach [31].

Potencial k vzniku koordina¢nych vizieb je u huminovych latok dany najmé vysokym zastipenim
karboxylovych a fenolickych skupin. Zastupenie tychto skupin je potom ovplyvnené hodnotou pH
a mierou ich disociacie. V slabo kyslej oblasti sa na vzniku donor-akceptorovych vézieb podielaju
hlavne karboxylové skupiny, priCom pri vzraste pH nad hodnotu 7 sa vyznamne pridavaju aj
fenolické skupiny, po disociacii protonu z fenolického hydroxylu. Stabilita vznikajacich komplexov
so zvySujucim sa pH vSeobecne stipa [31].

2.3.3 NEKOVALENTNE INTERAKCIE

NajsilnejSou vizbou medzi atbmami alebo molekulami je sice kovalentna vézba, no so zvacsujucou
sa vel’kostou molekl stipa aj dolezitost’ nekovalentnych interakcii [33]. Nekovalentné interakcie
mozu byt pritomné v ramci jednej molekuly, ale aj medzi jednotlivymi molekulami, priCom tato
kapitola je zamerand hlavne na medzimolekulové interakcie. Vo vicsine pripadov st jednotlivé
interakcie spomenuté v tejto kapitole slabé, Casto vSak medzi molekulami pdsobi niekolko
nekovalentnych mechanizmov naraz a ich sila zasadne rastie.

Nekovalentné interakcie st okrem iného zodpovedné za Strukttru, stabilitu a funkéna schopnost’
makromolekul. Intenzita medzimolekulovych interakcii je nepriamo timerna teplote, takze s rastucou
teplotou klesa. Makroskopicky sa to méze prejavit’ aj zmenou skupenstva latky. Napriklad pri
poklese teploty plynnej latky klesa aj priemerna kineticka energia jej molektl a pri dostato¢ne nizke;j
teplote uz jednotlivé molekuly nemaju dostatok energie na prelomenie pritazlivej sily susediacich
molekul. V tomto bode sa molekuly zoskupuji a tvoria malé kvapky kvapaliny — tento jav je znamy
ako kondenzacia [34].

2.3.3.1 VAN DER WAALSOVE SILY A COULOMBICKE INTERAKCIE

Pod pojmom Van der Waalsove sily sa skryvajua interakcie dip6l-dipdl, dipél-indukovany dipdl alebo
disperzné sily. Iony a dipoly st potom navziajom pritahované pomocou elektrostatickych sil
nazyvajucich sa i6n-dipol interakcie, ktoré nepatria medzi Van der Waalsove sily. K interakciam
dipol-dipdl je mozné zaradit' aj vodikové mostiky, ale ide o vel'mi silny typ tejto interakcie
apodielaji sa na nej iba niektoré prvky, apreto su tieto vézby klasifikované v osobitnej
kategorii [34]. Vsetky tieto sily maju vSak elektrostatickil povahu a ich principom st coulombické
pritazlivé sily medzi negativnymi a pozitivnymi nabojmi. RozliSujeme uplny elektricky naboj vo
forme i6nov a Ciastocny naboj vo forme dipolov [35].

Interakcie ion-ion

Opacne nabité i6ny sa vd’aka elektrostatickym interakciam vel'mi silno pritahuja. Iéonovy par vznika,
ked’ st anion a kation v dostatocnej blizkosti na to, aby energia spojena s elektrostatickou
pritazlivostou bola vécsia ako dostupna tepelna energia, ktora ich rozdeluje. To znamena, ze i6ny
zostavaju zdruzené dlhsie ako je Cas potrebny na oddelenie neinteragujicich atdbmov pomocou
Brownovho pohybu [36].

I6nové pary je potrebné odliSovat’ od idonovych vizieb v krystalovych mriezkach idnovych zlucenin.
Tieto pary st tvorené najmé v roztokoch a moézu byt’ nazyvané aj sol'né mostiky. Jednym z prikladov
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takejto interakcie su bocné retazce aminokyselin v proteinoch, kde sa tvoria pary typu
—COO" ‘- "NHa. Dolezitost’ tejto interakcie sa prejavuje hlavne pri spajani jednotlivych proteinovych
podjednotiek v ich kvartérnej Struktare [35].

Co sa tyka huminovych latok, adsorpcia pomocou iénovych parov alebo katiénovej vymeny moze
byt’ uskuto¢nena u tych pesticidov, ktoré st v roztoku v kationovej forme alebo dokazu prijat’ proton
a tym padom sa dostat’ do kationovej formy. U HL zahriiuje ionizované, alebo 'ahko ionizovatel'né
karboxylové a fenolické hydroxylové skupiny. Nie vSetky negativne nabité skupiny huminovych
latok st vSak pozi¢ne dostupné pre viazanie velkych organickych kationov kvoli stérickému
braneniu [26]. Vznik elektrostatickej i6n-ion interakcie je mozné u HL predpokladat’ napriklad
Vv pripade alkalickych kovov alebo amoniaku [31].

Interakcie ion-dipol

Pokial’ je medzi atomami v molekule velky rozdiel elektronegativit a elektrony su nerovnomerne
rozlozené, vznikaju dipdly. Pomocou i6n-dipdl interakcii st navzajom pritahované iony (kationy
alebo aniony) a polarne molekuly. Ked’ je nabitd latka rozpustena v rozpustadle s dipélovym
momentom, elektrické pole spojené s nabojom posobi na dip6l silou, ktora orientuje opacne nabity
koniec dipolu k naboju [36]. Sila tejto interakcie je zavisla na naboji a velkosti i6nu a tiez na sile
dipolového momentu a velkosti molekuly. Néboje na katidnoch su zvyc€ajne koncentrovanejsie,
pretoze kationy st vo vSeobecnosti mensie ako aniony. Preto s dipdlmi silnejSie interaguju kationy
ako aniony s rovnakou vel'kost'ou naboja [34].

Interakcie dipol-dipél

Podobne ako pri interakciach medzi i6nom a dip6lom, interakcie medzi dvomi dip6lmi mozu byt
pritazlivé alebo odpudivé. Vo vSeobecnosti st slabsie ako predchadzajuce interakcie a ich sila zavisi
od orientacie a vzdialenosti dipolov [36]. Taktiez ¢im vacsi je dipolovy moment molekuly, tym
silnejSie su tieto elektrostatické interakcie. V pevnej faze sa molekuly s permanentnym dipolovym
momentom usporaduvaju tak, aby boli v tesnej blizkosti vzdy opacne nabité konce dipolov pre ich
maximalnu pritazliva silu. V kvapalinach nie st polarne molekuly drzané tak pevne ako v pevnych
latkach, ale maju tendenciu usporiadat’ sa spésobom, ktory v priemere maximalizuje ich pritazlivi
silu [34]. Struktury s pritazlivymi interakciami prevazuju, pretoze maju nizsiu energiu [33].

Tieto interakcie st napriklad zodpovedné za nizsiu prchavost’ polarnych latok oproti analogickym
nepolarnym latkam. Stabilizuju tiez terciarnu $truktiru proteinov a prispievaji k rozpustnosti
polarnych zltéenin v polarnych rozpustadlach [35].

Interakcie ion-indukovany dipél a dipol-indukovany dipdél

Ak je i6n alebo polarna molekula umiestnena do tesnej blizkosti atomu (alebo nepolarnej molekuly),
elektronové rozlozenie v atdbme (alebo nepolarnej molekule) je narusené pdsobiacou silou
ionu/polarnej molekuly. Vznika indukovany dipol, pretoze oproti molekule S permanentnym
dip6élovym momentom je v tomto pripade separacia pozitivneho a negativneho naboja indukovana
vloZzenym elektrickym pol'om, teda blizkost'ou i6nu alebo polarnej molekuly. RozliSujeme interakcie
ion-indukovany dipol a dipél-indukovany dip6l podla typu polarizujucej molekuly [34].

Pravdepodobnost, Zze dipdl bude v molekule indukovany nezavisi len od naboja i6nu alebo sily
dipdlu, ale tiez od polarizovatel'nosti danej molekuly. Je to veli¢ina, ktora uvadza, do akej miery je
molekula schopna reagovat’ na vlozené elektrické pole, a teda s akou 'ahkost'ou méze byt’ upravena
elektronova distribucia v molekule [34].
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Disperzné sily (Londonove sily)

Vznik disperznych sil je dosledkom nerovnomernej distribucie elektronov v molekule v danom
c¢asovom okamihu. Tieto sily pdsobia na velmi kratke vzdialenosti a vznikaju ako dosledok
indukovanej polarizicie elektronovych oblakov molekudl. Jedna strana molekuly méze ndhodne
ziskat’ maly prebytok elektronov oproti strane druhej, ¢o molekule udeluje okamzity dipolovy
moment. Tento okamzity dip6l nésledne indukuje v susediacej molekule doc¢asny opac¢ny okamzity
dipol, ¢oho vysledkom je potom slaba elektrostaticka pritazlivost’ molekul [33].

Disperzné sily, ktoré su tiez nazyvané Londonove sily, sa zvy€ajne zvySuju s molekulovou
hmotnostou, pretoZze molekuly s va¢Sou molarnou hmotnostou maju zvycajne viac elektrénov
a disperzné sily silnejii s vy$$im poctom elektronov. Taktiez vicSia moldrna hmotnost casto
znamena vACSi atdm, ktorého elektrony su volnejsie distribuované, pretoze vonkajsie elektrony st
slabsie pritahované jadrom [34].

Okamzité dip6ly existuju sice iba vel'mi kratko a neustale sa menia, ale kumulativny efekt vel'kého
mnozstva tychto interakcii vytvara dostatocne siln¢ pritazlivé sily na to, aby udrzali molekuly
v tuhom alebo v kvapalnom stave. AZ po dodani primerane vel’kého mnozstva tepla su tieto sily
prekonané a tuha latka sa topi alebo kvapalina vrie [33].

Jediné pritazlivé medzimolekulové sily v nepolarnych latkach st prave disperzné sily. St napriklad
zodpovedné za zvySovanie teploty varu so stiipajicim poctom elektronov v molekule. Je ale potrebné
si uvedomit, Zze Londonove sily su pritomné vo vSetkych molekuladch, bez ohladu na ich
polaritu [34].

Predpoklada sa, ze v8eobecne Van der Waalsove sily mozu byt dolezité Specialne u adsorpcie
neiénovych a nepolarnych pesticidov na huminové latky. Ked’Ze su tieto sily aditivne, ich prispevok
sa zvysuje s velkostou organického polutantu a s jeho schopnostiou prispdsobit’ sa povrchu molekul
huminovych latok [24; 26].

2.3.3.2 VODIKOVE MOSTIKY

Vodikova vizba, alebo vodikovy mostik, je Specialny typ dipol-dipol interakcie medzi vodikovym
atdbmom viazanym polarnou vizbou, ako napriklad N-H, O—-H, F-H a voI'nym elektronovym parom
vysoko elektronegativneho atomu kyslika, dusika alebo fluoru [34]. Zdielany elektronovy par
polarnej vézby je silno pritahovany elektronegativnym atdbmom, ¢o spdsobuje, Ze vodik mé okolo
seba len minimalnu elektronova hustotu a teda je nositel'om parcialneho pozitivneho naboja. Vd’aka
tomu je schopny vytvorit slabi elektrostaticki véizbu svolnym elektronovym parom
elektronegativneho atomu d’alSej molekuly [35].

Vodikové vizby zastavaju vel'mi dolezitu lohu v mnohych biologickych systémoch. Napriklad
vodikové mostiky medzi hlavnymi ret'azcami aminokyselin st zodpovedné za sekundarnu $truktiru
bielkovin a podl'a ich usporiadania tvoria a-helix alebo 3-skladany list. Taktiez dvojita Spirala DNA
je stabilizovana pomocou vodikovych vizieb s dvomi vizbami medzi kazdym adeninom a tyminom
astromi vdzbami medzi guaninom a cytozinom. Tieto vdzby su tiez podstatou fungovania
transkripcie a translacie, ¢i replikacie genetického kodu [37]. Bolo dokazané, ze napriek tomu, ze ide
0 slabé¢ interakcie, prave vodikové vizby su najdodlezitej$imi atbmovymi interakciami, ktoré urcuju
trojrozmernu Struktaru biologickych makromolekul [38]. Vodikové vizby su tiez zodpovedné za
zaujimavé vlastnosti vody, akymi su napriklad jej kvapalné skupenstvo pri izbovej teplote a pomerne
vysoky bod varu, alebo vysSia hustota kvapalnej vody oproti jej pevnej forme — 'adu.

Pritomnost’ velkého mnozstva skupin obsahujucich kyslik alebo hydroxyl u huminovych latok
poukazuje na vysoki pravdepodobnost’ tvorby vodikovych mostikov s kontaminantmi, ktoré
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obsahuju komplementarne skupiny, hoci je o¢akavana vel'k4 konkurencia tvorby vodikovych vazieb
s molekulami vody [26]. Je mozné predpokladat’, Ze sa na vodikovej vidzbe s xenobiotikami mézu
podielat’ napriklad amidové, laktamové alebo nitrilové skupiny huminovych latok. Zastupenie
vodikovych mostikov na vizobnych interakciach HL uz bolo preukdzané napriklad pre iminoskupiny
v molekulach herbicidov [31].

2.3.3.3 T EFEKTY

Vo vicsine nekovalentnych interakcii, s vynimkou hydrofébneho efektu, ktory je rozobrany
v nasledujucej kapitole, hraju dominantni ulohu elektrostatické faktory. Vseobecne st oblasti
S negativnym nabojom bez ohl'adu na jeho povod pritahované k oblastiam s kladnym nabojom.
Jednou z negativne nabitych oblasti, ktora sa vyskytuje u velkého poétu molekul, st 7 systémy, ¢i
uz v aromatickych Struktarach alebo u jednoduchych alkénov. Interakcie zahriiujuce tieto systémy
mozu byt prekvapivo silné, ale naopak aj vel'mi slabé [36]. Tato kapitola podrobnejsie rozobera
najbeznejsie formy w interakcii.

Prave ©t efekty patria k naj¢astejsie skimanému mechanizmu interakcie medzi huminovymi latkami
a organickymi polutantmi. Priklady jednotlivych vyskumov zaoberajtcich sa touto interakciu je
mozné najst’ v kapitole 3.1.

Kation-x interakcie

V zavislosti na kontexte moze byt sila kation-m interakcie prirovnand napriklad k sile sol'nych
mostikov alebo vodikovych vézieb. Je to interakcia medzi kationom a ¢elnou stranou jednoduchého
7 systému, ako napriklad benzénu alebo etylénu. Ako uz bolo naértnuté pri jednoduchych i6n-dipol
interakciach, sila tejto interakcie je nepriamo umerna velkosti kationu, a teda s narastajiicou
velkostou kationu klesa, pretoze jeho naboj je ¢im d’alej tym menej koncentrovany [36].

Oproti i6n-dipol interakciam, benzén alebo etylén nemaju ziadny dip6élovy moment, ale maju vel'ky
permanentny kvadrupélovy moment. Ten je mozné zjednoduSene vysvetlit ako dva dipdly
usporiadané tak, ze celkovy dipolovy moment molekuly je nulovy. Neznamena to vSak, ze kvadrupol
by nemohol elektrostaticky viazat’ i6n rovnako silno ako dipdl a prave tymto mechanizmom moézu
byt vysvetlované kation-m interakcie [36].

Kation-n interakcie st najsilnejSie v plynnej faze, v polarnych rozpustadlach sii mierne oslabené
a najslabsie st vo vodnych roztokoch. Sila interakcie vSak v tomto poradi neklesa tak vyrazne, ako
napriklad u iénovych parov alebo vodikovych mostikov. Dalsim faktorom, ktory ovplyviiuje silu
tychto interakcii, su substituenty na aromatickom jadre. Benzén tvori silnejsie kation-m interakcie
ako fenol, ¢o mbze byt’ prekvapujtce, ked’ze fenol je bohatsi na elektrony vd’aka elektron-donorovej
—OH skupine. Je to vysvetlované faktom, ze kation-w interakcie su viac ovplyvnené induktivnym
efektom substituentu ako dodavanim elektrénov do 7 systému [36].

Interakcie m systémov s polarnymi molekulami

Hoci je benzén nepolarnym rozpustadlom, pretoze nema ziadny dipélovy moment, disponuje
kvadrupdlovym momentom, ¢o mu umoziuje podstupovat’ podobné interakcie ako prave polarne
molekuly. Interakcie, pri ktorych s kvadrupolovym momentom 7w systému interaguji polarne
molekuly, ako napriklad voda alebo amoniak, sa najcastejSie nazyvaji ,,polar-n* interakcie.
Akykol'vek donor vodikovej vézby, napriklad amid alebo alkohol, podstipi preferovanu
elektrostaticku interakciu s ¢elnou stranou benzénového jadra vd’aka vel’kému dipolu viazby spojene;j
s tymto donorom. Tieto interakcie su slabSie ako kation-m interakcie a su pozorované napriklad
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Vv proteinovych Strukturach a tiez su dolezitymi prispievatelmi k usporiadaniu Struktar v pevnom
stave [36].

II-x interakcie

n—m interakcie, tieZ nazyvané aj w stacking, st nekovalentné interakcie elektrostatickej povahy medzi
n-orbitalmi dvoch aromatickych kruhov. Pojem ,stacking” moze byt v tomto pripade mierne
zavadzajuci, pretoze implikuje usporiadanie aromatickych kruhov v sendvi¢ovej konfiguracii (Obr.
4A), teda skladanie dvoch wt systémov na seba, pricom v tejto konfiguracii za normalnych okolnosti
prevladaju odpudivé elektrostatické sily kvoli blizkosti dvoch negativnych elektrostatickych
potencialov benzénu (vynimkou je napriklad skladanie benzénu a hexafluorobenzénu, ktory ma
vdaka vysokej elektronegativite fludru obrateny kvadrupdlovy moment). Jednou z preferovanych
konfiguracii m—n interakcie potom méze byt usporiadanie © systémov do tvaru T (Obr. 4B). Tato
geometria umoziuje umiestnenie oblasti s negativnym elektrostatickym potencidlom (Celna strana
benzénu) do kontaktu s oblast'ou kladného potencialu (hrana benzénu) [36].

Druhou stabilnou konfiguraciou tejto interakcie je rovnobeZna posunuta konfiguracia, ktort je mozné
vidiet na Obr. 4C. V tomto pripade spolu tieZ interaguju oblasti s opaénym elektrostatickym
potencidlom. Tato konfigurdcia naberd na dolezitosti najmé u vacSich arénov, ako st napriklad
naftalén alebo antracén [36].

A B C

Obr. 4 Geometrické konfigurdcie n—r interakcii. A) sendvicova konfigurdcia, B) T-tvar;
C) rovnobeznd posunuta konfigurdcia [39]

Bolo zistené, ze mechanizmus tejto interakcie méze byt uplatneny v roznych sférach, od
materialovych vied az po molekularnu biologiu. To zahrituje napriklad sekvenovanie nukleovych
kyselin, skladanie proteinov, biosenzory, usporiadanie molektl v krystalovych Struktirach alebo
kontrolované uvolfiovanie lie¢iv [40].

2.3.3.4 HYDROFOBNY EFEKT

Vsetky doposial’ diskutované nekovalentné interakcie mali povod v elektrostatickej pritazlivosti.
Hydrofobny efekt sa v tomto smere od ostatnych interakcii odliSuje. Je hnacou silou zgrupovania
nepolarnych latok dohromady vo vodnom prostredi, ktoré, ako uz bolo spomenuté
v predchadzajucich kapitolach, okrem disperznych sil nemaji medzi sebou ziadne pritazlivé
interakcie [36]. Toto zoskupovanie nepolarnych latok minimalizuje energeticky nevyhodné
interakcie medzi vodou a nepolarnymi skupinami [41].

Napriek tomu, ze vodiky nepolarnych skupin, ako napriklad metylénové skupiny uhlovodikov,
netvoria vodikové mostiky, ovplyviiuju Struktiru vody, ktord ich obklopuje. Kazdd nepolarna
molekula je vo vodnom prostredi obklopenad solvataénym obalom a molekuly vody pril'ahlé
Kk hydrofébnym skupinam majti obmedzeny pocet stupiiov volnosti, alebo moznych orientacii, ktoré
by im umoziovali tvorbu maximalneho mnozstva energeticky vyhodnych vodikovych vézieb.
Maximalna tvorba vodikovych mostikov moéze byt uskutoénena len usporiadanim prilahlych
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molekul vody, ¢o vedie k znizeniu entropie [41]. Ked’ v8ak viaceré nepolarne molekuly vytvoria
vacsi zhluk, je potrebné mensie mnozstvo solvatacnych obalov a viac molekul rozpustadla sa moze
vol'ne pohybovat. Vo vSeobecnosti to znamena pokles organizovanosti systému a tym padom
zvySenie entropie. Prave tento narast entropie je dostacujlci na to, aby spustil spontannu asociaciu
nepolarnych molekul v polarnom rozpustadle [42].

Hydrofobny efekt je najéastejSie predpokladanou interakciou huminovych latok s hydrofobnymi
a alifatickymi kontaminantmi. Je pomocou neho napriklad vysvetl'ovana skutoénost’, ze insekticid
paration straca za pritomnosti huminovych latok &ast’ svojej toxicity. Dalej je pravdepodobne
zodpovedny za imobilizaciu atrazinu a hydroxyatrazinu. Hydrofobne interakcie su tiez
predpokladané v pripade vyznamnej skupiny s-triazinovych herbicidov [31]. U huminovych latok sa
na tychto interakcidch pravdepodobne najcastejSie podiel’aju alifatické bo¢né retazce, zvysky lipidov
alebo Casti HL vzniknuté z ligninu, ktoré maju vysoky obsah uhlika a maly obsah polarnych skupin
[26].

2.4 VIBRACNA SPEKTROSKOPIA

Vibracna spektroskopia moze byt definovana ako nedestruktivna metoda uréena pre identifikaciu
molekul a ich Struktur, ktora je zalozend na merani vibra¢nej energie v zlicenine. Opiera sa o fakt,
ze v kazdej molekule atomy a védzby vibruji v rdmci urcitych, prisne definovanych frekvencii, ktoré
su charakteristické pre dani molekulu. Tieto Specifické vibracné energie je potom mozné povazovat
za ,,odtlacok prsta“ molekuly a porovnanim s kniznicou spektier znamych zlucenin je mozné urcit
napriklad nezndmu $trukturu sledovanej latky. Frekvencie tychto molekulovych vibracii su zavislé
od hmotnosti atdbmov, ich geometrického usporiadania a sily ich chemickych vizieb. Spektralna
interpretacia teda poskytuje informacie o molekulovej Struktire, dynamike a okolitom prostredi
molekuly [43; 44].

Pod vibrac¢nou spektroskopiou je ukrytych niekolko technik, z ktorych najdolezitejSie predstavuju
infradervend a Ramanova spektroskopia. V infraGervenej spektroskopii su aktivne iba tie molekulové
vibracie, ktoré produkuju zmenu dipolového momentu molekuly, zatial ¢o v Ramanovej
spektroskopii st aktivne molekulové vibracie produkujice zmenu polarizovatel'nosti molekuly [43;
44].

2.4.1 INFRACERVENA SPEKTROSKOPIA

Infraervena spektroskopia, alebo tiez Casto vyuzivana infraervena spektroskopia s Fourierovou
transforméaciou, FTIR (z angl. Fourier Transform Infrared spectroscopy), je metéda zaoberajtica sa
meranim a vyhodnocovanim spektier 1atok, ktoré vznikaju po interakcii infracerveného Ziarenia so
Studovanou hmotou. Jej vyhodou oproti mnohym spektroskopickym metédam je jej moznost
Studovat rozne typy vzoriek v roznych skupenstvach, ¢i uz ide o roztoky, prasky, pasty, plyny, laky,
alebo rozne povrchy — je potrebné len vybrat’ spravnu techniku. Méze byt vyuzitd pre dokaz novych
zltCenin, identifikaciu molekul, vyskum chemickych rovnovah alebo interakcii latok a okrem iné¢ho
aj pre vyskum kinetiky chemickych reakcii [45].

Pod pojmom infracervené Ziarenie sa rozumie elektromagnetické Ziarenie v rozsahu vinoctov 12 500
az 10 cm™, teda Vv rozsahu vlnovych dizok priblizne od 800 nm do 1 000 um [45]. VInodet je
najpouzivanejSou jednotkou v infraervenej spektroskopii a jeho vzt'ah s vinovou dizkou vyjadruje
rovnica
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Infracervené ziarenie je mozné rozdelit na Zziarenie v blizkej oblasti nadvdzujuce na oblast’
viditeI'ného Ziarenia (12 500 — 4 000 cm ™), d’alej na Ziarenie v strednej oblasti (4 000 — 400 cm™),
ktord ma najvacsi vyznam pre identifikdciu a ur€ovanie chemickej Struktiry a na ziarenie v d’aleke;j
oblasti (400 — 10 cm™™) [45; 46].

Energia fotonov infracerveného ziarenia nie je postacujuca pre excitaciu elektrénov v molekulovych
orbitaloch, ale je dostato¢na pre zmenu vibra¢ného alebo rotacného stavu molekuly. Zmena
vibra¢ného stavu moze predstavovat’ zviacSenie amplitidy vibracie molekuly a zmena rotacného
stavu potom zrychlenie rotacie molekuly. Pri prechode IC Ziarenia vzorkou sa jeho ¢ast’ s uréitou
frekvenciou absorbuje a ina Cast’ latkou prejde bez interakcie. Prave absorbované Ziarenie spdsobi
zmenu vibra¢nych, resp. vibracno-rotacnych stavov molekuly. Pokial’ je tdito zmena spojend aj so
zmenou dipolového momentu molekuly, prejavi sa v IC spektre zodpovedajucim absorpénym pasom
[45; 46].

2.4.1.1 TYPY VIBRACII

Energia vibrujucej molekuly neméze nadobudat’ akékol'vek hodnoty, ale je kvantovand, teda je
mozné dosiahnut’ len urcité energetické hladiny. Tuto energiu je mozné vypocitat’ zo vztahu

1
Evib = (U + E) hv B (2)

kde h je Planckova konStanta, v je frekvencia vibrujucej molekuly vyjadrena v hertzoch a v je
vibra¢né kvantové Cislo, ktoré méze nadobudat’ iba celociselné hodnoty 0, 1, 2, 3.... Pri merani
studovanych latok pomocou IC spektroskopie ide teda o uréovanie vlnoétov, pri ktorych dochadza
k zmene vibraéného stavu, napriklad z vibra¢nej hladiny v = 0 na hladinu v = 1. Prave vibraéné pasy
vznikajice tymto prechodom st najsilnejSie a nazyvaju sa fundamentélne, pretoze vel'ka vicSina
molektl sa nachadza pri izbovej teplote v zdkladnom vibra¢nom stave v = 0. TieZ si mozné aj
prechody z excitovanych stavov v >0, ktoré sa oznacuju ako ,hortice” aich pravdepodobnost’
narasta so stipajucou teplotou. Vibracné prechody so zmenou Av > 1, teda napriklad pri zmene
kvantového Cisla 0 — 2 alebo 0 — 3, sa nazyvaju overtony alebo vysSie harmonické frekvencie.
Taktiez sa moOZe suasne menit’ vibracné kvantové c¢islo niekolkych vibra¢nych modov
(u polyatomovych molekul) a takéto prechody sa nazyvaji kombina¢né [45; 46].

Rovnica (2) vyjadruje vypocet energetickych hladin harmonického oscilatoru, zatial' ¢o realne
molekuly presnejSie popisuje model anharmonického oscilatoru. V tomto pripade rozdiely medzi
susednymi energetickymi hladinami nie s konStantné, ale zmenSuji sa s rasticim vibracnym
kvantovym cislom.

Vibrécie jednotlivych vézieb je mozné rozdelit podla zmien geometrie do niekolkych skupin.
Zékladnymi skupinami st valenéné (angl. stretching, v) vibracie, pri ktorych sa meni dizka vizby,
a deformac¢né (bending, o) vibracie, pri ktorych sa meni valenény uhol vézieb. Valenéné vibracie je
potom mozné rozdelit’ na symetrické (%) a asymetrické alebo antisymetrické (1vss). U molekul alebo
skupin atomov s rovinou symetrie je mozné rozliSovat’ deformacné vibracie rovinné (in-plane, o),
a mimorovinné (out-of-plane, »). Obr. 5 zobrazuje mozné spdsoby vibracii pre skupiny —XY>, kde
znamienka + a — znacia pohyb nad a pod rovinu. Okrem spomenutych je mozné este delit’ rovinné
vibracie na nozni¢kové (scissoring, 6) akyvadlové (rocking, p) a mimorovinné na vejarové
(wagging, ), ktoré sa u aromatickych jadier moézu nazyvat’ aj dazdnikové, a krutiace alebo torzné
(twisting, 7). Deformacné vibracie maju nizsiu energiu ako valen¢éné vibracie, a preto je mozné ich
najst’ v spektrach pri niz8ich vlnoétoch [45]. Suvisi to s tym, ze na natiahnutie vizby je potrebna
véc§ia energia, ako na jej ohnutie [46].
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v -
L 4 « v
»
symetricka asymetricka noznic¢kova
valen¢na vibracia valen¢na vibracia deformacna vibracia
v
o+ 3= o+ -
-
kyvadlova vejarova deformacna kratiaca deformacna
deformacna vibracia vibracia vibracia

Obr. 5 Zndzornenie réznych typov vibrdcii [46]

2.4.1.2 INFRACERVENE SPEKTRA A ICH INTERPRETACIA

Infradervené spektra predstavuju zavislost' transmitancie T alebo absorbancie A na vlnocte
absorbovaného ziarenia. Spektrum je pasové, jednotlivé pasy zodpovedaji réznym typom
vibra¢nych prechodov a st definované polohou, tvarom a intenzitou. Transmitancia a absorbancia st
vyjadrené nasledovne:

_9¢
2

kde ¢, a ¢ predstavuji tok ziarenia pred a za kyvetou.

T A= log% = —logT, ®3)

Pri interpretacii IC spektier je potrebné si uvedomit, e nie kazdy pas v spektre je mozné priradit
konkrétnej vibracii. Interpretaciu komplikuju napriklad overtony, kombina¢né pasy, Fermiho
rezonancia (zhoda frekvencie niektorého intenzivneho fundamentalneho prechodu s kombinac¢nou
alebo vys$Sou harmonickou frekvenciou) alebo vodikové mostiky a menej intenzivne piky nemusia
byt diagnosticky vyznamné. Infracervené spektrum je mozné rozdelit’ na dve zakladné oblasti:

a) Oblast’ charakteristickych skupinovych vibracii (4 000 — 1 500 cm™?), kde sa nachadzaji
absorpcné pasy vibracii roznych funkénych skupin. Tab. 2 zobrazuje prehlad niektorych
vinoctov charakteristickych valenénych vibracii.

b) Oblast ,,odtlacku prstov* (1 500 — 400 cm™?), kde sa nachddzaju najmé pasy deformaénych
vibracii skupin, ktoré st vsak silno ovplyvnené okolitymi vizbami a celkovou Struktiurou
molekuly. Pre kazda jednu latku su spektra v tejto oblasti jedine¢né a porovnanim
s elektronickom kniZnicou spektier je tak mozné identifikovat’ neznamu latku.

Zakladny postup interpretdcie by mal zahriiovat’ primarne preskumanie spektra od najvyssich
frekvencii a najintenzivnejSich pasov. Rovnako nepritomnost’ nejakého charakteristického pasu ma
identifikaény vyznam, tak ako jeho pritomnost’ a okrem jednotlivych vinoétov absorpénych pasov
by mali byt sledované aj ich tvary a symetria [45; 47].
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Tab. 2 Priklady vinoctov charakteristickych valencnych vibrdcii niektorych skupin [47]

Skupina Typ zliéeniny Vinoéet (cm™?)

C-H uhl'ovodiky, sp® hybr.  —CHs/-CH,— 2865-2975/2840-2940
uhlovodiky, sp? hybr.  >C=CR-H 3010-3040 2 pasy
uhl'ovodiky, sp hybr. =C-H 3300-3340
arény Ar-H 3010-3080 niekol’ko pasov

N-H primarne aminy, amidy RNH-H, RCONH-H okolo 3 400

O-H alkoholy, fenoly vol'na O—H 3580-3670

s vodikovymi most. 3450 — 3 550

karboxyl R(C=0)O-H diméry 2 500 — 3 300

C=N nitrily RCN 2200-2260
c=C alkiny R-C=C-R 2190-2 260
R-C=C-H 2100-2140

C=0 aldehydy R(C=O)H 17201740
ketony R(C=0O)R 1705-1725
estery R(CO2)R 1725-1750
karboxyl R(CO2)H 1700-1725

C=C alkény R,C=CR; 1620 - 1680

R2C=CH; 1600-1675
-NO, nitroskupiny RNO; 1320-1380 1500 -1 560

2.4.1.3 TECHNIKY INFRACERVENEJ SPEKTROSKOPIE

Vlastné vzorky je mozné pomocou infraervenej spektroskopie skimat’ niekolkymi technikami,
ktorych vyber zavisi najméd od typu vzorky a potrebného rozliSenia ziskaného spektra. Tiez je
potrebné zabezpecit', aby pocas pripravy a merania vzorky nedochadzalo k jej zmenam alebo reakcii
vplyvom prostredia. Tieto techniky sa rozdel'uju na transmisné a reflexné alebo odrazové metody.
Pri transmisnych technikach je merané Ziarenie prechadzajiice vzorkou a je mozné ich s vyhodou
vyuzit’ pri merani plynnych a kvapalnych latok, a tiez je mozné pomocou nich merat’ aj tuhé latky,
ktoré vsak Casto vyzZaduju pracnu upravu vzoriek, napriklad lisovanie KBr tabliet. Naopak reflexné
metddy sa pouzivaju v pripadoch, kedy je problematické vyuzitie transmisnych technik a ich
predmetom zaujmu je i€ odrazeny od vzorky. Patri medzi ne napriklad technika difuznej
reflektancie (DRIFTS), technika uplného zoslabené¢ho odrazu (ATR) alebo meranie zrkadlového
odrazu.

Transmisné techniky

Transmisné metody su najtradi¢nej$imi formami merania vzoriek pomocou FTIR spektroskopie.
Vzorka je jednoducho umiestnena priamo do infra¢erveného luca spektrometru. Ako 1a¢ prechadza
vzorkou, je merana energia, ktora vzorkou presla a nasledne je generované spektrum. Schematické
znazornenie tohto principu je zobrazené na Obr. 6. Je vSak potrebné, aby boli vzorky pre tieto lace
priepustné [48].

Pri merani plynnych latok je obvykle nutné prediZit’ drahu svetelného lu¢a v kyvete, a preto sa pre
ich meranie ¢asto pouzivaji kyvety s viacnasobnym prechodom la¢ov. Kvapalné vzorky je potom
mozné najjednoduchsie merat’ vo forme kapilarneho filmu, ktory mdze byt vytvoreny napriklad
nakvapkanim vzorky medzi dve platni¢ky [45]. Je mozné ziskat’ spektra vybornej kvality napriklad
pre vzorky rozpustnych polymérov alebo tenkych polymérovych filmov [48].
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U pevnych latok je vsak priprava Gastokrat zloZitejsia, pretoZe vi¢sina z nich absorbuje IC Ziarenie
prilis silno a nie je mozné vytvorit’ z nich takd tenku vrstvu, aby prepustala Ziarenie. Pri praskovych
vzorkéach by potom d’al$im problémom mohol byt zna¢ny rozptyl ziarenia. NajcastejSie sa preto pre
pevné latky vyuziva technika KBr tabliet, ktoré st zhotovené z homogenizovanej praskovej zmesi
vzorky s nadbytkom vyZzihaného KBr (v pomere 1 : 200 az 1 : 300). Po dokonalom zhomogenizovani
zmesi sa Vv lisovacich formach za pouzitia vysokého tlaku vylisuju transparentné tablety. Takato
priprava vzorky je v§ak pomerne naro¢nd a vysledna kvalita ziskaného spektra méze byt ovplyvnena
zrnitostou vzorky a KBr. Taktiez moze pri vysokych tlakoch dochadzat k interakciam KBr a vzorky,
¢o méze mat’ za nasledok zmenu absorpéného spektra [45].

vzorka
v _—
—————————— ——————— @
] 4 A — \,‘_-__.,/'
EE—— detektor
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>
: m_hl
vlnova dizka vlnova dizka

Obr. 6 Schematické zndzornenie drahy luca pri prechode transmisnou vzorkou [48]

Metoda zoslabenia uplného odrazu (ATR)

Principom ATR (z angl. Attenuated Total Reflection) techniky je meranie zmien v infracervenom
luci po jeho kontakte so vzorkou. Na krystal s vysokym indexom lomu (najcastejSie diamant,
germanium alebo selenid zinocnaty) je nanesena vzorka a je medzi nimi zabezpeceny dokonaly
kontakt. Na tento krystal je nasledne pod urCitym uhlom nasmerovany infracerveny 1a¢, ktorého
vnutorny odraz vytvara evanescentnu vinu, ktora prenikne vo vzorke do niekolkych pum, kde sa
absorbované vinocty, ktoré zodpovedaju frekvencii vibracie molekul vzorky. Vlna je teda zoslabena
0 absorbovanu energiu a po navrate do krystalu smeruje do detektoru [49]. Schematické znazornenie
tohto procesu je mozné najst’ na Obr. 7 [50]. Tato technika je vhodna pre $irokt $kalu tuhych latok
aj pre niektoré kvapaliny a jej najvacSou vyhodou je, Ze merané vzorky netreba takmer Ziadnym
spdsobom upravovat’.

evanescentna
vina

ATR krystal

polarizator detektor

IC zdroj

Obr. 7 Schematické zndzornenie ATR-FTIR systému [49]
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DRIFTS technika

Pri metode difuznej reflektancie, skratene DRIFTS (z angl. Diffuse Reflectance Infrared Fourier
Transform Spectroscopy), je infraerveny 1u¢ nasmerovany do vzorkovacieho tégliku naplneného
zhomogenizovanou zmesou vlastnej vzorky a substratu, najéastejsie KBr. Ziarenie s &asticami
vzorky interaguje a odraza sa od ich povrchu — jeho Cast’ je teda absorbovana, Cast’ je rozptylena,
teda difunduje a je oznacovana ako difuzna reflektancia a Cast’ je iba odrazena vo forme spekularnej
zlozky (Obr. 8). Vystupné zrkadlo potom smeruje rozptylené Ziarenie na detektor. Pre ziskanie
reprodukovatel'nych vysledkov je potrebné zabezpecit’ priblizne rovnaka vel'kost Castic skimanych
vzoriek, pretoze reflektancna a spekularna zlozka su zavislé od velkosti Castic a distribucii ich
velkosti [51; 52].

dopadajtice ziarenie

diftizna zlozka
vzduch //"

vzorka °

spekularna zlozka

Obr. 8 Schematické zndzornenie interakcie IC Ziarenia so vzorkou pri pouziti DRIFTS techniky
[51]

2.4.2 RAMANOVA SPEKTROSKOPIA

Principom tejto metdédy je meranie rozptyleného ziarenia, ktoré vznikd interakciou
monochromatického Ziarenia z viditeI'nej aZz blizkej infracervenej oblasti s molekulami vzorky za
sticasnej zmeny ich vibraénych a rotaénych stavov [47]. Pri interakcii svetla s molekulami plynu,
kvapaliny alebo pevnej latky je vicSina fotonov rozptylena srovnakou energiou ako maji
dopadajuce fotony. Tento jav sa nazyva pruzny alebo Rayleighov rozptyl. Urcita mald cast’
rozptyleného Ziarenia vSak po interakcii meni svoj vinoc¢et. Rozkmitana molekula sa nevracia na
povodnu hladinu, ale zaujima iny vibra¢ny a rotaény stav — tento jav sa nazyva Ramanov rozptyl
Ziarenia a je znazorneny na Obr. 9 [47; 53].
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Obr. 9 Schematické zndzornenie Ramanovho roztylu Ziarenia [53]
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Ak je zmena energie rozptyleného fotonu nizsia ako u dopadajticeho fotonu, teda molekula sa vracia
na vys$iu vibra¢nu hladinu, ako bola povodna, rozptyl sa oznacuje ako Stokesov rozptyl. Tento
pripad sa vyuziva analyticky, pretoze pasy s niz§im vlno¢tom su intenzivnejSie [47]. Niektoré
molekuly sa po prechode na vys$i virtudlny energeticky stav mézu uvolnovat do konecného
energetického stavu, ktory je nizsi ako poévodny stav — v tomto pripade ide o anti-Stokesov rozptyl
[53].

Zmena vibracného a rotatného stavu molekuly nastdva pri Ramanovej spektroskopii odliSnym
spdsobom ako pri infratervenej spektroskopii. U IC spektrometrie sa tento stav meni absorpciou
infracerveného ziarenia v spojeni so zmenou dipélového momentu molekuly. Podmienkou aktivity
vibracie u Ramanovej spektroskopie je zmena polarizovatelnosti molekuly, ¢o je v podstate miera
schopnosti postivat’ ndboje v molekule posobenim elektrického pola a teda vytvarat' indukovany
dipol. Polarizovatel'nost’ ma tiez uzky vztah s molekulovymi orbitalmi, pretoze je spésobena ich
deformaciou [47].

Hlavny rozdiel medzi infracervenou a Ramanovou spektroskopiou méze byt vysvetleny napriklad
na molekule oxidu uhli¢itého. U jeho symetrickej valen¢nej vibracie sa nemeni dipolovy moment,
ale molekulové orbitaly vSetkych vidzieb sa sucasne skracuju, teda sa meni polarizovatelnost
molekuly. V infracervenom spektre sa teda tato vibracia neprejavi, ale v Ramanovom ano. Naopak
je to pri antisymetrickej valen¢nej vibracii —meni sa diplovy moment, ale skracovanie vazieb medzi
kyslikom a uhlikom na jednej strane je kompenzované predlzovanim vézieb na druhej strane
a polarizovatel'nost’ molekuly sa nemeni [47]. Rozdiel v tychto dvoch spektrach je zobrazeny na Obr.
10.

CO, - IC spektrum =
© . =
I S 5
G X B
23 ¢ D€ £ 0
E e\/ © —
2 8]
@© . . B ie]
= asymetricka deformacna S

valenéna vibracia vibracia absorpcia
CO, — Ramanove spektrum

s g
> < N
g N <« i >
< =
£ 2 Ce e ;
= =

o symetricka
valen¢na \l/1brac1a rozptyl

4000 2000 0

-1
vinocet (cm )

Obr. 10 Infracervené a Ramanove spektrum CO, molekuly [43]
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3 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

3.1 METODY EXPERIMENTALNEHO STUDIA INTERAKCIE PRIRODNEJ
ORGANICKEJ HMOTY S ORGANICKYMI POLUTANTMI

Existuje mnoho metdd, pomocou ktorych su v sti€asnosti skiimané ré6zne mechanizmy interakcii
huminovych latok, alebo celkovo prirodnej organickej hmoty, s organickymi polutantmi. V tejto
kapitole je uvedeny prehl'ad niektorych z nich, spolu s kratkym zhrnutim vedeckych prac, ktoré¢ dana
techniku vyuzivaju prave pre skiimanie spominanych interakcii.

3.1.1 UV-VIS SPEKTROSKOPIA

Podstatou ultrafialovej a viditelnej spektrometrie je absorpcia ultrafialového a viditeného
elektromagnetického Ziarenia v rozsahu vlnovych dizok 200 az 800 nm zriedenymi roztokmi
molektl. M6zZe byt nazyvana aj molekulova absorp¢na spektrometria a zaobera sa hlavne meranim
a interpretaciou elektronovych spektier tychto molekul v roztokoch [45; 47].

Pomocou UV-VIS spektrometrie boli napriklad Studované interakcie medzi Fe-kyanidovymi
komplexmi ahuminovymi latkami. Osud kyanidov v pode je silno ovplyvneny tvorbou
Fe-kyanidovych komplexov, ktoré dokazu interagovat’ s organickymi a anorganickymi koloidmi
avyzrazat sa ako stabilné latky. Bolo dokazané, Ze interakcia medzi huminovou kyselinou
a ferrokyanidovym komplexom viedla k tvorbe ferrokyanid-huminovych micel, priCom tato
interakcie nesposobila zmeny v povodnej Struktare ferrokyanidu [54].

V dalsej stadii bola vyuzita UV-VIS spektrometria v kombinacii a potenciometrickou titraciou
a fluorescenénou spektroskopiou pre skumanie interakcie Ca?* idnov a pddnych huminovych
kyselin. Vysledky nasvedCuji, Ze mechanizmus interakcie Ca?* a HK je kombinaciou adsorpcie
a komplexacie, pricom adsorpcia bola dominantnym mechanizmom a komplexacia bola pozorovana
iba pri nizkych koncentraciach Ca?* [55].

Tato metdda bola vyuzitd aj na $tadium interakcie i6nu Cr.07%" s huminovou kyselinou. Boli
zmerané UV-VIS spektra ¢istého i6nu, ¢istej huminovej kyseliny a ich komplexu. Bolo pozorované,
Z7e absorp&né pasy Struktur aromatickych kruhov v komplexoch HK-Cr,07*~ znizili svoju intenzitu
a indikovali zmenu v distribucii © vézieb uhuminovych kyselin. Celkovo bolo v tejto Stadii
vypozorované, ze vo vidzobnom procese je zapojenych niekol’ko medzimolekulovych sil (vodikové
mostiky, hydrofobne a elektrostatické sily) a tiez Ze interakcia medzi Cr.0O7*~ a HK nie je silné [56].

Zhu aspol. sa pomocou UV-VIS spektroskopie v kombinacii s NMR snazili dokazat n—mn
donor-akceptorové interakcie medzi modelovymi m—donormi a m—akceptorovymi skupinami
v prirodnej organickej hmote, ktoré boli zastipené modelovymi huminovymi podjednotkami.
V UV-VIS spektraich zmesi © akceptorov a donorov boli pozorované absorpéné pasy patriace
interakciam s prenosom naboja m-m komplexov. Tiez bolo pozorované, Ze s rastiicou
deprotonizaciou m—akceptoru sa zniZuje intenzita tejto interakcie [57].

Ini autori sledovali pomocou in situ UV-VIS absorpénej spektroskopie viazanie AI** a Fe®* na
prirodnu organickt hmotu pri ré6znych hodnotach pH. Bolo dokazané, ze spektralny parameter, ako
napriklad diferen¢né absorbancia, je schopny kvantifikovat mnozstvo AI** alebo Fe** naviazaného
na POH. Takymto sposobom je teda mozné viditeI'ne preukazat’ konkurenciu medzi AI** a Fe3* pri
viazani na POH pomocou vyhodnotenia diferencnych absorpcnych spektier a tieZ je mozné sledovat’
reak¢n kinetiku tejto interakcie [58].
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3.1.2 POTENCIOMETRIA A POTENCIOMETRICKA TITRACIA

Potenciometria je elektrochemicka metdda zalozena na merani rovnovazneho napdtia galvanického
¢lanku. Ten je zostaveny z mernej a referencnej elektrody, pricom potencial mernej elektrody je
zavisly na koncentracii sledovanej latky, zatial' Co potencial referencnej elektrody je konStantny.
Mierou koncentracie je rovnovazne napitie, ktoré je rozdielom tychto dvoch potencialov [47].

Pre Studovanie interakcii huminovych latok s organickymi polutantmi je potenciometrickd titracia
jednou z najdolezitejSich metdd. Je to totiz hodnotny nastroj pre ziskanie mnozstva informacii
0 povrchu a sorpénych vlastnostiach huminovych latok. Siroké moznosti potenciometrickych titracii
u HL su dosiahnuté tym, ze molekuly huminovych latok obsahuju velky pocet funkénych skupin
s rbznou aciditou [59].

Potenciometricka titrdcia bola vyuzitd pre sledovanie viazania ortuti na komercné a prirodné
huminové kyseliny. Boli pozorované dve funkéné skupiny, na ktoré sa Hg?" i6ny mohli viazat.
Najsilnejsie vdazobné funkéné skupiny su pravdepodobne karboxylové aaminové skupiny
v molekule huminovej kyseliny, zatial Co slabSie interakcie boli sledované u fenolickych
skupin [60].

Lubal a spol. vyuzili potenciometrické merania pre sledovanie komplexacie huminovych kyselin
suranylom. Pre meranie bola vyuzita Specificka elektréda selektivna pre uranylovy i6n a bola
pozorovana tvorba 1:1 a 1:2 (kov:ligand) komplexov uranylu s roznymi HK. Boli tiez vypocitané
stabilitné konsStanty naznacujuce mozné vyuzitie imobilizovanych HK pre odstranenie stop uranylu
z odpadovych vod [61].

Aj komplexacia Cu?* i6nu s huminovymi latkami bola sledovani pomocou potenciometrie, pri¢om
HL boli zastapené tromi rdznymi fenolickymi kyselinami ako modelovymi ligandami huminovych
latok. Zo ziskanych dat moze byt vyhodnotené, ze fenolické kyseliny maju délezitu ulohu
v komplexa¢nych vlastnostiach huminovych latok ato najmid vdaka pritomnosti katecholovej
skupiny [62].

V dalsej stadii bola potenciometricka titracia aplikovana na sledovanie vézby idnovych surfaktantov
na huminové a fulvinové kyseliny. Bolo sledované viazanie aniénovych surfaktantov na HL za dvoch
r6znych pH podmienok a iénovych sil surfaktantu a tiez bolo porovnané viazanie dvoch §truktirne
podobnych kationovych povrchovo aktivnych latok (PAL) s rozdielnou polarnou hlavickou na
modelové huminové latky. Za vysokého pH anizkej io6novej sily anidnovych PAL nebola
pozorovana Ziadna interakcia na rozdiel od podmienok s nizkym pH a vysokou iénovou silou. Tiez
bolo zistené, Ze polarna hlavicka kationovych PAL je jednym z faktorov ovplyviiujucich ich
interakciu s HL [63].

3.1.3 DIFUZNE EXPERIMENTY

Pre S$tadium interakcii medzi makromolekulami, teda napriklad huminovymi latkami,
a nizkomolekularnymi latkami je mozné vyuzit’ difuzne experimenty. V tomto type experimentu sa
vyuzivaju napriklad difuzne cely, ktoré predstavuju systém dvoch komdr oddelenych
semipermeabilnou membranou. Vplyvom koncentra¢ného gradientu prebieha difuzia medzi
roztokmi v komorach, az kym sa v nich nevyrovna koncentracia vol'nych molekul difiznej sondy,
¢o je oznacenie pre latku, ktorej diftizia cez membranu je sledovana. Celkova koncentracia difiznej
sondy v oboch komorach vsak po skonéeni experimentu nie je rovnaka, pretoze jej Cast je naviazana
na makromolekuly. Vdaka tomu je mozné stanovit rovnovaznu alebo vidzobnu konStantu
sledovaného systému [64].
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Sedlacek a spol. sledovali pomocou difuznych experimentov vplyv interakcie s huminovymi
kyselinami na mobilitu i6novych farbiv v hydrogéloch. Boli vyuzit¢ dve metody
experimentu — difuzne cely [65] a nestacionarna difazia [66]. Pomocou metody diftznych ciel bola
sledovana difuzia metylénovej modrej vo vodnych roztokoch a v agar6zovych géloch bez pridavku
a s pridavkom huminovej kyseliny. Vysledky dokazuji imobilizujuci efekt HK na transport
metylénovej modrej v géloch [65]. Pre ziskanie presnejsich vysledkov boli v d’alsej stadii prevedené
experimenty nestaciondrnej diftzie, ktoré si zalozené na priamom stanoveni koncentracie
rozpustenej latky pri réznej vzdialenosti v difiznom médiu, ¢o umoziuje jednoduché rozlisenie
medzi difuznymi arozdelovacimi efektami. Aj tieto vysledky potvrdili vplyv pritomnosti
huminovych kyselin na molekularny transport kationovych latok, priCom v systéme s vySSim
obsahom HK bol pozorovany vicsi pokles mobility kationov. Prevedené experimenty poukazali na
fakt, ze ich interakcie st komplexné a nemali by byt povazované len za jednoduché elektrostatické
interakcie [66].

Smilek aspol. Studovali interakcie huminovych kyselin s organickymi farbivami metylénovou
modrou a Rhodaminom 6G pomocou difuznych a sorpénych experimentov. Pre overenie vplyvu
karboxylovych funkénych skupin na interakciu boli prevedené experimenty s originalnymi aj sO
selektivne metylovanymi huminovymi kyselinami. Bolo prekvapivo zistené, Ze tieto interakcie
nezahriiuji karboxylové skupiny do takej miery, ako bolo ocakavané. Vysledky implikuju, Ze
interakcia medzi aromatickymi stiCastami v molekulovej Struktire rozpustenej latky a HL hra
dolezitejsiu ulohu ako jednoducha elektrostaticka pritazlivost’ medzi opac¢ne nabitymi latkami [17].

Ini autori merali difuzne koeficienty pre odhalenie medzimolekulovych interakcii medzi kladne
a zaporne nabitym surfaktantom a réznymi huminovymi latkami. Vysledky ich prace naznacuji, ze
U negativne nabitej PAL huminové latky zvysSuju jej agregaciu pred tvorbou micel, s vyraznejSim
ucinkom u hydrofébnejsich huminovych materialov. Pod hodnotou kritickej micelarnej koncentracie
vSak aj negativne nabité surfaktanty interaguju s HL. Pozitivne nabita PAL tvori s huminovymi
latkami stabilné idnové pary [67].

3.1.4 1ZOTERMICKA TITRACNA KALORIMETRIA

Pomocou izotermickej titra¢nej kalorimetrie (ITK) je merané uvolnené alebo spotrebované teplo
Vv priebehu medzimolekulovych interakcii, pricom z nameranych dat je mozné stanovit' hlavné
termodynamické a vizobné parametre interakcie — stechiometriu, rovnovaznu konstantu, ¢i zmenu
Gibbsovej energie, entalpie alebo entropie. Principom tejto metddy je titracia roztoku ligandu
k roztoku makromolekuly za vyuzitia titracného mikrokalorimetru, ktory obsahuje merna
a referencnu celu, ktoré st tepelne izolované od okolia. Merna cela je podl'a povahy interakcie vzdy
ochladzovana alebo dohrievana na teplotu referencnej cely, zatial’ ¢o je zaznamenavany entalpogram,
¢o je graficka zavislost  tepelného toku na ¢ase merania [68].

Izotermicka titracnd kalorimetria bola vyuzitd napriklad pre Stadium interakcii réznych
hmotnostnych pomerov huminovych kyselin a proteinu lyzozymu za rozli¢cnych pH podmienok
s roznym pridavkom KCI. Za prvych sledovanych podmienok bola HK nabitd negativne a lyzozym
mal pozitivny naboj. V nepritomnosti soli boli tvorené pozitivne nabité komplexy HK s lyzozymom,
ktoré po pridavku KCI silno agregovali. Tvorba tychto komplexov bola pohanana entalpicky a ma
elektrostaticky charakter. V blizkosti izoelektrického bodu vsak bola pozorovana tvorba komplexov
a agregatov takmer bez zmeny entalpie a proces bol pohanany entropicky, co poukazuje na interakciu
vedent hydrofobnym efektom [69].

V dalsej stadii bola ITK vyuzita na sledovanie interakcie medzi TiO» nanocasticami a huminovymi
kyselinami. Vysledky naznacujt, ze TiO,—HK interakcie st entropicky aj entalpicky priaznivé
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s exotermickou povahou interakcie. Poradie zmieSavania zloziek je tiez dolezitym faktorom. Pri
vysokych koncentraciach HK bola pozorovana homoaglomeracia a entalpicky pohanany proces
asociacie. Taktiez van der Waalsove sily hraji v tychto interakciach dolezita ulohu vdaka
amfifilnému charakteru huminovych latok [70].

Pomocou ITK bolo analyzované aj viazanie protonov a medi k huminovym kyselindm. Merania
odhalili, Ze viazanie Cu k deprotéonovanym karboxylovym skupinam je pohanané entropicky, zatial
¢o jej viazanie k deprotonovanym fenolickym skupinam je riadené entropiou a entalpiou. Taktiez
boli v praci vytipované rozne spdsoby viazania Cu ku karboxylovym a fenolickym skupinam HK
(Obr. 11) abolo zistené, Ze dominantnym sposobom tejto interakcie je tvorba bidentatovych (na
jednu molekulu ligandu pripadaju dve donorové skupiny) Cu komplexov s karboxylovymi
skupinami. Priklad takejto interakcie je mozné vidiet na Obr. 11C [71].

Obr. 11 Navrhnuté Struktury Cu komplexov s karboxylovymi a fenolickymi skupinami HK [71]

Izotermicka titracna kalorimetria bola d’alej aplikovana na $tadium interakcie huminovych kyselin
s arzenitom. Reak¢éné tepld aziskand zmena entalpie naznacuju, ze vodikové mostiky su
dominantnym mechanizmom interakcie a viazanie arzenitu na HK je exotermicky, spontanny
a entalpicky pohanany proces. Termodynamické a reakéné parametre jasne indikujua, Ze arzenit—HK
komplexy su v pode tvorené za beznych hodndt pH a potvrdzuji moznost vplyvu huminovych
kyselin na zvy$ent mobilitu a znizent biologickt dostupnost’ arzénu [72].

3.1.5 FLUORESCENCNA SPEKTROSKOPIA

Huminové latky vykazuju fluorescencné vlastnosti vd’aka ich Specifickej Struktire a obsahu
chemickych skupin nazyvanych fluoroféry, ako st napriklad katecholové, chinonové, fenolické,
aminové alebo salicylové skupiny. Ich Castice m6zu byt excitované pri absorpcii Ziarenia s kratkou
vlnovou diZkou a absorbovant energiu mézu potom vyziarit’ vo forme fluorescencie. Fluorescencia
je pri nizkych koncentraciach fluoroférov priamo Umerna koncentracii celej fluoreskujlcej
latky [59].
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Uz v minulosti sa niekol'ko autorov zaoberalo $tadiom interakcii huminovych latok pomocou
fluorescenénej spektroskopie [73; 74; 75; 76], pricom v nasledujucich odstavcoch su podrobnejsie
rozobrané niektoré novsie Stadie.

Karbamazepin je populdrne liecivo, ktoré bolo detegované v prirodnom prostredi a pomocou
fluorescencnej spektroskopie bola Studovanad jeho interakcia s huminovymi latkami. Vlastna
fluorescencia huminovych latok bola po pridavku karbamazepinu zhaSana pomocou statického
zhéaSania ako primarneho mechanizmu. Hlavnou silou viazania karbamazepinu na HL by mohla byt’
hydrofébna adsorpcia. Naviazanie karbamazepinu na HL mdze vyrazne znizit’ koncentracie vol'ného
karbamazepinu a zvysit’ jeho rozpustnost’ a mobilitu v prirodnom prostredi [77].

Pomocou fluorescenénej spektroskopie boli tieZ skiimané interakcie medzi pesticidom rotenénom
a huminovymi kyselinami z r6znych zdrojov; dve vzorky HK boli izolované s rozli¢nych pod (HK 1
a HK 2) a jedna huminova kyselina bola izolovana z vodného prostredia (HK 3). Vzorka HK 1 sa
vyzna¢ovala vysokym stupfiom aromaticity a nizkou polaritou oproti vzorke HK 2 a vzorku HK 3
charakterizovali najmé alifatické a kyslé skupiny. Ziskané data preukazuju, ze rotenon bol na
jednotlivé vzorky absorbovany pomocou hydrofobnych interakcii, pricom ich sila klesad v poradi
HK 1> HK 2 >>> HK 3, zatial’ ¢o v opacnom poradi sii dominantnym védzobnym mechanizmom
vodikové mostiky [78].

Inhibiciou aktivity enzymu tyrozinadzy je mozné kontrolovat hnednutie ovocia a zachovat’ chut’
a nutriéntt hodnotu jedla. Pomocou fluorescencnej spektroskopie a d’alSich metdd bol sledovany
vplyv huminovych a fulvinovych kyselin na aktivitu tyrozindzy. Termodynamické parametre
ukazali, Ze vodikové mostiky a hydrofébne interakcie hraju hlavnu ulohu v interakcidch medzi HK,
FK atyrozinazou. Fluorescencné experimenty demonstrovali zmeny v terciarnej Struktire
tyrozinazy. HK nedokazali porusit’ sekundarnu Struktiru tohto enzymu, no FK mali zasadny vplyv
aj na sekundarnu Struktiru tyrozinazy, pravdepodobne kvoli tvorbe vodikovych vizieb s enzymom.
Obe latky v§ak mozu tyrozinazu inhibovat’, hoci kazda inym mechanizmom [79].

3.1.6 FTIR SPEKTROSKOPIA

Ako uz bolo naértnuté v kapitole 2.4.1, infraervena spektroskopia je vhodnou technikou pre
sledovanie interakcii, pretoze vdaka charakteristickym IC spektram je mozné identifikovat
jednotlivé funkéné skupiny analyzovanej latky atieZ je mozné urit viazby medzi jednotlivymi
atomami. Podobne ako pri fluorescencnej spektroskopii, aj tato metodda je vyuzivand uz dlhé roky
a niektoré Stadie interakcii huminovych latok pomocou FTIR sa datuja este do 20. storocia [80; 81;
82; 83; 84].

V jednej znovsich stadii boli skimané interakcie medzi antibiotikom tetracyklinom (TET)
a huminovymi kyselinami. Boli pozorované spektra Cistej HK, Cistého tetracyklinu a ich komplexov
v roznych molarnych pomeroch. FTIR merania odhalili, Ze pri vzraste pomeru HK:TET z 1:0,4
nal:1 bola znizend intenzita absorpénych pasov pri 1104 —-1040cm™ (valenéné vibracie
fenolickych C-O a O—H vézieb), ¢o poukazuje na fakt, Ze fenolické hydroxylové a karboxylové
skupiny sa podiel’aju na viazani tetracyklinu. Okrem toho, mierny narast pikov pri 1 454a 1 356 cm™
(valenéné vibracie C—N a torzné vibracie N—H vézieb) dokazal tvorbu TET-HK komplexov [85].

Pomocou FTIR spektroskopie boli Studované aj interakcie huminovej kyseliny s nanocasticami
anorganickych oxidov. Na zaklade posunov a zmien intenzity niektorych absorpénych pasov po
interakcii HK a nano-oxidov bolo zistené, ze za vymenu ligandov s nano-TiO; boli zodpovedné
fenolické —OH skupiny, zatial’ ¢o -COOH skupiny huminovych kyselin boli zodpovedné za vymenu
ligandov s nano-ZnO. Na tejto interakcii s nano-Al,Os sa podielali ako —COOH, tak aj fenolické
a alifatické —OH skupiny huminovych kyselin [86].
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V d’alSom vyskume bola popri inych metédach vyuzita infracervena spektroskopia pre skumanie
interakcie inhibitorov 4-hydroxyfenylpyruvat dioxygenazy, ktoré su vyuzivané ako herbicidy,
S huminovymi kyselinami. Na zaklade zmien FTIR spektier HK po interakcii s herbicidmi bolo
pozorovang, ze tieto herbicidy obsadili aromatické kruhy a alkylové skupiny — teda hydrofobne
skupiny — a exponovali karboxylové skupiny, o znacdi, Ze najsilnejSou vdzobnou interakciou HK
a tychto herbicidov je hydrofoébny efekt [87].

FTIR spektroskopia bola vyuzita aj pre vyskum mechanizmu chelacie huminovych kyselin a chromu.
Posuny charakteristickych karboxylatovych absorpénych péasov indikuju, ze za viazanie chromu
huminovymi kyselinami st zodpovedné prave tieto skupiny. Na zaklade separacie pikov
—COO™ symetrickych a asymetrickych vibracii bolo mozné odlisit’ aj jednotlivé typy komplexacie
a boli rozlisené nekomplexné, monodentatové a bidentatové karboxylatové skupiny [88].

3.1.7 NUKLEARNA MAGNETICKA REZONANCIA

NMR spektroskopia je pomerne univerzalna neradioaktivna metdda, ktord vyuziva magneticky
aktivne atomové jadra vhodnych izotopov ako lokalne sondy v skumanej latke. Zakladnou
podmienkou, ktorti musia sledované atomové jadra spifiat’, je ich nenulovy vlastny moment hybnosti,
teda jadrovy spin, sktorym suvisi nenulovy magneticky dip6lovy moment. Ide najmi
0 neradioaktivne izotopy, ako napriklad *H, *3C, 3P, ®*Mn, %"Fe a mnoho d’alsich, pricom ich volba
pre experiment je dana tym, ktoré prvky merana latka obsahuje [89]. Vo vonkajSom magnetickom
poli sa tieto jadra orientuju do poloh, ktorym zodpovedaju urcité energetické hladiny. Absorpciou
elektromagnetického Ziarenia v oblasti kratkych radiovych vin potom dochadza k prechodu jadra na
vysSiu energeticku hladinu. Pri navrate na nizSiu hladinu je uvolnend energia s rovnakou
frekvenciou, ktora je vSak priamoumerna sile aplikovaného vonkajSicho magnetického pol'a. Tato
emitovana frekvencia je zaznamenavana vo forme spektra [47]. NMR spektroskopia je vhodnou
metddou pre uréenie Struktiry latky a taktiez pre $tadium intra- a intermolekularnych interakcii [45].
Na zaklade prevedenej reSerSe je mozné skonStatovat, Zze prave tato metdda je najcastejSie
vyuzivanou metddou pre Stidium interakcii huminovych latok sroéznymi environmentalnymi
polutantmi.

NMR spektroskopia bola napriklad vyuzitd pre stidium kovalentnych a nekovalentnych interakcii
peptidov s huminovymi kyselinami. Zaroven bol pozorovany vplyv aromaticity a alifaticity na tieto
interakcie. Bolo skimané viazanie *N-znagenych peptidov s réznymi aromatickymi a alifatickymi
vlastnostami na HK s réznym stupiiom aromaticity, pricom bolo zistené, Ze peptidy obsahujuce
primarne aromatické aminokyseliny sa kovalentne a nekovalentne viazali najmi na aromaticky
bohaté HK. Na druhej strane, peptidy skladajuce sa z alifatickych aminokyselin boli viazané len na
HK bohaté na alifatické skupiny [90].

Estrogény, konkrétne sledované estradiol a estriol, st v zivotnom prostredi vSadepritomné a pre
zdravie moZu predstavovat’ zavazné riziko. Ich sorpcia na rozpustenti organicka hmotu (zastupenu
huminovymi kyselinami) ovplyviuje ich koncentraciu a ucinky, aprave pre pochopenie jej
mechanizmu bola tato interakcia skimana pomocou NMR. Vysledky naznacuji, Ze vdzba medzi
estrogénmi a HK nastava primarne na aromatickom kruhu (n—m interakcia) a vznika aj pri relativne
nizkych koncentraciach HK [91].

Pomocou tejto metddy boli sledované aj nekovalentné interakcie medzi HK a monoaromatickymi
latkami. Bolo zistené, Ze tieto interakcie st zavislé od pH, stupfia aromaticity HK a od
monoaromatickej funk¢nej skupiny. Benzén interagoval s rozpustenou HK za akychkol'vek pH
podmienok, ale sila interakcie stiipala s klesajiicim pH a stipajicim stupfiom aromaticity. Pyridin sa
spraval podobne ako benzén, ale boli detegované az dva spOsoby jeho interakcie s HK; vdzba
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s volnym elektrénovym parom pyridinového dusiku a n—m interakcie medzi aromatickym kruhom
pyridinu a aromatickymi komponentmi HK, ktoré boli preferované pri vysokej aromaticite a nizkom
pH roztoku [92].

Mazzei a spol. studovali pomocou NMR interakcie medzi nitrifikaénymi inhibitormi a modelovymi
huminovymi a fulvinovymi kyselinami. Vysledky dokazali interakciu s obomi typmi kyselin, pricom
HK vykazovali vyrazne vyssiu afinitu. Pri interakcii HK s modelovym inhibitorom bola dok4zana
vyznamna tloha aromatického signalu, zatial’ ¢o u FK boli v interakcii zahrnuté najmé alkylové
skupiny [93].

V dal$ej studii bolo pomocou NMR sledované viazanie 2,6-difluorobenzoovej kyseliny a benzoovej
kyseliny na vodné huminové kyseliny. Bola potvrdena micelarna povaha interakcie, ¢o poukazuje na
moznost’ enkapsulacie malych molekul. Taktiez bolo zistené, Ze vo vdzobnom mechanizme medzi
benzoovou kyselinou a HK hraju doleziti ulohu karboxylové skupiny. Na rozdiel od toho,
u F-substituovanej benzoovej kyseliny boli -COOH skupiny orientované pocas interakcie pre¢ od
HK. Navyse vysledky naznacuji vyssiu silu interakcie halogenovanej kyseliny s HK oproti jej
nesubstituovanému analogu [94].

Ako uz bolo spomenuté vysSie, NMR je naozaj casto vyuzivanou metddou pre Studium interakcii
huminovych latok a prace spomenuté v tejto kapitole predstavuju len zlomok dostupne;j literatary
zaoberajucej sa touto problematikou. Dalsimi prikladmi mézu byt potom okrem inych aj §tadie [95;
96; 97].

3.2 VYUZITIE VIBRACNEJ SPEKTROSKOPIE PRI STUDIU NEKOVALENTNYCH
INTERAKCII NIZKOMOLEKULARNYCH LATOK

Uz v predchadzajucej kapitole bolo predstavenych niekolko §tadii, ktoré vyuzili infracervent
spektroskopiu pre Studovanie interakcii medzi huminovymi latkami a roznymi xenobiotikami.
Ked'Ze je tato praca prednostne zamerana prave na sledovanie nekovalentnych interakcii pomocou
vibra¢nej spektroskopie, v nasledujucich odstavcoch st uvedené niektoré d’alsie priklady podobne;j
aplikécie tejto metdody, tentokrat bez konkrétneho zamerania na huminové latky.

Pomocou vibra¢nej spektroskopie boli napriklad sledované ucinky dipolovej interakcie a solvatacie
na pas valenénych vibracii C=0 NdMA (N,N-dimetylacetamidu) v cyklohexane, n-hexane a CCla
pri roznych koncentraciach. Bolo zistené, Ze vinoéty valenénych vibracii C=0 u IC, izotropickej a
anizotropickej Ramanovej spektroskopie sa nezhoduji. Posun 10,8 cm™ medzi izotropickymi a
anizotropickymi komponentmi indikuje, Ze Cistd kvapalina NdMA interaguje sama so sebou
pomocou permanentnych dipélov a je indukovana lokalna orientacia molekul. Bolo zistené, ze
pozorovany asymetricky pas C=0O valen¢nych vibracii u 0,46M n-hexanového a 0,33M
cyklohexanového roztoku je spojeny s medzimolekulovymi interakciami medzi molekulami NdMA,
ktoré sa stracaji pri koncentracii 0,023 mol-dm[98].

Dalej boli pomocou FTIR spektroskopie sledované rozdiely v spektrach metylénovej modrej v
plynnej faze, v hydratovanom krystalickom stave a vo vysuSenom roztoku MB. O pritomnosti
monomérov MB v $tudovanej vzorke sved¢ili absorpéné pasy =N*(CHs), pri 1 640 — 1650 cm™ a
C-S-C vizieb pri 625 - 615 cm™ a 1 095 cm ™. Bolo potvrdené, Ze funk&na skupina =N*(CHs), sa
podiela na tvorbe jednej mostikovej vodikovej vizby s —OH skupinami rozpustadla, ked’ze bol
pozorovany pokles intenzity jej absorpéného pasu spolu s narastom frakcii dimérov a H-agregatov
MB. Pozorované spravanie heterocyklickych C-H (3050-3015cm™), C=C, C=N
(1600-1595cm™), C-C aC-N (1564-1546cm-!) vibracii je prejavom n—m interakcii
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aromatickych kruhov i6novej formy MB* heterocyklu pri sebazdruZzovani molekal metylénove;j
modrej [99].

Dal§i vyskum sa zaoberal $tudovanim medzimolekulovych interakcii C=O skupin amidov
v roztokoch pomocou FTIR spektroskopie. Boli pozorované linearne zavislosti medzi absorpénymi
frekvenciami  C=0 skupin N,N-dimetylacetamidu a N,N-dimetylformamidu a medzi
N-metylformamidom a N-metylacetamidom v rdéznych rozpustadlach. Pri pozorovani tychto
frekvencii u prvej dvojice vSak nebola najdena ziadna linearna zavislost, ¢o poukazuje na rézne typy
solvatacnych efektov v réznych médidch. Vysledky tiez naznacuju schopnost’ baz tvorit silné
vodikové vizby s N—H skupinami amidov [100].

FTIR spektroskopia bola vyuzita aj na studium interakcie o-nitrofenolu a metylacetatu v benzéne.
Pre zhodnotenie moZznosti medzimolekulovych interakcii za konkrétnych koncentracii boli
zaznamenané FTIR spektra Cistého o-nitrofenolu, ¢istého metylacetatu a ich ekvimolarnej zmesi. Bol
pozorovany posun silného C=O piku pri 1754cm™ u &istého metylacetatu k 1 745cm™
u ekvimolarnej zmesi a Siroky pas O—H valenénych vibracii pri 3 384 cm™ u ¢istého o-nitrofenolu
bol v ekvimolarnej zmesi posunuty k 3 253 cm ™. Predpoklada sa, Ze tieto posuny boli spdsobené
vodikovymi vizbami v zmesi [101].

S vyuzitim modelového minerdlu kalcitu boli skiimané kation-m interakcie s adsorbovanymi
molekulami benzénu, toluénu a etylbenzénu (BTE) pomocou ATR-FTIR spektroskopie. Bolo
pozorovang, ze pritomnost’ kalcitu zvySuje energiu potrebni1 k excitacii symetrickych deformacnych
vibracii C-H vézieb BTE molekal. Vysledky tiez naznacuju, ze posun v excitacnej energii
aromatickych C—H deformac¢nych vibracii méze byt vyuzity ako dokaz kation-m interakcii na
povrchu mineralov. Detegovatelnost posunov v IC spektrich je vysSia u nesubstituovanych
aromatickych kruhov, pretoze alkylova substitucia znizuje citlivost IC kvéli induktivnemu
elektron-donorovému efektu [102].

Pomocou FTIR boli sledované aj konformaéné zmeny lipidovych membran po interakcii s lie¢ivom
fluoxetin. Konformacné zmeny lipidovej Struktary boli objasnené cez vibra¢nu frekvenciu CH:
skupin acylovych retazcov (2 800 —3000cm™) a pomocou PO, valenénych pasov lipidovej
polarnej hlaviky (1 000 —1 300 cm™). Z FTIR merani vyplynulo, Ze pri nizkych koncentraciach
elektrolytu sa fluoxetin nachadzal na rozhrani dvojvrstvy vd’aka elektrostatickej interakcii medzi
NHs* skupinou fluoxetinu a OH™ skupinou fosfolipidovej hlavi¢ky. Oproti tomu, vyS$ie koncentracie
NaCl mo6zu pravdepodobne ul'ahéit’ prienik fluoxetinu do hlbsich Casti lipidovej dvojvrstvy, ¢o ma
za nasledok konformaéné zmeny celej fosfolipidovej dvojvrstvy [103].

3.3 POKROCILE TECHNIKY MERANIA A VYHODNOCOVANIA VIBRACNYCH
SPEKTIER

V predchadzajucich kapitolach uz bolo spomenutych niekol’ko prac, ktoré vyuzivali infraCervent
spektroskopiu napriklad aj pre sledovanie interakcii. Najmé pri tejto aplikacii metody je vel'mi
dolezité odhalit’ aj spektralne vlastnosti, ktoré nie st pri vizudlnej analyze spektra 'ahko viditeI'né.
Preto je infracervena spektroskopia ¢asto vyuzivana spolu s d’al$imi metédami, ¢i uz matematickymi
alebo Statistickymi, ktoré pomahaju odhalit’ napriklad prekryvajace sa pasy v zlozitych spektrach
alebo su schopné vyznacit' dolezité piky, na ktoré je mozné sa potom v d’alSej analyze zamerat’.
Priklady takychto metdd st uvedené prave v tejto kapitole.

3.3.1 DEKONVOLUCIA

Prvou pokrocilou metédou vyhodnocovania vibraénych spektier je metdda dekonvolucie, alebo FSD
(z angl. Fourier self-deconvolution). Neziaducou vlastnostou FTIR spektier je, Ze mnoho
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absorpénych pasov je velmi Sirokych a prilahlé pasy maju tendenciu sa viac ¢i menej prekryvat'.
Niekedy moéze byt z takychto pasov dokonca vytvorena ,,obalka®, ktora pozostava z mnohych
prekryvajucich sa pikov a sama 0 sebe nemé takmer ziadnu vypovednu hodnotu. Preto je potrebna
metoda, ktora tieto jednotlivé pasy rozliS§i. FSD je matematickd metdda, ktord znizuje efekty
rozsirujucich sa absorpénych pasov pomocou manipulacie dat vo Fourierovej doméne, teda pred
samotnou Fourierovou transforméciou. Porovnanie spektra pred a po dekonvolucii je mozné vidiet
na Obr. 12. Pomocou tejto metddy je tiez mozné ziskat’ presnejSie informacie o polohe a intenzite
jednotlivych pasov, ¢o umoziuje prevadzanie kvantitativnych merani [104].

(a)

(b)

) L) T L] L) L) 1
3050 3000 2950 2900 2850 2800 2750

-1
vinocet (cm )

Obr. 12 Dekonvolicia oblasti C—H valencnych vibracii polypropylénu: @) origindlne ddta,
b) vysledok po dekonvolicii [104]

Dekonvolucia je naozaj ¢asto vyuzivanou metddou pri prevadzani FTIR analyz. Z vys$sie uvedenych
prac vyuzili autori dekonvoltciu v pripade vyskumu [102] a medzi d’alsie priklady jej pouZitia patria
okrem iného stadie [105; 106; 107]. Tato metdda bola tiez vyuzita aj v mojej bakalarskej praci [1].

3.3.2 2D KORELACNA ANALYZA

2D korela¢na analyza, alebo tiez 2D korelacna spektroskopia je matematicka technika vyuzivana pre
Studovanie korelacie medzi dvomi spektroskopickymi signalmi ako funkcie Casu alebo inych
externych parametrov. Casto je vyuZivana napriklad v spojeni s infratervenou alebo Ramanovou
spektroskopiou pre odhalenie spektralnych znakov, ktoré su t'azko odhalite'né konven¢nou metodou.
Studovand vzorka je vystavena perturbacii (systematickd a kontrolovana zmena nejakého
parametru), ako napriklad zmene teploty, pH, chemickej reakcii, zatial ¢o ostatné parametre
sledovaného systému zostavaju rovnaké. Spektra st zaznamendvané ako funkcia tohto meneného
parametru. Zmeny intenzity spektralnych signalov su potom systematicky analyzované pomocou
krizovej korelacie. Ziskané korelacné intenzity mdézu byt bud’ pozitivne alebo negativne a st
zobrazené vo forme 2D mapy, ktora je definovana dvomi nezavislymi spektralnymi osami. Pomocou
tejto techniky je napriklad mozné rozlisit’, ktoré zmeny v sledovanej vzorke sa deju zaroven a ktoré
v réznych ¢asoch, je mozné urcit’ postupnost’ spektralnych zmien alebo tiez identifikovat’ rozne
medzimolekulové interakcie [108; 109].

Taktiez tato technika bola vyuzitd pre pokrocilu interpretaciu FTIR spektier uz vo vysSie
spomenutych pracach, konkrétne napriklad v $tadiach [85; 87; 100].
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3.3.3 ANALYZA HLAVNYCH KOMPONENTOV (PCA)

PCA (z angl. Principal Component Analysis), alebo analyza hlavnych komponentov je matematicka
metoéda vyuzivand pre reorganizovanie informécii v stibore udajov réznych vzoriek. Mdze byt
vyuzita, ked’ stbor obsahuje len nickol’ko premennych, ale stava sa vel'mi uZitoénou najma pri
analyze vel’kého mnozstva premennych, ako napriklad v spektroskopickych datach. Slazi k redukcii
poctu premennych bez podstatnej straty informacie. Vytvara nové premenné, nazyvané hlavné
komponenty (PC, z angl. Principal Components), ktoré predstavuju va¢sinu variability dat. To nam
umoziuje popisat’ dant informaciu pomocou zasadne mensiecho mnozstva premennych. Prvy hlavny
komponent prechadza datami vzdy v smere najvacsej variability, druhy a nasledujiice komponenty
musia byt potom kolmé na predchadzajuci komponent [110]. Nové premenné vznikaju vzdy
linearnou kombinaciou vSetkych premennych a variabilita klesa zostupne od prvého komponentu.
Lineéarne koeficienty spdtného vztahu hlavnych komponentov s pévodnymi premennymi si potom
nazyvané loadingy komponentu a hodnoty, ktoré reprezentuju jednotlivé vzorky v priestore
definovanom novymi hlavnymi komponentami sa nazyvaju skore komponentov [111].

ATR-FTIR v kombinacii s PCA analyzou bolo vyuzité napriklad pre identifikaciu polymorfnych
foriem Cimetidinu v komeréne predavanych tabletach. Pre optimalizaciu metddy bolo skimanych
12 vzoriek obsahujucich znamy polymorf a boli sledované r6zne kombinacie PCA komponentov,
pricom za najvhodnejSiu bola zvolend kombinacia, ktord umoznovala rozdelenie vzoriek
jednotlivych polymorfov do zretelne oddelenych regionov a loadingy zvolenych komponentov
obsahovali typické piky vSetkych polymorfnych foriem. Po naslednej validacii met6dy boli skiimané
vlastné vzorky spolu so vzorkami, ktoré boli pri optimalizacii metody pouzité ako Standardy. V grafe
zobrazujicom skore PC2 a PC3 boli vlastné vzorky jednoznacne zaradené do oblasti zoskupujicej
vzorky obsahujuce polymorfnt formu A [112]. Podobnym spdsobom bola PCA v kombinacii s FTIR
aplikovana napriklad pre identifikaciu vybranych mineralov [113], ¢i pre identifikaciu povodu
a spdsobu izolacie ligninov z roznych zdrojov [114].

Prace spomenuté v predchadzajucom odstavci vyuzivali PCA analyzu primarne pre zaradenie
vzoriek do ur€itych skupin, no tuto metddu je mozné vyuzit' aj pre sledovanie interakcii. V jednej
stadii bola napriklad vyuzitd pre sledovanie zosietovania polyvinylalkoholovych filmov
Vv pritomnosti benzoatu sodn¢ho za posobenia ultrafialového ziarenia. Hoci komponent PC2
predstavoval len 6,89 % variability spektra, prave tato variabilita stivisela s chemickou modifikaciou
sledovanych filmov po oziareni. V loadingu tohto komponentu je potom mozné vidiet' piky pri
1383 cm™ (C-H vizby), 1427 a1335cm™ (OH skupiny a CH, valen¢né vibracie) s kladnymi
hodnotami a tiez piky pri 1 119 a 1 065 cm™ (C-O vizba) s negativnymi hodnotami. To znadi, Ze
po oziareni klesa intenzita pasov prislichajicich C-H a O-H vdzbam a zaroven su tvorené nové
C-O vizby [115].

V dalsej studii bol pomocou PCA-FTIR sledovany vplyv pridavku réznych rastlinnych extraktov na
chitosanovy film. Na prvy pohlad sa zdalo, Ze tento pridavok nie je mozné pozorovat' v FTIR
spektrach jednotlivych vzoriek. Pre odhalenie efektu jednotlivych extraktov vSak bola na ziskané
spektra aplikovand PCA analyza, ktora jednoznacne rozdelila vzorky do oddelenych klastrov.
Napriklad, vzorky sroéznymi koncentraciami CucCoriedkového extraktu boli oddelené hlavne na
zaklade komponentu PC2. Z loadingu tohto komponentu potom vyplyva, Ze zvySenie obsahu
cucoriedkového extraktu je spojené so znizenim signalu kyseliny mlie¢nej alebo jej soli. Na druhej
strane, negativny loading koreluje s obsahom c¢ucoriedkového extraktu. Podobné trendy boli
sledované aj u ostatnych skimanych extraktov [116].

Dalsie prace vyuzivajuce PCA analyzu v kombinacii s infradervenou spektroskopiou pre $tadium
interakcii alebo Struktirnych zmien s potom napriklad [117] a [118].
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4 EXPERIMENTALNA CAST

4.1 POUZITE POMOCKY A PRiISTROJE

e Analytické vahy, Denver Instrument
e Magneticka mieSacka, ThermoFisher Scientific
e Lyofilizator VirTis BenchTop K, BioTrade s.r.o.
o Spektrometer FT-IR Nicolet iS50, ThermoFisher Scientific
e UV-VIS spektrofotometer U-3900H, Hitachi
e Automaticky titrator 888 Titrando, Metrohm
e Dialyza¢na membrana Spectra/Por®, Spectrum Laboratories, Inc.
o MWCO: 100-500 Da
o  Plosna sirka: 31 mm
o Priemer: 20 mm
o  Objem/dizka: 3,1 ml/cm
o Dizka: 10m
e Dialyza¢na membrana Spectra/Por®, Spectrum Laboratories, Inc.
o MWCO: 100-500 Da
o  Plosna sirka: 16 mm
o Priemer: 10 mm
Objem/dizka: 0,79 ml/cm
o Dizka: 10m
Bezné laboratorne sklo a pomdcky

o

4.2 POUZITE CHEMIKALIE

e Hydroxid sodny 0,1M (N/10), Lach:Ner; 5. PP/2020/05389

e Standard huminovych kyselin IHSS Leonardite; §. 1S104H-5
e Metylénova modra, Penta; . 1801300113

e Rhodamin 6G, Sigma Aldrich; §. BCBH1723V

e Septonex, GNB chem, a.s.; §. 706SEP003

e Dodecylsiran sodny, Lach:Ner; §. PP/2017/10925

e Destilovana voda

4.3 PRIPRAVA VZORIEK

Celkovo boli prevedené tri rozne experimenty, pocas ktorych boli pripravené komplexy s rdznymi
koncentraciami nizkomolekularnych organickych iénov. Pri kazdom experimente boli vsetky
zasobné roztoky okrem roztoku NaOH pripravené nanovo. Boli teda 3x pripravené zadsobné roztoky
HK s koncentraciou vzdy 0,1 g/l v 0,01M hydroxide sodnom aroztoky metylénovej modrej,
Rhodaminu 6G a Septonexu v destilovanej vode s tromi r6znymi koncentraciami blizsie opisanymi
v nasledujucich odstavcoch. Nasledne boli z pripravenych zasobnych roztokov vytvorené komplexy
dvomi roznymi spdsobmi — dialyzou zmesi HK a organickej latky proti destilovanej vode a dialyzou
roztoku samotnej huminovej kyseliny proti roztoku organickej latky. Ziskané vzorky komplexov boli
nakoniec vysuSené pomocou lyofilizacie.

4.3.1 ZASOBNE ROZTOKY

4.3.1.1 HUMINOVE KYSELINY

Pred pripravou samotného zasobného roztoku HK bol v prvom rade pripraveny roztok hydroxidu
sodného s koncentraciou 0,01 mol/dm®. Normanal NaOH uréeny pre pripravu 0,1M roztoku bol

36



EXPERIMENTALNA CAST

kvantitativne prevedeny do 1 000ml odmernej banky, ktora bola doplnena destilovanou vodou po
rysku. Z takto pripraveného roztoku bolo odpipetovanych 50 ml do 500ml odmernej banky, ktora
bola znovu doplnend po rysku destilovanou vodou pre ziskanie roztoku NaOH s koncentraciou
0,01 mol/dmé,

Nasledne bolo navéazenych 0,025 g standardu huminovych kyselin IHSS Leonardite, havazka bola
kvantitativne prevedena do 250ml odmernej banky a bola rozpustena v potrebnom mnozstve 0,01M
roztoku NaOH pre ziskanie roztoku s koncentraciou 0,1 g/l. Roztok bol potom 24 hodin mieSany na
magnetickej mieSacke. Tento postup bol celkovo zopakovany trikrat, raz pri priprave kazdého
experimentu.

4.3.1.2 METYLENOVA MODRA A RHODAMIN 6G
1. experiment — roztoky s koncentraciou 0,025 g/l v destilovanej vode

Na analytickych vahach bolo navazenych 0,0125 g kazdého farbiva a navazky boli kvantitativne
prevedené do 500ml odmernych bank. Banky boli destilovanou vodou doplnené po rysku a roztoky
boli po dobu 24 hodin mieSané na magnetickej miesacke.

2. experiment — roztoky s koncentraciou 0,25 g/l v destilovanej vode

Po prevedeni prvého experimentu bolo zistené, Ze je postacujuci mensi objem zasobnych roztokov
a na zaklade prvotnej analyzy vysledkov ziskanych z prvého experimentu bola zvolena 10x vyssia
koncentracia organickych latok. Na analytickych vahach bolo navazenych 0,025 g MB aj R6G
a navazky boli kvantitativne prevedené do 100ml odmernych bank. Banky boli destilovanou vodou
doplnené po rysku a roztoky boli po dobu 24 hodin mies$ané na magnetickej miesacke.

3. experiment — roztoky s koncentraciou 0,125 g/l v destilovanej vode

Po predbeznom zanalyzovani vysledkov ziskanych v druhom experimente bola pre posledny
experiment zvolena stredna koncentracia organickych farbiv, teda 5x vyssia ako v pripade prvého
experimentu. Na analytickych vahach bolo navazenych 0,0125 g metylénovej modrej aj Rhodaminu
6G anavazky boli kvantitativne prevedené do 100ml odmernych bank. Banky boli destilovanou
vodou doplnené po rysku a roztoky boli po dobu 24 hodin mie$ané na magnetickej mieSacke.

4.3.1.3 SEPTONEX

1. experiment — roztok s koncentraciou 0,2 g/l v destilovanej vode

Na analytickych vahach bolo navazenych 0,1 g/l Septonexu a navazka bola kvantitativne prevedena
do 500ml odmernej banky. Banka bola po rysku doplnena destilovanou vodou a obsah bol 24 hodin
mieSany na magnetickej miesacke.

2. experiment — roztok s koncentraciou 2 g/l v destilovanej vode

Rovnako pri priprave tohto roztoku bol postac¢ujici mensi objem ako v pripade prvého experimentu
ataktiez bola zvolena 10x vysSia koncentracia Septonexu ako pri prvom experimente. Na
analytickych vahach bolo navazenych 0,2 g/l Septonexu a navazka bola kvantitativne prevedena do
100ml odmernej banky. Banka bola destilovanou vodou doplnena po rysku a obsah bol 24 hodin
mieSany na magnetickej miesacke.

3. experiment — roztok s koncentraciou 1 g/l v destilovanej vode

Podobne ako pri priprave roztokov MB a R6G, aj pre roztok Septonexu bola v tretom experimente
zvolend 5% vys$sia koncentracia ako v pripade prvého experimentu. Na analytickych vahach bolo
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navazenych 0,1 g/l Septonexu a navazka bola kvantitativne prevedena do 100ml odmernej banky.
Banka bola destilovanou vodou doplnena po rysku a obsah bol 24 hodin mieSany na magneticke;j
mieSacke.

4.3.2 KOMPLEXACNE ROZTOKY

Pre naslednt dialyzu proti destilovanej vode boli v objeme 20 ml vytvorené komplexa¢né roztoky
zmieSanim zasobnych roztokov HK s roztokmi MB/R6G/Septonexu alebo s destilovanou vodou
(slepa vzorka) vobjemovom pomere 1:1, pricom kazdy komplex bol pripraveny v troch
opakovaniach. Tento postup bol zopakovany pri priprave kazdého experimentu. V kazdom
experimente bolo teda do 12 nadobiek odpipetovanych po 10 ml zasobného roztoku HK, ku ktorym
bolo do troch nadobiek pridanych po 10 ml zasobného roztoku MB, do d’al$ich troch po 10 ml R6G,
do d’alsich troch po 10 ml roztoku Septonexu (vZdy prislu$nej koncentracie) a do poslednych troch
nadobiek bolo pridanych po 10 ml destilovanej vody, pricom prave tieto posledné roztoky slizia ako
referenéné alebo slepé vzorky.

Pri dialyze HK proti roztokom jednotlivych organickych iénov boli komplexy tvorené priamo pocas
dialyzy, takze v ramci pripravy bolo iba nachystanych 9 nadobiek s odpipetovanymi 10 ml roztoku
huminovych kyselin.

4.3.3 DIALYZA

V d’alsom kroku pripravy vzoriek bola dvomi réoznymi sposobmi prevedena rovnovazna dialyza.
V prvom pripade islo o dialyzu roztokov komplexov proti destilovanej vode, ktorej ucelom bolo
zabezpecit' odstranenie velkého mnozstva volnych (nenaviazanych) nizkomolekularnych latok
z komplexaénych roztokov. V druhom pripade bol dialyzovany roztok ¢istych huminovych kyselin
proti roztoku danej nizkomolekularnej organickej latky, pricom cielom bolo najmid porovnat’
koncentraciu organickych i6nov v dialyza¢nom roztoku pred dialyzou a po dialyze a pokusit’ sa tak
ur¢it’ zdanlivii rovnovaznu konstantu tohto procesu. Vo vSeobecnosti sa pri dialyze vyuziva
polopriepustna membrana, ktora prepusta len molekuly mensie ako je jej cut-off hodnota (MWCO,
z angl. Molecular Weight Cut-off), pricom molekuly, ktoré st schopné prejst membranou, st
pohanané koncentraénym gradientom az do vyrovnania koncentracie volnych molektl v okolitom
roztoku a vnutri membrany. Schematické znazornenie porovnania oboch pouzitych spésobov dialyzy
je mozné vidiet’ na Obr. 13.

Dialyza komplexacnych roztokov proti destilovanej vode

Z dialyza¢nej membrany s nominalnou sirkou 31 mm bolo odstrihnutych priblizne 23 ¢cm a na jednej
strane bol urobeny pevny uzol pre vytvorenie dialyzacného Crievka. Do takto pripravenej membrany
bol pomocou lievika prevedeny pripraveny komplexaény roztok. Z ¢rievka boli nad roztokom
odstranené vzduchové bubliny a na hornom konci bolo uzavreté klipsom. Pripravené ¢rievko bolo
nasledne vlozené do 5 000ml nadoby obsahujucej 4 000 ml destilovanej vody, kde prebiehala
samotna dialyza. Postup bol opakovany pre vSetkych 12 komplexov v kazdom experimente, pricom
pre kazdy druh komplexu bola pouzitd ind nadoba na dialyzu — celkovo boli teda pouzité 4 nadoby
pre kazdy experiment, v ktorych boli dialyzované vzdy po 3 rovnaké komplexy. Dialyza prebichala
priblizne 48 hodin.

Dialyza roztoku HK proti roztoku nizkomolekularnych organickych iénov

V troch kadic¢kach boli pripravené dialyzacné roztoky (dialyzaty) organickych latok riedené
vpomere 1:1 sdestilovanou vodou. Do kadi¢ky bolo odpipetovanych vzdy 50 ml roztoku
nizkomolekularnej organickej latky, 50 ml destilovanej vody a roztoky boli premiesané. Tymto
spdsobom bolo zabezpecené, ze pri pouziti dvojnasobku dialyzatu oproti dialyzovanému roztoku HK
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bol zachovany rovnaky pomer latkovych mnozstiev jednotlivych zloziek ako v pripade dialyzy
komplexacnych roztokov proti destilovanej vode.

Z takto pripravenych dialyza¢nych roztokov bolo odpipetovanych po 20 ml vzdy do troch tzkych
plastovych nadobiek, v ktorych nakoniec prebiehala dialyza. Dialyzacné crievko bolo pripravené
rovnakym postupom ako pri predchiddzajucom spdsobe dialyzy, pomocou lievika do neho bolo
prevedenych nachystanych 10 ml roztoku huminovej kyseliny a namiesto uzavretia klipsom bolo
¢rievko v hornej Casti previazané Spagatom. Nasledne bolo ¢rievko vlozené do pripravenej nadobky
s dialyzacnym roztokom a postup bol opakovany 3% pre kazdy druh komplexu. Celkovo bolo teda
tymto spdsobom pripravenych 9 vzoriek v kazdom experimente. Dialyza taktiez prebiehala priblizne
48 hodin. Dialyza¢né roztoky po skonceni dialyzy boli uchované pre neskorsie UV-VIS meranie.

® HK
organicky i6n
|

dialyza zmesi proti
destilovanej vode

dialyza HK proti
nizkomolekularnej
organickej latke

Obr. 13 Schematické zndzornenie pouzitych dialyz

Po ukonceni dialyzy boli roztoky prevedené z dialyzac¢nych crievok do plastovych nadobiek a boli
ulozené do laboratornej mraznicky. Po kompletnom zmrazeni boli nasledne vzorky lyofilizované pre
ziskanie suchej vzorky bez obsahu vody.

Poznamka: pocas pripravy druhého experimentu bola spotrebovana cela dialyzaéna membrana
s nominalnou Sirkou 31 mm a experiment bol dokonceny s membranou s plosnou Sirkou 16 mm
(s rovnakou hodnotou cut-off). Tato membrana bola pouzita aj pri tretom experimente a ked’ze ma
uzsi priemer, pri dialyze HK proti organickym ionom v tretom experimente bolo mozné pouzit’ tizke
skumavky a dialyzovat’ 10 ml roztoku HK proti 10 ml dialyzatu, teda roztoky organickych iéonov uz
pri tomto sposobe dialyzy neboli riedené v pomere 1 : 1 s destilovanou vodou. Vsetky ostatné body
postupu zostali nezmenené.
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4.4 UV-VIS ANALYZA DIALYZACNYCH ROZTOKOV MB A R6G

Roztoky metylénovej modrej a Rhodaminu 6G v pripade dialyzy proti roztokom organickych ionov
boli uchované pre ich naslednt UV-VIS analyzu. Z kazdého experimentu bola teda odlozena vzorka
roztoku pred zaciatkom dialyzy a taktiez vSetky dialyzacné roztoky po jej ukonceni. Tieto roztoky
boli premerané pomocou UV-VIS spektrometrie za pouzitia pristroja U-3900H od spolocnosti
Hitachi. Do kyvety bol prevedeny vzdy priblizne 1 ml skimane;j latky a bolo premerané jej absorpéné
spektrum. Nasledne boli zo ziskanych dat od¢itané hodnoty absorbancie v absorpénom maxime latky
a ich prislu§né vinové dizky. Znama koncentracia dialyzatu pred za¢iatkom dialyzy bola pouzita ako
jednobodova kalibra¢na zavislost,, ktorou boli prenasobené ziskané pomery absorbancii roztokov po
ukonceni dialyzy apred jej zaCiatkom aVkazdom roztoku po dialyze tak bola vypocitana
koncentracia vol'nych idénov farbiva. Za predpokladu dosiahnutia rovnovahy sa potom tato hodnota
rovna aj koncentracii vol'nych i6nov farbiva v dialyza¢nom ¢rievku. Z tychto hodnot bola nasledne
vypocitana zdanliva rovnovazna kons$tanta a mnozstvo naviazaného farbiva na jednotku hmotnosti
huminovej kyseliny. Vysledky su potom diskutované v kapitole 5.2.

4.5 POTENCIOMETRICKA TITRACIA SEPTONEXU

Kedze Septonex nie je farebnd zluCenina, ktord by dobre absorbovala UV-VIS ziarenie, pre
stanovenie koncentracie ionov Septonexu v dialyzaénych roztokoch, ateda aj rovnovaznych
parametrov jeho interakcie s HK musela byt pouzitd ind metdéda. Podobne ako u roztokov
v predchadzajicej kapitole, aj roztoky Septonexu pred zaciatkom dialyzy apo jej ukonceni
(pri dialyze roztoku HK proti roztoku Septonexu) boli uchované pre naslednt analyzu. V tomto
pripade bola vyuzita metdda potenciometrickej titracie s ibnovo selektivnou elektrodou (ISE) pre
tenzidy za pouzitia automatického titratoru 888 Titrando od spolo¢nosti Metrohm. Principom tejto
metody je zaznamenavanie rozdielu elektrického napitia medzi dvomi elektrodami — pracovnou ISE
pre tenzidy areferencnou argentochloridovou elektrodou, ktoré su ponorené v roztoku kladne
nabitého Septonexu, ktory je titrovany opaéne nabitym aniénovym tenzidom SDS s koncentraciou
10 mmol/dm?®. T4to metdda bola optimalizovana v rAmci prace [119], kde je uvedeny aj konkrétny
postup merania. Vystupom tejto analyzy je zisk presnych koncentracii Septonexu v dialyzaénych
roztokoch po ukonceni dialyzy, a teda za predpokladu rovnovahy aj jeho koncentracie vol'nych iénov
Vv dialyza¢nom crievku. Z tychto hodndt bola vypocitana koncentracia naviazanych iénov Septonexu
na HK a nasledne aj zdanliva rovnovazna konstanta tejto interakcie a mnozstvo naviazaného tenzidu
na jednotku hmotnosti huminovej kyseliny. Vysledky su tiez diskutované v kapitole 5.2.

V ramci tejto analyzy bol pripraveny roztok SDS s koncentraciou 10 mM pouzity ako titracné
¢inidlo. 2,8838 g dodecylsiranu sodného bolo navazenych na analytickych vahach, navazka bola
kvantitativne prevedena do 1000ml odmernej banky a banka bola po rysku doplnena destilovanou
vodou. Nasledne bol roztok mieSany na magnetickej miesacke az do Giplného rozpustenia anidonového
tenzidu.

4.6 FTIR ANALYZA

Hlavnou experimentalnou naplnou tejto diplomovej prace bolo meranie pripravenych vzoriek
pomocou FTIR spektroskopie a nasledna analyza ziskanych spektier. Na vSetky merania bol vyuzity
pristroj FT-IR Nicolet iS50 od firmy ThermoFisher Scientific a vzorky boli analyzované v rozmedzi
vlno¢tu 4 000 — 400 cm™. Jednotlivé vzorky boli analyzované vzdy technikou ATR s vyuzitim
jednoodrazového krystalu z technického diamantu, srozlisenim 4 cm™ ascelkovym poétom
akumulovanych skenov 32.

Pred kazdym meranim bol v prvom rade krystal a pritlacny kuZel' o€isteny destilovanou vodou
anasledne etanolom. Pred prvym meranim a potom kazdych priblizne 45 mintt bolo zmerané
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pozadie, ktoré predstavoval atmosféricky vzduch. Potom bolo na krystal nanesené malé mnozstvo
vzorky, vzorka bola na povrch krystalu pritlacena vstavanym momentovym pritlakom a bolo
prevedené vlastné meranie. Kazda pripravena vzorka bola odmerana 5x, pri¢om vzdy bolo na krystal
nanesené malé mnozstvo z rdznych nahodnych miest vzorky. Z FTIR merania kazdého experimentu
bolo teda ziskanych 15 spektier pre kazdy pripraveny komplex. Opakované merania boli prevadzané
najmd z doévodu zisku velkého mnozstva dat pre moznost prevedenia PCA analyzy. Tymto
postupom boli teda odmerané vSetky komplexy po lyofilizécii pripravené v ramci troch rdéznych
experimentov a taktiez jednotlivé Cisté latky, ¢ize Standard huminovych kyselin IHSS Leonardite,
metylénova modra, Rhodamin 6G aj Septonex. Ziskané spektra boli nakoniec spracovévané
v programe OMNIC od spolo¢nosti ThermoFisher Scientific a do vyslednej grafickej podoby boli
upravované v softvéri Origin od spolo¢nosti OriginLab Corporation. Vsetky FTIR spektra zobrazené
v nasledujucich kapitoldch st priemernymi spektrami jednotlivych merani, ziskané v softvéri
OMNIC pomocou funkcie Statistical spectra (average).

4.7 PCA ANALYZA

Po ziskani FTIR spektier vSetkych experimentov bola na data aplikovanid analyza hlavnych
komponentov. Tato analyza bola prevddzana v domacom programe uréenom pre PCA analyzu, ktory
bol napisany pomocou softvéru MATLAB (MathWorks, USA) na Ustave pristrojovej techniky
Akadémie vied Ceskej Republiky [120].

Spektra z kazdého experimentu boli osobitne otvorené v tomto programe, rozdelené do skupin podl'a
druhov jednotlivych komplexov a normalizované na absorpény pas pri 1013 cm™, ktory sa
nachadzal spodobnou intenzitou vo vsetkych vzorkach komplexov a slepej vzorky (patri
pravdepodobne vibraciam Si-O vézieb anorganickych komponentov HK, vid’ kapitola 5.1.1).
Nasledne bola prevedena samotna PCA analyza pre uréité dvojice alebo trojice komplexov —hlavnou
naplnou tejto diplomovej prace bolo vyhodnotenie PCA analyzy dvojice jednotlivych komplexov
dialyzovanych proti destilovanej vode a slepej vzorky, ale tiez bola prevedena napriklad sucasna
PCA analyza komplexov dialyzovanych obomi spdsobmi a slepej vzorky. VSetky vysledky st potom
diskutované v nasledujticej kapitole.
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

5.1 FTIR SPEKTRA HUMINOVYCH KYSELIN A AKTIVNYCH LATOK

Hoci hlavnou experimentalnou népliiou tejto diplomovej prace je overenie vyuzitia analyzy hlavnych
komponentov ako pokrocilej techniky spracovania a vyhodnotenia spektralnych dat (ktora bola
vybrana na zaklade prevedenej literarnej reSerSe s uvazenim, Ze metdda dekonvolucie bola uz vyuzita
v mojej BP [1]), ato najmd za Gcelom sledovania interakcii zodpovednych za vznik komplexov,
v prvom rade bola potrebna pomerne podrobna interpretacia jednotlivych FTIR spektier. Prave tato
kapitola rozobera priradenie absorpcnych pasov nachadzajucich sa v spektrach jednotlivych Cistych
latok pouzitych pre pripravu komplexov konkrétnym vibraciam vézieb a funkénych skupin.

5.1.1 HUMINOVE KYSELINY

V tejto kapitole je interpretované ziskané FTIR spektrum huminovych kyselin, a to ako ¢istych IHSS
Leonardite Standardov, tak spektrum ,,slepej vzorky*, ktora bola pripravena rovnakym postupom ako
vSetky komplexy analyzované v nasledujucich kapitolach. Pri priprave slepej vzorky bol teda
standard HK najskor rozpusteny v roztoku NaOH, nasledne bol roztok dialyzovany proti destilovanej
vode a nakoniec bola vzorka lyofilizovana. Tento postup ovplyvnil aj vysledné FTIR spektrum HK,
pri¢om rozdiely medzi jednotlivymi spektrami st diskutované nizsie.

Na zaklade prac [121; 122] atabulky vInoctov charakteristickych vibracii [46] boli priradené
absorpéné pasy V spektre IHSS Leonardite HK vibraciam konkrétnych skupin a tabul’kovy prehl'ad
vsetkych charakteristickych vibracii je mozné najst’ v prilohach (Priloha 1). Na Obr. 14 je mozné si
v§imnut, Ze vetky pasy v spektre IHSS HK (¢ervena krivka) st oblé a pomerne §iroké, ¢o by mohlo
indikovat’ prispevok viacerych vibracii v jednom absorpnom maxime a taktiez by sa tam mohlo
nachddzat’ viacero prekryvajucich sa pikov. NajSirSie absorpcné pasy st vSak viditeIné pri
3550 — 3 000 cm™ a pri priblizne 2 650 — 2 450 cm™%, pri¢om prvy patri valenénym vibraciam O-H
vizieb karboxylovych kyselin, fenolov, pripadne alifatickych alkoholov, s malym prispevkom
vibracii viazieb N—H, zatial' co druhy z vymenovanych pasov patri overtonovym a kombina¢nym
pasom O-H vizieb karboxylovych skupin. Nadmerna Sirka tychto pasov je dosledkom viazania
tychto vézieb vodikovymi mostikmi. Medzi spomenutymi Sirokymi pasmi sa nachadzaju dva
pomerne I'ahko rozliitelné piky, pri 2 927 cm™ patriaci asymetrickym valenénym vibraciam C—H
viizby v skupindch —CHz— apri 2848 cm™ patriaci symetrickym valenénym vibracidm tychto
skupin.

V oblasti spektra pod 1800 cm™ je potom viditelnych niekolko d’alsich absorpénych pésov.
Najvyraznejsie sa nachadzaju pri 1704 cm™ (valenéné vibracie C=0O viizieb ~COOH skupin,
s prispevkom aldehydov, keténov a Vv podobe slabych ramien pri vy$$ich vlnoctoch pripadne
tiez karbonylovych skupin esterov), pri 1599 cm™ (valenéné vibracie aromatickych C=C vizieb)
a siroky pik pri 1192 cm™ (valenéné vibracie C-O a deformacné vibracie —~OH vizieb primarne
v karboxylovych skupinach, opat’ s prispevkom d’al$ich kyslikatych skupin v $truktare HK).

Pri priblizeni spektra v oblasti 1 750 — 700 cm™ v softvéri na spracovanie spektier, akym je napriklad
pouzivany program OMNIC, je mozné najst’ este d’alSie naznaky jednotlivych pikov, ktoré pri prvom
pohl'ade na celé spektrum nie st uplne viditelné. Jednym z takychto pikov je napriklad absorpény
pas pri 1650 cm™, ktory by mal patrit’ valenénym vibracidm C=0 vizieb amidickych skupin,
s prispevkom chinénov a konjugovanych ketonov. Dalej je mozné najst malé piky pri 1 414 cm™
(deforma¢né vibracie C-H vizieb v —CH, a —CHs skupinach), pri 1365cm™ (symetrické
deformacné vibracie C—CHjs alifatickych skupin, pripadne symetrické valenéné vibracie skupiny

42



VYSLEDKY A DISKUSIA

—~COO") a pri 1 036 cm* (valenéné vibracie C—C vizieb alifatickych retazcov, pripadne C-O vizby
alkoholov a alifatickych esterov).

V oblasti pod 1000 cm™ je potom mozné néjst’ pasy prislichajice mimorovinnym deformaénym
vibraciam aromatickych C-H vizieb, ktorych naznaky je mozné vidiet pri 888, 832 a 763 cm?,
pri¢om pri niz§ich vinoctoch sa nachadzaju vibracie menej substituovanych aromatickych kruhov.
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Obr. 14 Porovnanie FTIR spektier huminovej kyseliny IHSS Leonardite a slepej vzorky

Ako uz bolo nacrtnuté vyssie, v spektre slepej vzorky je jasne viditeI'nych niekol'’ko zmien oproti
spektru Standardu huminovej kyseliny. V nasledujucich riadkoch je dokazané, Ze tieto spektralne
zmeny naznacuju najmé disocidciu velkej ¢asti —COOH skupin huminovych kyslin na karboxylatové
anioény po interakcii huminovej kysliny s rozpustadlom NaOH.

V oblasti spektra 3550 —2 450 cm™ st viditelné iba minimalne zmeny oproti spektru IHSS
Standardu, ato najmi v tvare Sirokych pikov skupin viazanych vodikovymi mostikmi. VSetky
absorpcné maxima sa nachadzaju na priblizne rovnakom mieste ako v spektre Standardu, piky sa
vSak zdaju byt’ oblejsie a uzsie, o by mohlo naznacovat’ mensi pocet vézieb viazanych vodikovymi
mostikmi. Je to prvy zo znakov poukazujicich na disociaciu niekol’kych karboxylovych skupin.

Velkou zmenou v spektre pri niz§ich vlnoctoch je zdanliva absencia piku pri 1704 cm™, teda
vibracii najméd C=0 karboxylovych skupin. Tento pik je pravdepodobne potlaceny velmi vysokou
intenzitou piku pri 1574 cm™, ktory predstavuje prave asymetrické valenéné vibracie anionu —
COO". Nalavo od tohto maxima je vSak mozné vidiet' rameno piku medzi 1 700 —1 640 cm™,
Vv ktorom st pravdepodobne obsiahnuté pasy nachadzajiice sa v tejto oblasti u cCistych IHSS
Standardov, majuce vSak v spektre slepej vzorky ovela niz$iu intenzitu.

Pri 1338 cm™ je mozné n4jst maximum Sirokého piku, ktory je vyvolany hlavne symetrickymi
valenénymi vibraciami —COO™ skupin. Tento pas pravdepodobne ukryva aj druhy pik valen¢nych
asymetrickych vibracii —COO™ skupin medzi 1 412 — 1 390 cm™ [122] predstavujtcich jeho rameno.
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V oblasti pod 1 045 cm™ je potom mozné najst’ piky, ktoré uz boli opisané v spektre Standardu
huminovej kysliny, vd¢Sina z nich sa vsak javi v spektre slepej vzorky intenzivnejSie. Okrem toho je
tu viditel'ny tiez pas pri 1 013 cm™, ktory pravdepodobne patri vibraciam Si-O vizieb anorganickych
komponentov huminovych kyselin. Tento pik sa potom nachadza aj Vv spektrach vsetkych
sledovanych komplexov.

5.1.2 METYLENOVA MODRA

Metylénova modra bola vybrand ako jeden z modelovych zastupcov heterocyklickych aromatickych
zlicenin. Jej infracervené spektrum a Struktiru je mozné vidiet na Obr. 15 akvoli vicsej
prehl'adnosti je priloZzeny aj Obr. 16 zobrazujtci oblast’ spektra v rozmedzi 1 700 — 400 cm™, kde sa
nachddza velké mnozstvo pikov. FTIR spektrum tejto latky bolo interpretované najmé na zaklade
prace [99] ajednotlivé vibracie priradené konkrétnym vinoftom je mozné najst’ tiez v tabulke
Vv prilohach (Priloha 1).
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Obr. 15 FTIR spektrum a Struktura metylénovej modrej

Hoci tato latka nedisponuje ziadnymi O—H skupinami, v oblasti spektra medzi 3 430 — 3 160 cm™? je
viditel'ny Siroky absorpcny pas valenénych vibracii O—H skupin, ktoré st pravdepodobne viazané
s atomami dusika dimetylamino skupiny alebo heterocyklu pri tvorbe hydratov metylénovej modre;.
Vinodget 3 044 cm™ je asociovany s valenénymi vibraciami heterocyklickych C—H vizieb a malé
piky pri 2 927 a 2 887 cm™! potom patria asymetrickym a symetrickym valenénym vibraciam —CHj
skupin. Pri vlno¢toch 2 815 a2 707 cm™ je mozné najst’ piky vyvolané vibraciou N-C vizieb
v skupinach —N—(CHa)2, pri¢om pik pri niz§om vlnocte predstavuje tieto vizby viazané vodikovymi
mostikmi.

V oblasti spektra pod 1 600 cm™ sa nachddza vel’ké mnoZstvo absorpénych pasov, ktoré st najlepsie
viditelné na Obr. 16. Prvym z nich je takmer najintenzivnej§i pik pri 1 593 cm™, ktory prislicha
heterocyklickym valenénym vibraciam C=N a C=C vizieb. Dalsic pasy vyvolané vibraciami
heterocyklického jadra je potom mozné najst’ pri 1486 a 1354 cm?® (C=S*), 1223 a816cm™
(C-C), 1140 cm™ (C-N) a pri 948, 876 a 856 cm™ vibruju dusikové atdomy heterocyklu viazané
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vodikovymi védzbami k OH skupindm. V spektre je obsiahnutych aj mnozstvo pdsov patriacich
réznym vibraciam réoznych C-H vizieb — napriklad pri 1 446, 1 390, 1 251, 1 174 alebo 802 cm™.
Konkrétny typ jednotlivych vibracii je mozné najst’ v prehl'adovej tabul’ke v prilohach (Priloha 1).
Pri vlno¢toch 1065 a 1038 cm™ absorbuju vizby C-S-C akonkrétne ide o ich asymetrické
valencné vibracie.

I ! I
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Obr. 16 FTIR spektrum metylénovej modrej v oblasti 1 700 — 400 cm™*

5.1.3 RHODAMIN 6G

Rhodamin 6G je organické farbivo a bol vybrany ako d’al$i modelovy zastupca aromatickych
organickych iénov. Jeho FTIR spektrum a struktaru je mozné vidiet na Obr. 17 a priblizenie spektra
v oblasti 1 800 — 400 cm™ je zobrazené na Obr. 18. Toto spektrum bolo interpretované na zéklade
prac [123; 124; 125] atabulky vlno¢tov charakteristickych vibracii [46] a vSetky priradené
absorpéné pasy su okrem blizSej analyzy nizSie uvedené aj v prehladovej tabulke v prilohach
(Priloha 2).

V oblasti vysokych vlno&tov je mozné néjst’ Siroky absorpény pas s maximom pri 3 175 cm™ patriaci
valenénym vibracidm N-H vidzby. Tento pas je rozSireny z ddévodu viazania tychto vézieb
vodikovymi mostikmi. Dalej sa tu tiez nachadzajt piky réznych valenénych vibracii C—H vizieb,
ktoré boli popisané uz aj pri predchadzajtcich latkach, ato konkrétne pri 3 020, 2 974, 2 925
a2868cm™.

Pri niz§ich vino¢toch zobrazenych na Obr. 18 je prvym vyznamnym pikom pés pri 1 713 cm™
patriaci valenénym vibraciam C=0 vizby v esterovych vizbach. Dalgie vibracie esterovych vizieb
je potom mozné najst pri 1279, 1243 ¢&i 1 176 cm™L. Taktiez pri 1 023 cm™* absorbuje viizba C-O,
tentokrat vSak ide 0 jednoduchu vézbu nezahriujucu karbonylovy uhlik.

Vel'mi vyrazné s v spektre vibracie kostry aromatického kruhu, teda najmd C=C vizieb, ktoré
absorbuju pri 1604, 1565, 1498 a 1440 cm™. Vibracie aromatickych C-H vizieb sa potom
nachéadzajt pri 1 086 cm™ a pri ostatnych vino&toch pod 1 000 cm™.
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Okrem uz spomenutych absorpénych pasov spektrum Rhodaminu 6G obsahuje este absorpcné pasy
vyvolané valenénymi (pri 1302 cm™) arovinnymi deformaénymi (1 525 cm™) vibraciami C-N
viizby a pik nozni¢kovych deforma¢nych vibracii skupiny NH; je mozné vidiet pri 1 645 cm™,
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Obr. 17 FTIR spektrum a struktira Rhodaminu 6G
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Obr. 18 FTIR spektrum Rhodaminu 6G v oblasti 1 800 — 400 cm™*
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5.1.4 SEPTONEX

Septonex, alebo tiez karbethopendecinium bromid, je povrchovo aktivna latka, konkrétne kvartérna
amoniova zlt¢enina, ktora sa vyuziva ako antiseptikum alebo dezinfekéna latka. V tejto diplomovej
praci bol zvoleny ako zastupca alifatického organického kationu. Obr. 19 zobrazuje celé FTIR
spektrum a strukttru tejto zluceniny a prehl'adova tabul'ka charakteristickych vibracii je prilozena
v prilohach (Priloha 2). Tato kapitola sa venuje interpretacii infraterveného spektra Septonexu, ktora
bola vypracovana s prihliadnutim k pracam [126; 127; 128] a [46].
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Obr. 19 FTIR spektrum a Struktura Septonexu

Prvym pikom viditel'nym v spektire Septonexu je pas pri 3 007 cm™ patriaci asymetrickym
valenénym vibracidm (N—CH3) vézieb. Vedl'a neho sa nachadzaju typické piky alifatickych C-H
vézieb, ktoré boli opisované uz aj v predchadzajucich kapitolach, u Septonexu sa vSak vyznacuju
svojou vel'mi vysokou intenzitou. Konkrétne ide teda o maly pik pri 2 954 cm™ a d’alej spominané
intenzivne piky pri 2 918 a 2 850 cm™.

Dalsie charakteristické znaky infraderveného spektra Septonexu tvori esterova vizba, so silnym
pikom valenénych vibracii C=0 pri 1 733 cm™ a s taktieZ pomerne intenzivnymi pikmi C-O vizby
pri 1247,1189 a 1094 cm (symetrické aj asymetrické valenéné vibracie).

Septonex sa potom vyznafuje aj d’alsimi absorpénymi pésmi, ako napriklad pri 1494 cm™
(deformagné vibracie vizby N—CHs), 1 466 cm™ (nozni¢kové deformaéné vibracie CH, skupiny),
1444 a1409 cm™ (postupne deformacné vibracie C—-CHs; a N-CHs viizieb), pri 1367 cm™ sa
nachadzaju vejarové vibracie CH, a valenéné vibracie vizby C-N je mozné najst’ pri 1020
a917 cm™. Pri vlno¢te 720 cm™! sa potom nachddza absorpény pas kyvadlovych deformaénych
vibracii CH: skupin, ktory je typicky pre uhl'ovodiky s dlhym uhlikovym retazcom.
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5.2 CHARAKTERIZACIA VZNIKU KOMPLEXOV

Pomocou UV-VIS analyzy a potenciometricke;j titracie boli charakterizované rovnovazne parametre
komplexov pripravenych dialyzou roztoku HK proti roztokom jednotlivych organickych polutantov
(i6nov). Medzi stanovované parametre patri napriklad ich zdanliva rovnovazna konstanta pri r6znych
pouzitych koncentraciach organickych ionov, alebo mnoZzstvo naviazanej organickej latky na
jednotku hmotnosti huminovej kyseliny. Vysledky tejto analyzy sG uvedené v Tab. 3, priCom
priemerné hodnoty aj smerodajna odchylka (STD) boli po¢itané vzdy z troch merani.

V pripade UV-VIS analyzy boli zo znamej molarnej koncentracie dialyza¢ného roztoku pred
zaCiatkom dialyzy a nameranej absorbancie vSetkych roztokov metylénovej modrej a Rhodaminu 6G
pred dialyzou aj po jej ukonceni vypocitané koncentracie vol'nej organickej latky v dialyzatnom
roztoku, ateda aj vroztoku huminovej kyseliny vnitri dialyza¢ného C¢rievka, ked’ze bolo
predpokladané dosiahnutie rovnovazneho stavu. Rovnako sa postupovalo aj V pripade
potenciometricke;j titracie roztokov Septonexu, tu vSak bola ziskana priamo koncentracia vol'nych
ionov v roztoku, ktora nemusela byt' prepoclitavana cez namerani absorbanciu. Nasledne bola
vypocitana koncentracia organickej latky naviazanej na HK podl'a vzt'ahu (4) a z tychto hodnét bola
nakoniec ziskana aj zdanliva rovnovazna konstanta Kapp podl’a rovnice (5).

_ ¢ Vi —cyome (V1 +V3)
Cviazané = VZ ’ (4)

kde c1 je znama koncentracia dialyza¢ného roztoku pred za¢iatkom dialyzy, V1 je objem dialyzacného
roztoku a V> je objem roztoku HK v dialyza¢nom ¢rievku.

Cviazané
Kapp = .

5
Cvolné ( )
Zdanliva rovnovazna konStanta teda vyjadruje pomer koncentracie naviazanych a volnych iénov
Vv roztoku huminovych kyselin po dialyze.

Tab. 3 Vypocitané rovnovizne parametre pripravenych komplexov

: Kapp (-) (g OP)/(1 g HK)

komplex experiment priemer STD priemer STD
1. 100,5 26,3 0,2 1,6 -10°3

HK + MB 2. 2,1 1,1 1,0 0,3
3. 2,8 0,4 0,8 46-107?
1. 0,9 0,5 0,1 2,4-1072

HK + R6G 2. 0,8 1,1 0,4 0,6
3. 0,8 72-10° 0,4 2,4-10°°

1. 11,3 50 14 0,1

Se';g:ex 2. 0,8 0,2 5,1 13

3. 1,4 56-1072 4,7 0,1

Zo ziskanych vysledkov je mozné vy¢itat’ niekol'’ko zaujimavych informacii. V prvom rade bolo
dokazané, ze sa na huminové latky naozaj urcité mnozstvo organickych ionov viaze a si tvorené
komplexy. Zaroven je mozné vidiet, ze HK maju vyssiu afinitu k metylénovej modrej ako
k Rhodaminu 6G. U vysledkov treticho experimentu, teda experimentu s prostrednou koncentraciou
najreprodukovatelnejsie. Napriklad ztohto experimentu vyplyva, Ze pri rovnakej pociatocnej
koncentracii zasobnych roztokov MB a R6G, konkrétne 0,125 g/l, sa pri tvorbe komplexov na 1 g
HK naviazalo 0,8 g metylénovej modrej, ale iba 0,4 g rhodaminu. TaktieZ zdanlivé rovnovazne
konstanty st u metylénovej modrej vyssie ako konStanty Septonexu a najmé R6G a zaroven st vyssie
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ako 1, ¢o poukazuje na fakt, Ze je vo findlnom roztoku viac latky naviazanej ako volnej. Velky
rozdiel medzi hodnotou rovnovaznej konstanty pri jednotlivych koncentraciach u MB znaci, Ze na
zaciatku reakcie su pravdepodobne vyuzité najdostupnejSie vdzobné miesta a teda po naviazani
ur¢itého poctu molekul sa uz MB nedokaze na HK viazat’ tak jednoducho, ako na zaciatku reakcie.

Tiez u komplexu so Septonexom je mozné vidiet’ pomerne vysoké zdanlivé rovnovazne konstanty
(najmad v pripade prvého a treticho experimentu), ktoré tiez klesajt so stupajiicou koncentraciou. Pri
prostrednej koncentracii Septonexu (1 g/l) je na jeden gram huminovej kyseliny naviazanych az 4,7 ¢
Septonexu, no pri koncentracii 2 g/l uz je to iba o 0,4 g viac, a teda 5,1 g Septonexu na gram HK.

Analyza prevedend v tejto kapitole bola vyuzitd pre stru¢nu charakterizaciu tvorby komplexov
anajméd pre overenie potencialu odhalenia interakcii vo vytvorenych komplexoch, ktory bol
potvrdeny. Je mozné zhodnotit, Ze interakcie by mali byt urite pozorovateIné u komplexov
s metylénovou modrou a so Septonexom, zatial’ ¢o u komplexov s Rhodaminom 6G by mohli byt
pozorovatelné len do mensej miery, pretoze sa vo vzorkach nachadza viac nenaviazanych ako
viazanych iénov rhodaminu. TieZ z tychto merani vyplyva, ze pre podrobnejSiu analyzu by mali byt’
najvhodnej$ie vzorky so strednou koncentraciou pripravené v tretom experimente, pretoze
predstavuju vhodny balans medzi mnozstvom naviazanej a volnej latky vo vzorke. Pre ziskanie
Statisticky vyznamnych vysledkov by vSak bolo potrebné experimenty previest vo viacerych
opakovaniach a taktiez optimalizovat’ postup dialyzy a overit’, ¢i bola v jednotlivych systémoch
naozaj dosiahnuta rovnovaha.

5.3 POROVNANIE EXPERIMENTOV A VYBER VHODNYCH KONCENTRACII
KOMPLEXOV

Z cistych latok, ktorych infracervené spektra boli interpretované v predchadzajucej kapitole, boli
vytvorené komplexy vzdy s tromi réznymi koncentraciami nizkomolekularneho organického ionu.
Napriek tomu, ze okrem rozdielnej navazky bol pri kazdom experimente zachovany rovnaky postup,
jednotlivé ziskané spektra sa naprie¢ experimentami lisia, a to v znakoch, ktoré nie su typické iba
pre zvysujucu sa koncentraciu.

Tato nezhoda medzi jednotlivymi spektrami je najlepSie pozorovatel'na na spektrach slepej vzorky,
ktoré boli pripravené rovnakym spdsobom pri priprave kazdého experimentu, a teda bolo ziskanych
9 vzoriek pripravenych podla rovnakého postupu v troch réznych dioch. Kazda vzorka bola
pomocou FTIR spektroskopie premerana 5x a nasledne bolo z kazdého experimentu (teda vzdy z 15
vzoriek) vypocitané priemerné spektrum. Tieto priemerné spektra je mozné vidiet na Obr. 20 a je na
prvy pohl'ad zrejmé, Ze sa medzi sebou liSia.
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Obr. 20 FTIR spektra slepych vzoriek ziskanych v ramci jednotlivych experimentov

Najvicsi rozdiel je medzi spektrom ziskanom v tretom experimente a zvy$nymi dvomi vzorkami.
Napriek tomu bolo zhodnotené, ze prave spektrum ziskané v 3. experimente je pre nasledujiuce
analyzy najvhodnejSie. U spektier ziskanych v prvych dvoch experimentoch je ich zvlastnym
znakom trojica oblikov v irokom absorp&nom pase pri 3 500 — 3 100 cm ™2, pri¢om podobny trend
bol sledovany aj u spektier vSetkych komplexov. Je to znakom proteinovych Struktuar, ktoré sa bud’
z nejakého doévodu odkryvaji zo supramolekulovej Struktary huminovych latok, alebo st sposobené
ur¢itou mikrobialnou kontaminaciou. TaktieZ je v spektre slepej vzorky 3. experimentu pozorovana
absencia piku pri 1 638 cm™, ¢o je ale podobne ako vzhl'ad spominaného $irokého absorpéného pasu
nad 3000 cm™? v stlade s vysledkami ziskanymi uz v bakalarskej praci [1], kde bola vzorka
pripravovana rovnakym sposobom. S najvd¢Sou pravdepodobnostou teda ide o mikrobialnu
kontaminaciu a v budicnosti by jej bolo mozné zamedzit’ napriklad pridavkom azidu sodného
K pripravovanym vzorkam. Pre vyliéenie vplyvu spdsobu pripravy vzorky na pozorované spektra
boli premerané tiez FTIR spektra pouzivanej dialyza¢nej membrany a buniciny, ktora bola pouzivana
na prekrytie vzorky pocas lyofilizacie. Tieto spektra st priloZzené v prilohach (Priloha 3) a je mozné
Z nich vycitat, Ze na vznik vyssie popisovanych §truktir vplyv pouzité materialy nemali.

Ako uz bolo spomenuté, podobné znaky boli sledované aj u vzoriek komplexov aje to jeden
z dovodov, pre¢o bola za najvhodnejSiu koncentraciu pre podrobnejSiu interpretaciu zvolena
prostredna koncentracia a teda vzorky pripravené v tretom experimente. V nasledujucich obrazkoch
st porovnané komplexy pripravené v ramci jednotlivych experimentov, pri¢om u vsetkych je mozné
pozorovat, Ze pri najmensej koncentracii si v spektre absorpéné pasy patriace nizkomolekularne;j
organickej latke len vel'mi malo rozoznateI'né. Prave preto bola po prvom experimente koncentracia
zdvihnuta 10x aco sa tyka samotnych FTIR spektier, experimenty s najvyS$Sou a strednou
koncentraciou dali okrem uz popisovanych problémov vel'mi porovnatel'né vysledky.

Aj samotna PCA analyza rozobrana v nasledujucich kapitolach potvrdila, Ze interpretacia vysledkov
je najlepsie aplikovatel’'na na spektra komplexov so strednou koncentraciou organického i6nu. V tejto
kapitole su pre prehl'adnost’ uvedené iba spektra komplexov pripravenych dialyzou proti destilovane;j
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vode, pricom obdobné grafy pre komplexy dialyzované proti organickym idénom su uvedené
Vv prilohach (Priloha 4 — Priloha 6).

absorbancia (-)

komplex HK MB 3. experiment (konc. 0,125 g/1)
komplex HK MB 2. experiment (konc. 0,25 g/1)
komplex HK MB 1. experiment (konc. 0,025 g/1)
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Obr. 21 Porovnanie FTIR spektier komplexov HK a MB pripravenych dialyzou proti vode s

absorbancia (-)

roznymi koncentrdaciami organického ionu

komplex HK R6G 3. experiment (konc. 0,125 g/l)
komplex HK R6G 2. experiment (konc. 0,25 g/l)
komplex HK R6G 1. experiment (konc. 0,025 g/1)
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Obr. 22 Porovnanie FTIR spektier komplexov HK a R6G pripravenych dialyzou proti vode s

roznymi koncentraciami organického ionu
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Obr. 23 Porovnanie FTIR spektier komplexov HK a Septonexu pripravenych dialyzou proti vode S
roznymi koncentraciami organického ionu
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5.4 PCA POROVNANIE KOMPLEXOV A SLEPEJ VZORKY

Hlavnou napliiou experimentalnej Cinnosti tejto diplomovej prace bolo prevedenie analyzy hlavnych
komponentov na ziskanych spektrach. PCA bola teda aplikovana na vSetky spektra, pricom vzdy boli
porovnavané vhodné dvojice latok. Tato kapitola, z ktorej je mozné vyvodit najzaujimavejsie zavery,
sa zaobera porovnavanim vzdy jednotlivého komplexu HK a organickej latky pripraveného dialyzou
proti destilovanej vode so slepou vzorkou (samotnou HK po podstupeni rovnakého postupu pripravy
ako komplexy). Ako uz bolo opisané v predchadzajucej kapitole, ziskané data v ramci jednotlivych
prevedenych experimentov sa z réznych dévodov mierne liSia, preto s analyzované najma vysledky
experimentu so strednou koncentraciou organickych latok — teda 0,125 g/l u MB a R6G a1 g/l
u Septonexu. Vysledky pre ostatné koncentracie su uvedené v prilohach (Priloha 7 — Priloha 16).

Spektra jednotlivych Eistych latok uz boli interpretované v kapitole 5.1 a preto je tato kapitola
zamerana vyhradne na interpretaciu vysledkov PCA analyzy a jej vyuzZitie pre sledovanie interakcii
v komplexnych zluceninach. Pre va¢siu prehl'adnost’ bola PCA v tejto kapitole prevedena v dvoch
roznych Castiach spektra, v rozsahu 600 — 1 800 cm™ a 2 200 — 3 600 cm™,

5.4.1 KOMPLEX HK S METYLENOVOU MODROU
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Obr. 24 FTIR spektra slepej vzorky, komplexu HK s MB (konc. 0,125 g/l) a cistej metylénovej modrej

Porovnanie celych spektier komplexu, slepej vzorky aj ¢istej metylénovej modrej je zobrazené na
Obr. 24. Na Obr. 25 je potom mozné vidiet, ze v oboch oblastiach sa po PCA analyze spektra slepej
vzorky a komplexu rozdel'ujii hlavne na zéklade hodnoty PC1 komponentu. V oblasti vysokého
vino¢tu boli pomocou PCA analyzy odhalené prispevky MB, ktoré v FTIR spektre nie st na prvy
pohlad viditeI'né. V tejto oblasti sa nachadzaji vel'mi Siroké prekryvajuce sa absorpcné pasy kvoli
vodikom mostikom a je obtiaZne rozliSit’ jednotlivé absorpéné maxima. V pozitivnom loadingu PCA
komponentu 1 na Obr. 26 je vSak mozné vidiet piky pri 2 713, 2812, 3052, 3211 a3371cm™
pochadzajuce z metylénovej modrej. Taktiez je mozné si vSimnut klesajlici Siroky pas medzi
2 400 — 2 600 cm™%, ktorého maximum bolo v spektre ¢istej huminovej kyseliny pri 2 600 cm™ a
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bolo priradené kombina¢nym a overténovym pasom O—H vizby v —COOH skupine, ktora je viazana
vodikovymi mostikmi.

A) B)
2,0 ] 10, + slepé vzorka
+ slepa vzorka x komplex HK_MB
1,5 x komplex HK_MB 3 -
1,0 6
0,54 4
& 00 & o
o) Ay +
‘ + +
g 20,5 < 0 HF
e c ¥+
O 104 o 2 #
A -4
-1,5 4 -4
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2,5 T T T T T T T 1 -8 —— T T T T T
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Obr. 25 Grafy zobrazujice skére komponentov PC1 a PC2 FTIR spektier slepej vzorky a komplexu
HK s MB s konc. 0,125 g/l. A) Analyzované spektra v rozsahu 2 300 — 3 600 cm™*. B) Analyzované
spektra v rozsahu 600 — 1 800 cm ™™,

Z analyzy spektra v oblasti 600 —1800cm™ je mozné vycitat niekolko zaujimavych veci.
Naviazanie MB na HK je spojené so silnym narastom signalu pri 883, 1 135, 1 326, 1 385, 1 486
a1595cm™ (pozitivny loading PC1 na Obr. 27). Piky pri 883 a 1385 cm™ su pravdepodobne
vyvolané vibraciami roznych typov C-H vizieb, pricom pre vinocet pod 1 000 cm™ sa typické
mimorovinné deformaéné vibréacie aromatickych C—H viizieb. K vIno¢tu pri 883 cm™ by tiez mohla
prispievat’ aj vibracia dusikového atomu heterocyklu zapojena vo vodikovych vidzbach s OH
skupinami [99]. Zvys$né absorpéné pasy pravdepodobne patria vibraciam roznych vizieb
Vv heterocyklickej Struktire metylénovej modrej, pri 1 135 cm™ konkrétne vibraciam C—-N a C-S-C
vizieb, pri 1 326 a 1 486 cm™* vibraciam C—N a C=S" viizieb a pri 1 595 cm™ vibraciam C=N a C=C
vézieb v heterocykle. Prave fakt, Ze vécSina odhalenych absorpénych pasov patri vibraciam
heterocyklu poukazuje na zapojenie heterocyklickej Struktury v interakcii s huminovou kyselinou
a predpokladanym mechanizmom by teda mohli byt n—m interakcie.

Zaroven je tiez mozné vidiet’ vyrazny pokles signalu niekol’kych absorpénych pésov slepej vzorky,
najmi teda Vv okoli 684, 833, 1262 a 1668 cm™. Prvé dva spomenuté piky mdzu byt priradené
aromatickym C—H viizbam a pés pri 1 668 cm™* pravdepodobne patri vibraciam C=0 vizby amidov
alebo chinénov.
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Obr. 26 Loadingy komponentov 1 a 2 v oblasti spektra 2 300 — 3 600 cm™* (PCA analyza na

Obr. 25A)
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Obr. 27 Loadingy komponentov 1 a 2 v oblasti spektra 600 — 1 800 cm™* (PCA analyza na

Obr. 25B)

Okrem podrobnej analyzy loadingov pre komplex s koncentraciou 0,125 g/l uvedenej vyssie bola
PCA analyza prevedena aj pre ostatné koncentracie. Bolo zistené, Ze v pripade najnizsej
koncentracie, konkrétne 0,025 g/l, nebolo mozné previest PCA so smerodajnymi vysledkami
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Vv ziadnej Casti spektra, pretoze spektra komplexu aj slepej vzorky boli natol’ko podobné, Ze sa skore
jednotlivych komponentov oboch vzoriek takmer uplne prekryvali. Grafy zobrazujuce skore
komponentov pre obe zvys$né koncentracie st uvedené v prilohach, pricom u koncentracie 0,25 g/l
st uvedené aj loadingy PC1 a PC2 (Priloha 7 — 9). V Tab. 4 s potom porovnané vysledky PCA
analyzy réznych koncentracii komplexov, pricom bola sledovand najmé poloha jednotlivych
absorpénych péasov. Na zaklade tychto vysledkov je mozné skonstatovat’, ze u vacSiny pasov sa ich
poloha s meniacou sa koncentraciou aktivnej latky nemeni konzistentne, no zaujimavé st posuny
napriklad u pasov pri 877 cm™ a 1595 cm™, kde sa posun zvySuje so stapajiicou koncentraciou.
Najmi u piku pri 877 cm™ je posun uz pomerne vyznamny, konkrétne u koncentracie 0,125 g/l bol
pozorovany posun o 6 cm ™! oproti Cistej metylénovej modrej a U koncentracie 0,25 g/l az o 8 cm ™.

Tab. 4 Prehlad poloh zaujimavych absorpcnych pasov komplexu HK s MB ziskanych PCA analyzou
a ich posun oproti polohe v povodnom spektre Cistej latky

povod cme = 0,125 gl cme = 0,25 g/l
poloha (cm™)  latka | poloha(cm™)  posun (cm™) | poloha(cm™)  posun (cm™)
877 MB 883 +6 885 +8
1141 MB 1135 -6 1137 -4
1392 MB 1385 -7 1396 +4
1488 MB 1486 -2 1488 0
1593 MB 1595 +2 1598 +5

5.4.2 KOMPLEX HK S RHODAMINOM 6G
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Obr. 28 FTIR spektra slepej vzorky, komplexu HK s R6G (konc. 0,125 g/l) a ¢istého Rhodaminu 6G

Porovnanie celych spektier komplexu HK s Rhodaminom 6G, slepej vzorky aj ¢istého rhodaminu je
mozné vidiet na Obr. 28. V oboch analyzovanych rozsahoch spektra st jednotlivé komplexy
rozdelené na zaklade skore PCA komponentu 1, no vo vysokych vinoctoch patria komplexu kladné
hodnoty skore a Vv nizkych vinoétoch naopak zaporné skére (Obr. 29). Analyza PCA v rozsahu
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spektra 2 200 — 3 600 cm™ déva podobné vysledky ako u komplexu s MB. Je viditelny klesajtci
signal vo vInoéte 2 400 —2 600 cm™* (negativny loading na Obr. 30) a Vv pozitivnom loadingu je
mozné najst’ piky zodpovedajuce spektru rhodaminu, ktoré st v FTIR spektre horSie rozoznatelné.
Konkrétne sa jedna teda o piky pri 2 872, 2 975, 3 026, 3220 cm™.

A)20; B) ,
+ slepd vzorka 4] + slepa vzorka
151 » komplex HK_R6G « komplex HK_R6G
1,0
2
0,5
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Obr. 29 Grafy zobrazujice skére komponentov PC1 a PC2 FTIR spektier slepej vzorky a komplexu
HK s R6G s konc. 0,125 g/l. A) Analyzované spektrd v rozsahu 2 300 — 3 600 cm™*. B) Analyzované
spektra v rozsahu 600 — 1 800 cm ™™,
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Obr. 30 Loadingy komponentov 1 a 2 v oblasti spektra 2 300 — 3 600 cm™* (PCA analyza na
Obr. 29A)
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V loadingu PC1 komponentu v rozsahu 600 — 1800 cm™ je viditel'nych mnoho absorpénych péasov.
Po interakcii HK s R6G vyrazne klesa signal slepej vzorky pri 832, 1 332 a1 375 cm™ (pozitivny
loading na Obr. 31). Pik pri 832 cm™* patri aromatickym C-H vizbam HK, pricom pdovod zvysnych
spomenutych absorpénych pasov je pomerne tazké identifikovat’, ked’ze v spektre slepej vzorky je
vrozmedzi 1250-1450cm™ len jeden Siroky pas pravdepodobne ukryvaju niekol'ko
prekryvajacich sa pikov. Jeho maximum je vSak v pdvodnom FTIR spektre slepej vzorky mozné
najst’ pri 1 338 cm™ a tento vlnodet zodpoveda symetrickym valenénym vibraciam —~COO™ skupiny.

Naopak je mozné v PC1 loadingu vidiet, Ze po interakcii HK s R6G rastie signal prislichajici
typickym vibraciam rhodaminu. Najvyraznejsi pik je mozné najst pri 1 498 cm™2, ktory patri C=C
vibraciam kostry aromatického kruhu. Dalsie piky sa potom nachadzaja pri 738 a 1079 cm™,
patriace tentokrat deformaénym vibraciam C—H vézieb aromatického kruhu a pri 1128, 1182
a1240 cm™, ¢o by mohli byt rdzne typy vibracii jednoduchych vizieb esterovej skupiny. TieZ je
mozné si v§imnat piky pri 1524 a 1 604 cm™, ktoré by mohli byt’ priradené postupne rovinnym
deformac¢nym vibraciam C-N vizby a znovu C=C vibraciam kostry aromatického kruhu. Z tychto
vysledkov by znovu mohlo vyplyvat, Ze kedZe piky s najvda¢Sou intenzitou patria prave
heterocyklickym vibraciam, heterocyklus sa pravdepodobne podiela na interakcii farbiva
s huminovou kyselinou.
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Obr. 31 Loadingy komponentov 1 a 2 v oblasti spektra 600 — 1 800 cm ™ (PCA4 analyza na
Obr. 29B)

Podobne ako u komplexu s metylénovou modrou, aj v pripade rhodaminu sa pri PCA analyze
komplexov s najnizSou koncentraciou (0,025 g/l) skore komponentov slepej vzorky aj vzorky
komplexu takmer tplne prekryvali, a teda nebolo mozné ziskat' smerodajné vysledky. Porovnanie
poloh absorpénych pasov v loadingoch pri analyze komplexov so strednou a najvysSou
koncentraciou oproti poloham tychto pasov v Cistych zlozkach je uvedené v Tab. 5. Znovu je mozné
vidiet,, Ze posuny neboli naprie¢ koncentraciami prili§ konzistentné, a teda na zaklade tejto analyzy
nie je mozné vyvodit jednoznané zavery. Pomerne vyznamny posun je vidiet' len u pasu pri
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1175cm™, ktory sa v komplexe s koncentraciou 0,125 g/l posunul o7 cm™ apri koncentracii
0,259/l 08cm™. Tento pas bol priradeny symetrickym valenénym vibraciam C-O-C vézieb
V esterovej skupine. Velmi vyrazny posun pasu pri 3 182 cm™ (valenéné vibracie N-H viizieb
rhodaminu) pravdepodobne vznikol kombinéciou tohto pasu so Sirokym pasom valen¢nych O-H
vibracii huminovych kyselin. Grafy zobrazujice skére komponentov PC1 a PC2 po prevedeni
celospektralnej PCA analyzy pre ostatné koncentracie je mozné ndjst’ v prilohéch, taktiez spolu
s loadingami komponentov PC1 aj PC2 u koncentracie 0,025 g/l (Priloha 10 — 12).

Tab. 5 Prehl'ad poloh zaujimavych absorpcnych pasov komplexu HK's R6G ziskanych PCA analyzou
a ich posun oproti polohe v povodnom spektre Cistej latky

povod crec = 0,125 g/l crec = 0,25 g/l
poloha (cm™)  latka | poloha(cm™)  posun (cm™) | poloha(cm™)  posun (cm™)
1087 R6G 1083 -4 1088 +1
1123 R6G 1128 +5 1127 +4
1175 R6G 1182 +7 1183 +8
1245 R6G 1240 -5 1241 -4
1498 R6G 1498 0 1497 -1
1 605 R6G 1604 -1 1605 0
2 868 R6G 2 869 +1 2873 +5
2975 R6G 2975 0 2977 +2
3025 R6G 3 026 +1 3024 -1
3182 R6G 3215 +33 3216 +34

5.4.3 KOMPLEX HK SO SEPTONEXOM
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Obr. 32 FTIR spektra slepej vzorky, komplexu HK so Septonexom (konc. 1 g/l) a cistého Septonexu

V tejto kapitole je diskutovana PCA analyza komplexu HK so Septonexom a slepej vzorky, pricom
porovnanie celych FTIR spektier tychto latok a tiez aj ¢istého Septonexu je mozné najst’ na Obr. 32.
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V oboch analyzovanych rozsahoch vinoctov sa vzorky komplexu a slepej vzorky od seba odlisSuju na
zaklade komponentu PC1, pricom v oboch pripadoch komplex zaujima pozitivne skére (Obr. 33).
V rozsahu 2 300 — 3 600 cm™ je sledovany rovnaky trend ako v predchadzajtcich komplexoch, teda
je sledovany zvySeny signal pochadzajuci z nizkomolekuldrnej organickej latky. V pripade
Septonexu sa Vv tejto oblasti nachadzaji velmi vyrazné pasy alifatickych C-H vizieb, ktoré su
viditeI'né aj v spektre loadingu s vysokou intenzitou (Obr. 34). Naopak je tu sledovany mierny pokles
signalu slepej vzorky medzi 33003000 a2650-2400cm™, pricom intenzivny signal
alifatickych skupin Septonexu pravdepodobne mierne prebija absorpciu valenénych O—H vibracii
huminovych kyselin. Tieto pasy Septonexu vSak nie su oproti ich polohe v ¢istej latke nijak posunuté,
takze podl'a vSetkého s nimi stivisiace vézby nie st zapojené v interakcii.
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Obr. 33 Grafy zobrazujuce skére komponentov PC1 a PC2 FTIR spektier slepej vzorky a komplexu
HK so Septonexom s konc. 1 g/l. A) Analyzované spektra v rozsahu 2 300 — 3 600 cm ™.
B) Analyzované spektra v rozsahu 600 — 1 800 cm ™™,

Najvyssi signal v rozsahu vinoétov 1 800 — 600 cm™ (pozitivny loading PC1 na Obr. 35) vykazujt
piky pri 1410 al1l574cm™, ktoré celkom jednoznalne prislichaji asymetrickym valenénym
vibraciam —COO~ skupin. Oproti doposial’ pozorovanym trendom tento fakt predstavuje zmenu,
pretoze tieto piky maja urcite povod v spektre slepej vzorky. V predchadzajucich komplexoch bol
v prislusnych loadingoch pozorovany rastici signal vzdy iba nizkomolekularnej organicke;j latky.

TaktieZ je mozné v tejto oblasti najst’ piky s pomerne nizkou intenzitou pri 722, 923 a1 011 cm™
(zvySeny signal Septonexu v pozitivnom loadingu PC1) a tieZ sa tu nachadzaji absorpéné pasy pri
1191 a 1737 cm™ patriace vibraciam esterovej skupiny. V negativnom loadingu je naopak mozné
pozorovat’ zniZenie signalu slepej vzorky pri 833 cm™ (aromatické mimorovinné vibracie C—H)
a v oblasti 1290 — 1307 cm™, v ktorej vSak v spektre ¢istej IHSS huminovej kyseliny alebo slepej
vzorky nebol pozorovany Zziadny vyznamny absorpény pas. Na rozdiel od predchadzajucich
aromatickych komplexov, vysledky rozobrané v tejto kapitole poukazuju na elektrostaticky
mechanizmus interakcie medzi huminovymi kyselinami a Septonexom zahriiujuci karboxylové
alebo karboxylatové skupiny.

Tab. 6 potom zobrazuje prehl'ad poloh jednotlivych absorpénych pasov v loadingoch komplexov pri
réznych koncentraciach, priCom v tomto pripade bolo v urcitych Castiach spektra mozné previest’

cvv e

v
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v prilohach (Priloha 13 — 16). Vysledky uvedené v Tab. 6 znovu poukazuju, ze v spektrach
komplexov nie su ziadne vyznamné posuny, avSak extrémne vyrazny posun sa prejavuje
u absorp¢énych pasov karboxylatovych ionov u komplexu s koncentraciou Septonexu 2 g/l. Tieto
pasy st posunuté az o 46 — 56 cm ™! a dovodom moze byt’ vicsie mnozstvo disociovanych ~COO~
skupin v Struktire slepej vzorky a teda aj nasledného komplexu.

v I
0,10 load@ng PC1
loading PC2

loading komponentu (-)

I I I I I I
3400 3200 3000 2800 2600 2400
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Obr. 34 Loadingy komponentov 1 a 2 v oblasti spektra 2 300 — 3 600 cm™* (PCA na Obr. 33A)
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Obr. 35 Loadingy komponentov 1 a 2 v oblasti spektra 600 — 1 800 cm™* (PCA na Obr. 33B)
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Tab. 6 Prehlad poloh zaujimavych absorpcnych pasov komplexu HK so Septonexom ziskanych PCA
analyzou a ich posun oproti polohe v povodnom spektre Cistej latky

povod Csept = 0,2 g/l Csept = 1 0/I Csept = 2 ¢/l

poloha latka poloha posun poloha posun poloha posun
(cm™) (cm™) (cm™) (cm™) (cm™?) (cm™?) (cm™)

722 Sept - - 721 -1 720 -2
1189 Sept 1194 +5 1191 +2 1189 0
1410 HK 1 406 -4 1410 0 1 466 +56
1574 HK 1569 -5 1574 0 1620 +46
1733 Sept 1739 +6 1737 +4 1736 +3
2 850 Sept 2 850 0 2 850 0 2 850 0
2920 Sept 2920 0 2920 0 2920 0
3006 Sept 3006 0 3006 0 3 006 0

5.5 PCA POROVNANIE KOMPLEXOV PRIPRAVENYCH ROZNYMI SPOSOBMI
DIALYZY

V tejto kapitole boli pomocou celospektralnej PCA analyzy porovndvané komplexy pripravené
dvomi spdsobmi dialyzy — zmes huminovej kyseliny a organickej latky dialyzovana proti
destilovanej vode a ¢isty roztok HK dialyzovany proti roztoku organickej latky. Oba spOsoby
pripravy komplexu boli porovnavané zaroven aj so setom spektier patriacich slepej vzorke.
V nasledujucich odstavcoch st interpretované vysledky najmd pre experiment so strednymi
koncentraciami organickych iénov, konkrétne koncentracie 0,125 g/l pre MB a R6G a1 g/l pre
SeptoneX, z dovodov blizsie opisanych uz v kapitole 5.3. Okrem toho, pri tejto koncentracii tvorili
jednotlivé porovnavané skupiny v PCA grafoch zobrazujucich skére komponentov PC1 a PC2 vzdy
samostatné zhluky a bolo mozné porovnat’ medzi sebou vsetky skupiny.

Vysledky PCA pre ostatné koncentracie si potom uvedené v prilohach (Priloha 17 — Priloha 24) a je
mozné si vnich v§imnut, ze pri suCasnom porovnavani slepej vzorky advoch komplexov
dialyzovanych réznymi spdsobmi sa jednotlivé oblasti v grafoch zobrazujucich skére PCA
komponentov takmer Uplne prekryvali.

55.1 HK A METYLENOVA MODRA

V grafe zobrazujucom skére PCA komponentov 1 a 2 na Obr. 36 je mozné vidiet’, ze komplexy HK
S MB pripravené roznymi sposobmi dialyzy sa od seba odliSuju hlavne na zaklade komponentu PC1,
zatial’ o oba tieto komplexy sa lisia od slepej vzorky v hodnotach komponentu PC2. Je teda mozné
najst’ jednoznacné rozdiely v spektrach dvoch komplexov, ale taktiez st tieto komplexy velmi
odlisné od slepej vzorky. Ktorymi vlastnostami sa od seba liSia potom prezradzaji loadingy
jednotlivych komponentov.

Z loadingu PC1 na Obr. 37 je mozné vycitat’ rozdiely medzi rozlicne pripravenymi komplexmi.
V pozitivnom loadingu st viditelné spektralne znaky prevladajice u spektier komplexu
dialyzovaného proti destilovanej vode. V podstate sa tu nachadzaju vSetky absorpéné pasy typické
pre metylénovii modru a je mozné vidiet’, Ze v komplexe pripravenom touto dialyzou je jednoznacne
vyS$§i prispevok organickej latky. Je mozné tu néjst’ Siroky pik pri 3 500 — 2 800 cm™* s maximami
pri 3211 a2921 cm™? (postupne O-H viizby viazané vodikovymi mostikmi a valenéné vibracie
—CHjs skupin). Jednoznaéne najvyraznejsi signal vykazuju pasy pri 1 385 a 1 328 cm™2, pri¢om prvy
patri deformacnym vibraciam C-H vizby —CHs skupiny adruhy valenénym vibraciam C-N
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v skupine N—CHs. Dalsie piky prisluchajuce heterocyklickym vézbam s pomerne silnym signalom
st pri 1595,1132 a 1487 cm L. Pri vlno¢te 1 241 cm™ je potom mozné najst’ d’alSie pasy patriace
deformaénym vibracidm C-H vizieb a pozitivny signal je mozné najst’ aj pri vinocte 867 cm™,
Jediné piky v negativnom loadingu, aj to vykazujuce minimalny signal, je mozné vidiet' pri 976

a 922 cm. Tieto absorp&né pasy maju pravdepodobne pdvod Vv spektre slepej vzorky.
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Obr. 36 Graf zobrazujuci skore komponentov PC1 a PC2 FTIR spektier slepej vzorky a komplexov
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Obr. 37 Loadingy komponentov PC1 a PC2 (PCA analyza na Obr. 36)

63



VYSLEDKY A DISKUSIA

V loadingu komponentu PC2 je naopak mozné najst’ rozdiely medzi komplexami a slepou vzorkou.
Klesajuci signal slepej vzorky v negativnom loadingu dobre suhlasi s trendom pozorovanym
v predchadzajuce;j kapitole. Po interakcii HK a metylénovej modrej teda klesa signal pasov pri 1 662,
1362, 1 267, 832 a 694 cm ™. St to vibracie najmé aromatickych C—H vizieb, pik pri 1 362 cm™ by
mohol patrit symetrickym valenénym vibraciam —COO~ skupiny apri 1662 cm™* zas C=0
skupindm amidovych alebo chinénovych Struktir. Na druhej strane, v pozitivnom loadingu PC2 sa
nachddzaju skupiny vyznamné pre komplex HK a MB ataktiez st vysledky tejto analyzy
porovnatel'né s vysledkami spominanymi v prechadzajticej kapitole. Znovu je mozné najst’ tu vel'mi
intenzivny pik pri 883 cm™ patriaci mimorovinnym deformaénym vibracidm aromatickych C—H
vizieb alebo vibraciam heterocyklického dusikového atomu viazaného vo vodikovych mostikoch
a tieZ iné pasy prislichajuce roznym typom C—H vibracii, napriklad pri 1 432 cm™. Absorp&né pasy
patriace heterocyklickym vibraciam maju tieZ pomerne silnu intenzitu a s vyrazné hlavne pri 1 595,
al484al1132cm™

5.5.2 HK A RHODAMIN 6G

Pri sti¢asnej PCA analyze oboch komplexov HK s Rhodaminom 6G a slepej vzorky uz neboli ziskané
jednoznacne citate'né vysledky ako u komplexov s metylénovou modrou. V grafe hodn6t hlavnych
komponentov PC1 a PC2 st sice zretel'ne oddelené jednotlivé komplexy, ale na zaklade komponentu
PC1, ktory predstavuje 62,7 % variability, sa od seba najviac odliSuji komplex HK s R6G pripraveny
dialyzou HK proti roztoku rhodaminu a slepa vzorka (komplex pripraveny dialyzou proti vode sa
nachadza presne v strede pri nulovych hodnotach PC1). Cely graf na Obr. 38 spolu s loadingami na
Obr. 39 nam naznacuju, Ze nie je mozné vyhodnotit, Ze by bola vécsia podobnost’ medzi jednotlivymi
komplexmi ako medzi niektorym z komplexov a slepou vzorkou, pretoze na zaklade komponentu
PC2 sa odliSuje prave komplex HK s R6G dialyzovany proti destilovanej vode od ostatnych dvoch
vzoriek. Tieto vysledky nie s v sulade s vysledkami pozorovanymi pri ostatnych komplexoch a su
vel'mi naro¢né na interpretaciu, a preto bola prevedena taktiez analyza hlavnych komponentov
samotnych komplexov, pre odhalenie najvyraznejSich rozdielov medzi nimi (Obr. 40).
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Obr. 38 Graf zobrazujuci skore komponentov PC1 a PC2 FTIR spektier slepej vzorky a komplexov
HK s R6G s konc. 0,125 g/l pripravenych réznymi sposobmi dialyzy
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Obr. 39 Loadingy komponentov PC1 a PC2 sucasnej analyzy oboch komplexov a slepej vzorky
(PCA analyza na Obr. 38)
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Obr. 40 Graf zobrazujici skére komponentov PC1 a PC2 FTIR spektier komplexov HK a R6G
s konc. 0,125 g/l pripravenych réznymi spésobmi dialyzy

Na Obr. 40 je mozné vidiet, Ze jednotlivé komplexy sa od seba odlisuji v hodnotach komponentu
PCL. Z loadingu tohto komponentu na Obr. 41 je mozné vy¢itat’ podobné vysledky ako u komplexu
HK s MB, ateda Zze v komplexe pripravenom dialyzou proti vode jednoznacne prevlada prispevok
organického i6nu, konkrétne ide najmi o vibracie aromatickych vizieb pri 1 607, 1 496 a 734 cm™*
a vizieb v esterovej skupine pri 1 240 — 1 260, 1 185a 1 129 cm ™. V negativnom loadingu je mozné
vidiet’ najma skupiny slepej vzorky, alebo skupiny typické pre huminové kyseliny, ako napriklad
rozne vibracie —-COO™ skupiny pri 1 573, 1 409 a 1 333 cm™?, vibrécie alifatickych C—C viizieb alebo
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C-O viizieb alkoholov pri 1041 cm™ avoblasti pod 1000cm™ pasy typické pre deformaéné
mimorovinné vibracie C—H vazieb.
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Obr. 41 Loadingy komponentov PC1 a PC2 PCA analyzy komplexov pripravenych réznou dialyzou
(PCA analyza na Obr. 40)

5.5.3 HK A SEPTONEX

Vysledky sucasnej PCA analyzy komplexov huminovej kyseliny so Septonexom pripravenych
roznymi spésobmi a slepej vzorky vykazuji podobny trend ako u komplexu HK s metylénovou
modrou — komplexy maji podobné hodnoty komponentu PC1, v ktorych sa liia od slepej vzorky.
Naopak na zaklade komponentu PC2 sa rozdel'uju prave jednotlivé komplexy a slepa vzorka sa tu
nachadza v okoli nulovych hodnot. Graf zobrazujuci skére komponentov PC1 a PC2 je mozné vidiet
na Obr. 42.

Obr. 43 potom zobrazuje loading komponentu PC1, v ktorom je mozné najst’ spektralne rozdiely
medzi komplexmi a slepou vzorkou. V negativnom loadingu st premietnuté pasy patriace Septonexu
(najmé piky esterovej skupiny pri 1737 a1190cm™ asymetrické a asymetrické vibracie CHp
skupin prejavujuce sa pri 2 919 a 2 851 cm™?) alebo také pasy, ktoré po interakcii so Septonexom
zvySuju svoju intenzitu, ako piky pri 1 410 a 1 573 cm™? patriace vibracidm skupiny -COO™. Naopak
po interakcii HK so Septonexom klesa signal slepej vzorky s najvécSou intenzitou pri 1 309
a 833 cm?, a potom pri 1 662, 990 ¢&i 672 cm™.

Z loadingu hlavného komponentu 2 na Obr. 43 je mozné odhalit’ rozdiely medzi jednotlivymi
komplexmi a vyplyva z neho, Ze komplex HK a Septonexu pripraveny dialyzou proti destilovane;
vode ma jednoznacne intenzivnejSie vSetky absorpné pasy patriace Septonexu (vratane vysokej
intenzity vibracii karboxylatovych skupin) a v jeho spektrach je teda va¢si prispevok organickej
latky a taktiez intenzivnejSie interakcie ako U komplexu pripravenom dialyzou HK proti roztoku
Septonexu.
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Obr. 42 Graf zobrazujuci skore komponentov PCI1 a PC2 FTIR spektier slepej vzorky a komplexov
HK so Septonexom s konc. 1 g/ pripravenych réznymi spésobmi dialyzy
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Obr. 43 Loadingy komponentov PC1 a PC2 sucasnej analyzy oboch komplexov a slepej vzorky
(PCA analyza na Obr. 42)

V zavere tejto kapitoly je teda mozné zhodnotit’, Ze vSetky komplexy pripravené dialyzou zmesi HK
a organickej latky proti destilovanej vode obsahuju vacsi podiel organickej latky, a teda su aj
vhodnejsie pre sledovanie jednotlivych interakcii. Je tiez nutné podotknut’, Ze piky patriace
nizkomolekularnym organickym latkam nie su svojim tvarom a intenzitou v komplexoch zhodné
s tymito pikmi v spektrach ich Cistych latok, a teda naozaj poukazuju na urcita interakciu (nie su
pravdepodobne vyvolané len volnymi atomami cistych nizkomolekularnych latok vo vzorkach).
Zaroven sa vSak aj jednotlivé komplexy na zaklade jedného z hlavnych komponentov dostato¢ne
odlisuji od slepej vzorky, vdaka Comu boli potvrdené vysledky opisané uz v predchadzajice;j
kapitole.
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6 ZAVER

Tato diplomova praca bola zamerana na moznosti vyuzitia vibracnej, alebo konkrétne infracervenej
spektrokospie pri Stadiu interakcii prirodnej organickej hmoty s organickymi polutantmi. Prvym
cielom tejto prace bolo vypracovanie literarnej reSerSe na tému metod experimentalneho Studia
Struktirnych a termodynamickych aspektov spominanej interakcie. Bolo zistené, Ze asi najcastejSie
vyuzivanou metddou pre tento ucel je nukledrna magneticka rezonancia, no medzi iné metddy patria
aj potenciometria, difiizne experimenty, ¢i rézne typy spektroskopii — UV-VIS, fluorescencna alebo
infracervend spektroskopia. Pre Stidium termodynamickych parametrov interakcie je Ccasto
vyuzivana izotermicka titracné kalorimetria. Taktiez bolo pri preskimani sucasného stavu rieSenej
problematiky zistené, Ze pomocou tychto metdéd bolo identifikovanych mnoho mechanizmov
interakcii prirodnej organickej hmoty s réznymi xenobiotikami, pri¢om najcastejsie ide o rdzne typy
nekovalentnych interakcii ako vodikové mostiky, hydrofébne efekty alebo n—n interakcie.

Druhou témou literarnej reserSe boli pokrocilé techniky merania a vyhodnocovania vibra¢nych
spektier za uc¢elom analyzy medzimolekulovych interakcii v komplexnych prirodnych matriciach.
Znovu existuje niekol’ko metod, ktoré je mozné aplikovat’ na spektralne data pre zisk presnejSich
a podrobnejsich informaécii, ako pri ich vizualnej analyze. Medzi tieto techniky patria okrem iného
dekonvolucia, 2D korelacnd analyza alebo analyza hlavnych komponentov (PCA), ktora bola
vybrana ako hlavny predmet zaujmu tejto diplomove;j prace.

Interakcie prirodnej organickej hmoty s organickymi polutantmi boli §tudované prostrednictvom
vybranych modelovych zéastupcov tychto dvoch skupin. Modelové zlozky POH boli zastupené
Standardnymi huminovymi kyselinami IHSS Leonardite a predstavite’'mi aromatickych organickych
polutantov boli farbivd metylénovd modra a Rhodamin 6G, zatial' ¢o alifatickll ¢ast’ organickych
latok reprezentoval Septonex.

V experimentalnej Casti prace boli z modelovych latok vytvorené komplexy. Prvym krokom ich
analyzy bola charakterizacia ich rovnovaznych parametrov, ako napriklad stanovenie zdanlivej
rovnovaznej konstanty alebo urCenie mnozstva naviazanej organickej latky na jeden gram huminove;j
kyseliny. Z tychto merani bolo zistené, ze¢ HK majt pri rovnakej koncentracii vyssiu afinitu k MB
ako k rhodaminu, ale taktiez bolo potvrdené, Zze urcité mnozstvo organického i6nu je na huminovi
kyselinu naviazané pri kazdej sledovanej latke a koncentracii, a teda Ze by teoreticky malo byt’ mozné
sledovat’ ich interakcie pomocou d’al§ich metdd. Bolo zhodnotené, Ze tieto interakcie by mohli byt
vyraznejsie u komplexov s MB a Septonexom, ako u komplexu s Rhodaminom 6G.

Na zéklade tychto poznatkov boli nasledne prevedené FTIR merania aboli interpretované
infracervené spektra Cistych modelovych latok. Hlavnou castou tejto diplomovej prace vSak bola
aplikacia PCA analyzy na ziskané spektralne data a overenie jej vyuzitia za ucelom mapovania
interakcii zodpovednych za vznik komplexov. Bolo potvrdené, Ze PCA analyza je skuto¢ne vhodnym
prostriedkom pre sledovanie interakcii v spektralnych datach a ponuka hlbsi pohlad na zmeny
v infracervenych spektrach po interakcii latok. NajvacSiu vypovedni hodnotu maju pri PCA
loadingy jednotlivych komponentov, ktoré predstavuji informaciu o tom, z akych povodnych
premennych sa skladaju novovytvorené hlavné komponenty. Prave v tychto loadingoch bolo mozné
najst’ znaky poukazujuce na interakcie vo vytvorenych komplexoch. U komplexov s aromatickymi
organickymi ionmi prevladali v loadingoch vysoké signaly aromatickych a heterocyklickych vizieb
po vytvoreni komplexu huminovej kyseliny s metylénovou modrou alebo s Rhodaminom 6G. To
naznacuje, ze hlavnym vdzobnym mechanizmom by mohli byt n—m interakcie, a teda ze interakcia
prebieha najmi medzi aromatickymi kruhmi jednotlivych zloziek. To je v sulade s vysledkami
ziskanymi v predchadzajucich pracach zaoberajtcich sa podobnou problematikou, ako napriklad [1;
64; 129; 130].
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Naopak ukomplexov huminovych kyselin so Septonexom, ktory neobsahuje Ziadne aromatické
sucasti, boli najmd na zaklade vyrazne sa zvySujucej intenzity pasov karboxylatovych ionov
v komplexoch (ktoré taktiez samotny Septonex neobsahuje) za najpravdepodobnejSie interakcie
uréené elektrostatické interakcie zahrilujuce prave karboxylové skupiny huminovych latok. Tieto
vysledky sa mierne liSia od trendov pozorovanych v predchadzajucich pracach, ako napriklad od
vysledkov dekonvolucie spektier prevedenej v mojej bakalarskej praci [1] alebo od prace [131], ktoré
u tejto dvojice predpokladali najma kation—m interakcie. Je vSak tiez mozné, Ze so stipajicou
koncentraciou Septonexu stupa aj dolezitost’ elektrostatickych interakcii. Prave tu je mozné odhalit’
metédu na spektrd vSetkych sledovanych koncentracii, pretoze pri nizkych koncentraciach
nizkomolekularnych latok sa skore hlavnych komponentov do zna¢nej miery prekryvali. To vSak
mohlo byt spésobené aj nedokonale optimalizovanou pripravou jednotlivych vzoriek, pretoze ako
bolo opisané v kapitole 5.3, napriek zachovaniu rovnakého postupu pri priprave vsetkych
experimentov sa spektra jednotlivych komplexov s réznymi koncentraciami lisili aj v znakoch, ktoré
nevykazovali povod iba v rozli¢nej koncentracii organického iénu. Dalsou miernou nevyhodou PCA
analyzy je, Ze neodkéze jednoznacne oddelit’ prekryvajice sa absorpéné pasy, z coho moze vyplyvat,
7e sa Cast’ dolezitej informacie v spektrach straca. V buducnosti by preto bolo mozno vhodné vyuzit’
tato metodu napriklad aj kombinécii s inymi pokrocilymi technikami spracovania spektier, akou je
napriklad uz spominana dekonvolucia.

Odportcanie pre nasledujuce pokra¢ovanie vyskumu by teda mohlo byt v prvom rade overenie
neuplne korelujicich dat naprie¢ réznymi koncentraciami komplexov a taktiez objasnenie
proteinovych absorpénych pasov objavujicich sa v spektrach ziskanych najma v prvom a druhom
experimente. Prvym krokom by mohla byt priprava vzoriek s pridavkom azidu sodného, ktory by
mal vylucit’ akakol'vek mikrobialnu kontaminaciu. TaktieZ by bolo vhodné pomocou vyhovujucej
metody premerat’ destilovanti vodu po ukonéeni dialyzy a overit,, ¢i sa v nej nenachadzajt frakcie
huminovych latok, ktoré by sa mohli po interakcii s organickymi iénmi uvolnovat zo
supramolekularnej $truktury HK, v dosledku ¢oho by mohli byt odkryvané proteinové Struktury
ukryté v huminovych latkach. Dalej by mohli byt vzorky poéas pripravy dialyzované dlhsi &as
(v kombinacii s pridavkom azidu sodného pre zamedzenie kontaminacie), ¢im by malo byt’ overené,
ze bola skuto¢ne dosiahnutd rovnovaha a huminové latky na seba nie si schopné naviazat’ viac
nizkomolekularnych organickych iénov, ako bolo demonstrované v tejto praci.
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alif
ar
ATR
DRIFTS
FK
FSD
FTIR
het
HK
HL
IC
IHSS
ISE
ITK
MB
MWCO
NMR
OoP
PAL
PC
PCA
POH
R6G
SDS
STD

UV-VIS

=4 >

e TSNS
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alifaticky

aromaticky

uplny zoslabeny odraz
diftzna reflektancia
fulvokyselina

Fourier self-deconvolution

infracervena spektroskopia s Fourierovou transformaciou

heterocyklus

huminovi kyselina

huminov4 latka

infracerveny

Medzinarodna spolo¢nost’ pre huminové latky
ionovo selektivna elektréda

izotermicka titracna kalorimetria

metylénova modra

molecular weight cut-off

jadrova magneticka rezonanc¢na spektroskopia
organicky polutant

povrchovo aktivna latka

hlavny komponent

analyza hlavnych komponentov
p6dna/prirodna organicka hmota

rhodamin 6G

dodecylsiran sodny

smerodajna odchylka (standard deviation)
ultrafialovy

ultrafialova a viditeI'na ¢ast’ spektra

absorbancia Vs
transmitancia Vas
vilnocet

vinova dizka

tok Ziarenia pred kyvetou

tok Ziarenia za kyvetou
frekvencia vibrujucej molekuly
Planckova konstanta

wxﬂgb¥%

vibra¢né kvantové ¢islo
valencéna vibracia

symetrickd valencnd vibracia
asymetricka valen¢na vibracia
deformacna, rovinna deformac¢na
alebo noznic¢kova vibracia
mimorovinna deformac¢na vibracia
kyvadlova vibracia

vejarova vibracia

krutiaca (torznd) vibracia

zdanliva rovnovazna konStanta



PRILOHY

9 PRILOHY

Priloha 1 Prehladova tabulka charakteristickych vibracii IHSS huminovej kyseliny (vratane slepej
vzorky) a metylénovej modrej

Huminové Kkyseliny [121; 122]
VInodet (em™) Vibricia

Metylénova modra [99]

Vinodet (em™) Vibricia

3550-3000 v (O-H, N-H) 34303160  wam (O-H)
2927 Vs (C—H) v —CH>— a —CHj3 3044 Vhet (C—H)
2 848 v (C—H) v —CHo— 2 927 vas (CH3)
2 600 v (O—H) v —COOH 2 887 v (CHs)
1704 v (C=0) 2 815 v (-N—(CHs),)
1 650 v (C=0) 2707 v (-N—(CHs)2)
1 600 v (C=C) 1593 et (C=N, C=C)
1574 Vas (-COO") 1486 Yhet (C=S")
1414 5(C-H), 1 (-CO0") 1446 vas @ 1% (C—H)
1365 §(C-CHs), 1 (-CO0") 1390 vis @ 16 (C—H)
1338 1% (-CO0") 1354 vhet (C=S")
1192 v(C-0), 5(OH) v—-COOH | 1333 v(C-N) v N-CH;
1036 vair (C—C) 1251 5(CH), 7 (C-H)
1013 v (Si-0) 1223 1het (C—C)
888 Yar (C—H) 1174 Ohet (CH)
832 Yar (C—H) 1140 Ohet (C—N)
763 Yar (C-H) 1 065 14 (C-S-C)
1038 Vas (C-S-C)
948 Nhet--HO
876 Nher-HO
856 Nhet--HO
816 Svet (C—C)
802 7 (C-H); @(C-H) a 7 (C-H)
788 v N(CH3)
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Priloha 2 Prehladova tabulka charakteristickych vibracii Rhodaminu 6G a Septonexu

Rhodamin 6G [123; 124; 125] Septonex [126; 127; 128]
Vinodet (em™) Vibricia Vinoget (em™) Vibricia
3175 v (N-H) 3007 vas (N-CHs)
3020 het (C—H) 2954 vas (C—H) v CH3, 15 (N-CHj)
2974 vas (C—H) v CH3 2918 vas (CHo)
2925 vas (C—H) v —CH>—a CH3 2 850 vs (CHy)
2 868 vs (-CH2) 1733 v (C=0) ester
1713 v (C=0) ester 1494 0 (N-CHa)
1645 0 (NHy) 1466 0 (CHy)
1 604 var (C=C) 1444 5 (C~CHs)
1565 var (C=C) 1409 0 (N-CHs)
1525 6 (C-N) 1367 ® (CH2)
1498 var (C=C) 1247 Vs (C—O—C) ester
1440 var (C=C, C-N) 1189 vs (C—O-C) ester
1363 0(C-H) v -CHs 1094 vs (C—O-C) ester
1302 v (C-N) 1020 v(C-N)
1279 vss (C—O-C) ester 953 5 (N*~(CHs)s)
1243 v (C-0) 917 v (C-N)
1176 vs (C—O-C) ester 720 o (CHz) v—(CH)i—, n>4
1140 5(C-H), v(C-C)
1086 y(C-H)
1023 v (C-0)
882 y(C-H)
842 7(C—H)
775 7(C—H)
732 7 (C—H)
701 5(C-H)
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—— dialyza¢na membréna

—— buni¢ina

absorbancia (-)

! | ! | ! | ! | ! | ! | ! |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

v -1
vinocet (cm )

Priloha 3 FTIR spektra dialyzacnej membrany a buniciny pouzivanych pri priprave vzoriek

T T T T T T T T T T T T T T
komplex HK MB 3. experiment (konc. 0,125 g/1)
komplex HK MB 2. experiment (konc. 0,25 g/1)
komplex HK MB 1. experiment (konc. 0,025 g/1)
~
<
=
[3)
=
<
=
—
S
[72]
=
<
T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

v -1
vinocet (cm )

Priloha 4 Porovnanie FTIR spektier komplexov HK a MB pripravenych dialyzou proti MB s
roznymi koncentraciami organického ionu
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T T T T T T T T T T T
komplex HK R6G 3. experiment (konc. 0,125 g/l)
komplex HK R6G 2. experiment (konc. 0,25 g/l)
komplex HK R6G 1. experiment (konc. 0,025 g/1)
~
<
=
[3)
=
<
=
—
S
[72]
=
<
T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

v -1
vinocet (cm )

Priloha 5 Porovnanie FTIR spektier komplexov HK a R6G pripravenych dialyzou proti R6G s
roznymi koncentrdaciami organického ionu

T T T T T T T T T T T T T I
komplex HK Sept 3. experiment (konc. 1 g/l)
komplex HK Sept 2. experiment (konc. 2 g/l)
komplex HK Sept 1. experiment (konc. 0,2 g/1)
~
<
=
[3)
=
<
=
—
S
[72]
=
<
T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 20(1)0 1500 1000 500

vlnodet (cm )

Priloha 6 Porovnanie FTIR spektier komplexov HK a Septonexu pripravenych dialyzou proti
Septonexu s roznymi koncentraciami organického ionu
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+ slepa vzorka

14+ x komplex HK MB
121
101
84
6
~
S
v,
N’ O_
[o\}
O 2
g =2
4
-6
-8
-10 . . : . .
-40 20 0 20 40

PC 1 (90,42 %)

Priloha 7 Skore komponentov PCl a PC2 pre
PCA analyzu spektier komplexov HK a MB s
koncentraciou 0,025 g/l

+ slepa vzorka
1351 x komplex HK MB

1,0 4
0,54
0,0 /
0.5 -
-1,0 1
1,5
T

-10 -8 -I6 -I4 2 0 2 ﬁll é é 1I0 1I2 1I4
PC 1 (95,99 %)

PC 2 (2,20 %)

Priloha 8 Skore komponentov PCI a PC2 pre
PCA analyzu spektier komplexov HK a MB s
koncentraciou 0,25 g/l

L ) L L ' L ' L ' L ' L '
loading PC1

0,04 4 loading PC2 "
O 0,02 - -
2 N
=]
%) - -
s Y
(=}
=
g 0,00 - a
=<
o0
g :
5 \J
&
=

-0,02 - -

_0!04 L ' L ' L ' L ' L ' L ' L '

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

-1
vinocet (cm )

Priloha 9 Loading komponentov PC1 a PC2 PCA analyzy (Priloha 8) komplexu HK a MB s konc.
0,25 g/l
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Priloha 10 Skore komponentov PC1 a PC2 pre
PCA analyzu spektier komplexov HK a R6G s

88

PC 2 (5,85 %)

loading komponentu (-)

154 4+ slepé vzorka
x komplex HK_R6G
10 4
54
X
0 % 04
il
z
5 8
&
-10 4
-15 T T T T -2

+ slepa vzorka
% komplex HK MEF

-40 -20 0 20 40
PC 1 (90,72 %)

koncentraciou 0,025 g/l

0
PC 1 (85,57 %)

Priloha 11 Skore komponentov PC1 a PC2 pre
PCA analyzu spektier komplexov HK a R6G s

koncentraciou 0,25 g/l

T T
loading PC1

loading PC2
0,04 -
0,02 -
1 A
0,00 -
-0,02 4
-0,04 4
v I v I v I v I v I v I v I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

v -1
vinocet (cm )

Priloha 12 Loading komponentov PC1 a PC2 PCA analyzy (Priloha 11) komplexu HK a R6G

s konc. 0,25 g/l
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25

20 A

PC 2 (15,62 %)

+ slepa vzorka
x komplex HK Septonex

PC 2 (9,81 %)

+ slepa vzorka
x komplex HK Septonex

Priloha 13 Skore komponentov PC1 a PC2 pre
PCA analyzu spektier komplexov HK

0

20

PC 1 (81,38 %)

a Septonexu s koncentraciou 0,2 g/l

0,10

4 2

0
PC 1 (86,98 %)

2

a Septonexu s koncentraciou 2 gll

0,08 -

0,06 -

0,04 4

0,02 4

0,00 4

loading komponentu (-)

-0,02 4

T T
loading PC1
loading PC2

4000

I
3500

I
3000

I I
2500 2000

. -1
vinocet (cm )

I
1500

I
1000

Priloha 14 Skore komponentov PC1 a PC2 pre
PCA analyzu spektier komplexov HK

Priloha 15 Loading komponentov PC1 a PC2 PCA analyzy (Priloha 13) komplexu HK a Septonexu

s konc. 0,2 g/l
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0,10 Y

L] L '
loading PC1 i
loading PC2
0,08 - -

0,06 -

0,04 4

0,02 4

0,00 4

loading komponentu (-)

-0,02 4

_0 7 04 L) ' L) ' L) ' L) ' L) ' L) ' L) '
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

-1
vinocet (cm )

Priloha 16 Loading komponentov PC1 a PC2 PCA analyzy (Priloha 14) komplexu HK a Septonexu

s konc. 2 g/l
slepa vzorka s0. T slepa vzorka
% komplex HK_MB proti vode " | x  komplex HK_MB proti vode

159 komplex HK MB proti MB komplex HK MB proti MB

10 2,54
g s 3
s 7 001
< S
~ ol ~
= 2

2,5
-5
-10 T T T T 1 '5,0 T T T T
-60 -40 -20 0 20 40 -10 -5 0 5 10
PC 1 (90,68 %) PC 1 (75,89 %)

Priloha 17 Skore komponentov PC1 a PC2 pre  Priloha 18 Skore komponentov PCI a PC2 pre

PCA analyzu spektier komplexov HK a MB PCA analyzu spektier komplexov HK a MB
pripravenych obomi spésobmi dialyzy S pripravenych obomi spésobmi dialyzy s
koncentrdaciou 0,025 g/l a slepej vzorky koncentrdaciou 0,25 g/l a slepej vzorky
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L) | | . L) L) ' L) ' L) '
loading PC1

0.04 o loading PC2
< 0,024
g
=
)
o= -
S
g
S 0,00 <
on
=
= .
=
=

-0,02 -

-0704 L) ' L) ' L) ' L) ' L) ' L) ' L) '

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

1
vinocet (cm )

Priloha 19 Loadingy komponentov PC1 a PC2 PCA analyzy (Priloha 18) spektier komplexov HK
a MB pripravenych obomi spésobmi dialyzy s koncentraciou 0,25 g/l a slepej vzorky

+

X

15

54
&
B
o~
™ 04
on
N’
(o]
g
-5 4
T T T T T

slepa vzorka
komplex HK R6G proti vode
komplex HK R6G proti R6G

-45

=30 -1I 5 0 15 30 45
PC 1 (92,60 %)

Priloha 20 Skore komponentov PC1 a PC2 pre
PCA analyzu spektier komplexov HK a R6G
pripravenych obomi spésobmi dialyzy s
koncentraciou 0,025 g/l a slepej vzorky

+ slepa vzorka
% komplex HK_R6G proti vode
komplex HK R6G proti R6G

3

PC 2 (10,59 %)

10

&
(=]
w

-10
PC 1 (86,63 %)

Priloha 21 Skore komponentov PCI a PC2 pre
PCA analyzu spektier komplexov HK a R6G
pripravenych obomi spésobmi dialyzy s
koncentraciou 0,25 g/l a slepej vzorky
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s T slepa vzorka + slepa vzorka
% komplex HK_Sept proti vode % komplex HK_Sept proti vode
20 komplex HK Sept proti Sept 21 komplex HK Sept proti Sept
15 .
10 4
o 5+ *®
S ~
€ &
(o\] 04 g
o o
=% =%
-5
2 4
-10 4
15 T T T T T T -3 T T T T T T 1
-60 45 30 -15 0 15 30 6 4 2 0 2 4 6 8
PC 1 (87,91 %) PC 1 (81,18 %)

Priloha 22 Skore komponentov PC1 a PC2 pre  Priloha 23 Skore komponentov PCI a PC2 pre
PCA analyzu spektier komplexov HK PCA analyzu spektier komplexov HK
a Septonexu pripravenych obomi sposobmi a Septonexu pripravenych obomi spésobmi
dialyzy s koncentraciou 0,2 g/l a slepej vzorky dialyzy s koncentraciou 2 g/l a slepej vzorky

L) | | . L) ' L) ' L) ' L) ' L) ' L) '
loading PC1

loading PC2

0,08 <

0,06 = -

>

loading komponentu (-)

d I d I d I d I d I d I d I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

v -1
vinocet (cm )

Priloha 24 Loadingy komponentov PC1 a PC2 PCA analyzy (Priloha 23) spektier komplexov HK a
Septonexu pripravenych obomi sposobmi dialyzy s koncentraciou 2 g/l a slepej vzorky
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