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ABSTRAKT

Tato bakalarska praca sa zaoberd interakciou huminovych kyselin s iGnovymi organickymi
zlGceninami a vplyvom chemicke modifikécie huminovych kyselin na tuto interakciu.
Modelovym organickym iénom bolo zvolené farbivo Rhodamin 6G. Interakcie boli skimané
pomocou spektroskopickych metdd. Vysledky ukazali, ze vazba medzi reaktantmi nebola
priméarne zavisla na karboxylovych funkénych skupinach huminovych kyselin. Fluorescen¢né
experimenty preukézali staticky mechanizmus zhaSania a diferencna UV-VIS spektroskopia
preukazala existenciu n-m interakcii.

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the interaction of humic acids with organic ions and effect of
chemical modification of humic acids on this interaction. Rhodamine 6G was used as a model
organic ion. The interaction were studied by spectroscopy methods. Results showed that the
bond between the reactants was not primarily dependent on carboxylic functional groups of
humic acids. Fluorescence experiments indicated static quenching mechanism and differential
UV-VIS spectroscopy demonstrated the existence of n-r interactions.
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1 UVOD

Huminovel&ky st predmetom réznych tadii a vyskumov, s vyuZitim v réznych odvetviach
priemysiu. Jednasao létky s jedinecnou chemickou Struktdrou a prirodzenym vyskytom v pode
i v inych prirodnych zdrojoch. Vd'aka vel'kému mnozstvu réznorodych funkénych skupin vo
svojg Struktdre si huminové latky schopné interagovat’ s mnohymi druhmi |&tok z radu
anorganickel alebo organickgl chémie. Pre ich vSestranné vyuZitie je potreba dodkladne
porozumiet’” mechanizmu interakcii huminovych latok skonkrétnymi druhmi latok. Mnoho
autorov prispelo svojimi pracami natému interakcii huminovych latok so Sirokou Skalou latok
(napr. farbiva, tenzidy, biocidy, farmaceuticky zaujimavé latky, a pod.) do celkového stavu
poznania. To svedci, Ze kazda vedeckd spolocnost’ mé zaujem o huminové latky aich vyuZzitie
VO svojich odvetviach.

Téo bakaldrska praca sa venuje stadiu interakcie huminovych kyselin, jedng z frakcii
huminovych latok, s ionovymi organickymi zlGceninami. V experimentélng casti préce saza
tymto Ucéelom budl pouZivat' spektroskopické metddy. Praca prinéSa ndhlad na obecné
zakonitosti interakcie medzi huminovymi kyselinami aiénovymi organickymi latkami ana
vplyv funkénych skupin v struktire huminovych kyselin nainterakciu s vybranymi zéstupcami
iénovych organickych zlG¢enin.



2 CIEL PRACE

Ciel'om mojg bakalarskej prace bolo spracovat’ literarnu reSerS na tému bakalarskej préce. Na
zaklade literérng reSerSe bolo potrebné vybrat’ vhodné spektroskopické techniky k dispozicii
na pracovisku. Nasledne realizovat’ sériu experimentov pre overenie vyuzitel'nosti vybranych
technik pri &tadiu interakcii modelovych frakcii organicke) hmoty s organickymi iénmi. Na
zaver diskutovat’ vysledky a previest’ findlne zhodnotenie testovanych metod.



3 TEORETICKA CAST:
3.1 Huminovélatky

Huminové latky (HL) s Siroko sa vyskytujuce latky na povrchu Zeme, ako hlavné zlozky
pod a sedimentov sa nachadzaju v takmer vSetkych suchozemskych avodnych prostrediach.
Vznikaju pri biologickej i chemickej degradécii rastlinnych a Zivocisnych zvySkov, ae g ako
vysledok syntetickych aktivit mikroorganizmov. Produkty tychto reakcii su spgané do
zlozZitejSich chemickych Struktdr, ktoré su stabilnejSie ako vychodiskové materidly. Dolezitou
vlastnostou huminovych latok je schopnost tvorit’ hydrofilné i hydrofébne komplexy
skovovymi ionmi avodnymi oxidmi. Takisto si schopné interagovat’ s ilovymi minerami
aorganickymi zlG¢eninami, ako st alkany, mastné kyseliny, dialkylftaléty a pesticidy [1].

3.1.1 Rozdelenie huminovych latok

V sl¢asnosti rozlisujemetri hlavnéfrakcie huminovych [&ok: fulvinové kyseliny, huminové
kyseliny a huminy. Fulvinové kyseliny (FK) st rozpustné vo vode, kyselinach i zasadach. Tato
frakcia ma ngnizSiu molekulovl velkost a nagjvySSiu reaktivitu. Su zafarbené Zlto az
hnedocierne. Huminové kyseliny (HK) su rozpustné len v zasadach. Okyslenim alkalického
roztoku déjde k ich precipitacii. Tato frakcia ma vacsiu molekulovu vel'kost a nizsi reaktivitu
nez FK. Su zafarbené tmavohnedo. Huminy (HU) — nerozpustn& frakcia huminovych |étok.
Tato frakcia ma ngjvacsiu molekulovu vel'kost” a ngjniZsiu reaktivitu. SU zafarbené do cierna

[2], [3].
3.1.2 Struktdra huminovych latok

Huminové latky st polydisperzné polyelektrolyty. Z prirodnych zdrojov je nemozné ngjst’
dve rovnaké molekuly HL, ¢o je spbsobené ich vysokym stupiiom molekulérngj irregularity
aheterogenity. TaktieZz neexistuje vSeobecny Struktlrny vzorec. Vela autorov publikovalo

mnoho modelovych Struktirnych vzorcov molekulovych fragmentov HL [2] (ukaZka na Obr.
1).
Majoritnymi prvkami Sruktary HL su uhlik, kyslik, vodik, dusik asira. ZastUpenie tychto

prvkov je charakteristické pre kazdu frakciu HL, pre kazdy zdroj HL. Molekulova hmotnost’
tychto l&tok sa pohybuje v rozmedzi 2-1300 kDa.
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Obr. 1: Navrh &trukttry huminovych latok pod/a Stevesona [ 4]



3.1.3 Madifikacie huminovych latok

Ako mdzeme vidiet’ na Obr. 1, tak Struktdra HL je vel'mi komplexna a obsahuje verké
mnozstvo réznych typov funkeénych skupin. Pre Stadie Struktdry su preto vhodnejSie stabilné
derivaty HL, preich jednoduchSie &tadium [4]. Derivaty maju selektivne blokované konkrétne
funkcné skupiny, ¢o sa vyuziva pri stadiu kyslosti HL aebo vplyvu funkénych skupin na
reaktivitu HL v r6znych procesoch [6].

Vyznamnou technikou pre vznik Struktdrnej modifikéacie HL je esterifikécia karboxylovych
skupin pomocou metanolu ationyl chloridu. DalSou technikou je acetylécia fenolovych
aalkoholovych hydroxylov pouzitim anyhydridu kyseliny octove] akyseliny sirove.
Andelkovi¢ aspol. vo svojg Studii [7] pouzili esterifikéciu karboxylovych skupin, ktoré boli
premenené na metylestery. Tymto sa prejavila vysoka selektivita, Specifickost’ a G¢innost’
techniky, na rozdiel od acetylacie, kde nastala blokécia g inych funkénych skupin, okrem
hydroxylovych.

NaSa fakulta prispela svojim dielom k Studiu derivétov HL. Klu¢akova a spol. pouzili TMS-
DM, ktory je komer¢ne dostupny apouziva sa k u¢elu metylécie karboxylovych skupin
afenolov, k metylécii HK. Skimali vplyv metylovang modifikacie nadifuziu. Metylované HK
zaznamenali poklesrychlosti difizie med’natychiénov v géloch, spdsobeny znizenym obsahom
karboxylovych skupin od nemodifikovanych HK [8], [9].

3.1.4 VyuZitie huminovych kyselin

Dokazom aké vynimoéné latky st huminove létky je Sirka ich pouZzitia, ktord zahriuje na
prvy pohl'ad nespojitel'né oblasti pol'nohospodarstva abiomediciny. Balneoterapia je jedna
z medicinskych aplikéacii HL, zahriiuje vyuZitie radeliny k uzdravujicim Géelom. Dalg) HL
vykazuju antivirovu aktivitu, znemoziuje vytvarat’ vazbu virov na povrch bunky, ma pozitivny
vplyv na hemokoaguléciu a fibrinolyzu a maju protizapalové Gcinky [10].V oblasti zépalovych
onemocneni si HL aprodukty dihodobo Studované. Protizapalové Gcinky HL sa stéavau
bezpe¢nou aternativou v lietbe aprevencii zapalovych nemoci, kde by nahradili rizikové
nesteroidneé protizgpalové lieciva[11].

3.2 Principy vyuZitych experimentalnych technik
3.2.1 UV-VIS spektrofotometria

UV-VIS spektroskopia je jedna z ngjstarSich angrozsirengSich metdd molekulove
spektroskopie. V roku 1852, kedy bol Bougher-Lambert-Beerov zékon bol definitivne
formulovany, bol vytvoreny z&klad kvantitativneho hodnotenia absorpénych merani v kratkom
casovom intervale. To viedlo ku kolorimetrii, potom k fotometrii, anakoniec
k spektrofotometrii. PravdaZe tento vyvoj bol zavisly navyvoji detektorov nameranieintenzity
svetla, od T'udského oka aZ k sicasnému detektoru silikénovych diéd, vdaka ktorym nam je
umozneneé stcasné meranie kompletného UV-VIS spektra[12].

3.2.1.1 Princip metody

UV-VIS spektrofotometria je spektralna metdéda zamerana meranim elektronovych spektier
molekdl Iatok absorbuijlcich elektromagnetické Ziarenie vo vinovych dizkach od 200-800 nm,
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Cize v ultrafialovel aviditelng oblasti spektra. Pri tejto absorpcii dochadza k excitécii
vaenénych elektronov nachadzgjlcich sa v molekulovych orbitdoch. Zmena stavu
elektronovéno obalu molekuly Uzko sivisi so zmenou jg vibratnych arotacnych stavov.
Vysledkom merania absorpéného spektra si preto absorpéné pasy, ktoré na rozdiel od
Ciarovych spektier zachytia velky pocet energeticky blizkych elektronovych prechodov
umolekuly, lebo vznikaji zmenou vibracnych arotacnych podhladin molekidl spsobené
prechodom elektrénov z niZsich elektronovych hladin do vySSich [13].

3.2.2 Fluorescencia

V oblasti &tadia molekularnych interakcii v rozlicnych systémoch st okrem absorpénych
metdd dost’ ¢asto vyuZivane fluorescencné techniky. Z tohto dévodu saboli vyuzité na Stidium
interakcii, ktorou sa zabyva moja préaca.

3.2.2.1 Princip

Fluorescenciaje fotoluminiscencny jav, poc¢as ktorého dochédzak excitécii hmoty svetelnou
energiou apri nasledne deexcit&cii je pozorovana emisia Ziarenia tejto hmoty. Funkcéné
skupiny schopné fluorescencie oznatujeme ako fluorofory. Vo fluroforoch dochadza
k absorpcii Ziarenia v uréitg) vinove dizke anésledne k emisii Ziarenia v odlidng vinovej
dizke. Pre kazdy fluorofor je charakteristické mnoZstvo avinova dizka emitovang energie,
nembézme vyl (Cit’ zavislost’ na prostredie okolo daného fluoroforu [14].

Na Obr.2 mézeme vidiet' zjednoduSeny Jabtonskiho diagram, ktory zobrazuje tri fazy
prebiehajlce pri absorpcii anasledne pri emisii svetelng energie. V prve faze externy zdroj
dodavafoton s urcitou energiou, excitatnou. Tento fotdn je absorbovany fluoroforom, ktory sa
dostava do excitovaného stavu S;. Druhd féza prebieha ked sa fluorofor nachédza
v excitovanom stave apodlieha konformaénym zmenam, v dosledku réznych interakcii
sprostredim. Energia S;’ je tak rozptylend avznika stav Sy, z ktorého pochédza fluorescencna
emisia. Tretia faza zobrazuje emisnu fluorescenciu. Fluorofor sa vracia do svojho z&kladného
stavu S, ¢o je spdsobené emitaciou fotonu s emitacnou energiou. V dosledku straty energie
pocas stavu excitécie je energia emitovaného foténu niz&aafotén madihdu vinova dizku ako
foton emitovany. Rozdiel v energii sanazyva Stokesov posun (vid'. Obr. 3) [15].

S,
®
e - ¥
% hvey (1 hv“"@)
c
W
S, Y

Obr.2: Jabtoriskiho diagram[15]
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STOKESOV POSUN
==

= ABSORPCIA
= EMISIA

INTENZITA

VLNOVA DLZKA

Obr. 3: Sokesov posun

3.2.2.2 Vnutorny filtra¢ny efekt

Intenzita fluorescencie je priamoumerna koncentréacii fluoroforu len v uréitom rozsahu
optickych hust6t. V pripade vySSgj koncentracie fluoroforu dochédza k odchylke od linearnej
zavidosti, spbsobené vnatornym filtratnym efektom. Tento jav mbZe zniZzovat' intenzitu
excitatného g emisného Ziarenia spatnou absorpciu emitovaného svetla. Kvoli pdsobeniu tohto
efektu je nutné emisné data, ktoré sme ziskali experimentélne, korigovat’. Ku korekcii je mozné
pouzit’ vzt'ah podl'a Lakowiczeho [16], ktory je definovany nasledne:

(ODexZODenh’ (1)

Feorr obs '

kde Fcorr j€ korigovana hodnota namerangj intenzity fluorescencie, Fobs j€ nameranaintenzita

fluorescencie, ODe je optické hustota pri excitatne] vinové dizke a ODem je opticka hustota
pri emisng vinove dizke. Ak je opticka dréha tudovaného vzorku diha 1 cm, je mozné
nahradit’ optické hustoty za absorbancie akorekény vztah zndzorneny v rovnici (1) je zmeneny
natento tvar:

(Aex+Aen5

Foorr = Fops 10 2 ) (2)

kde Aex je absorbancia pri excitaing vinové dizke a Aem je absorbancia pri emisng vinovej
dizke.
3.2.2.3 Zhasaniefluorescencie

Pod pojmom zh&Sanie sa rozumie pokles intenzity fluorescencie doésledkom réznych
molekularnych interakcii fluoroforu. Latka spdsobujuca tento pokles je nazyvana zhéSac. Ako
zhasa¢ fluorescencie funguje mnozstvo latok, vzdusny kyslik, halogény, iény t'azkych kovov
apod. Fluorescencna metdda zal 0Zzena na zhéSani fluorescencie pre Studium reakcie medzi HK
a rébznymi polutantami je vyuzivana vd’aka svojeg spolahlivosti, nizke ¢asové narocnosti a
relativngj jednoduchosti [16], [17].
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Z hradiska typu kontaktu medzi fluoroforom a zhaSa¢om sa rozlisuje zhaSanie dynamické
nebo statické. Pri dynamickom zhé&Sani dochadza k diftzne interakcii fluoroforu so zhéSacom.
Po tejto interakcii saexcitovany fluorofor vraciado zékladného energetického stavu bez emisie
fotonu, ¢iZze nedochadza k Ziadnej chemickej zmene molekdl, fluorofor uvolni absorbovanu
energiu bez Ziarenia. Pokles intenzity popisuje Stern-Volmerova rovnica, ktora ma rozdielny
tvar v dynamickom a statickom zhéSani. V dynamickom métento tvar:

D=1k, 1o [01= 1+ Ky [0], g

kde Fo aF stintenzity fluorescencie bez, respektive so zhasacom, Kq je bimolekularna zhasacia
kondtanta, zp je doba Zivota fluorescencie za nepritomnosti zhaSata, [Q] predstavuje

koncentraciu zh&Sata a Kp je Stern-Volmerova zhaSacia konstanta, ktora predstavuje citlivost’
interakcie fluoroforu ku zhéSaéu. Cim vaSa je hodnota tejto kondtanty, tim je vicSia
pravdepodobnost’ difizneho kontaktu.

Pri statickom zh&Sani dochadza k vzniku véazby medzi fluoroforom azhaSacom, ¢im sa tvori
nefluorescencny komplex. Ak tento komplex absorbuje svetelni energiu, vracia sa ihned’ do
zakladného energetického stavu bez emisie foténov. Interakcia medzi komponentami avznik
véazby jeto, ¢im satieto dvatypy zh&SanialiSiaod seba. Stern-V olmerovakonstantamarovnaky
tvar ako v rovnici (3), len v tomto type zhaSania je konstanta Kp nahradena konstantou Ks, t.j.
asociacna konstanta vzniku komplexu [16]. Jg tvar je nasledovny:

%=1+kq-ro-[Q]=1+Ks-[Q]. 4)

3.2.2.4 Fluorescenéna spektroskopia

Analytické techniky zaloZzené na Studiu fluorescencie si velmi pouzivatelné, kvoli ich
vysokg citlivosti, selektivite a moznosti ¢asového rozlisenia. Priamou fluoreskujcou metddou
mdZeme merat’ len fluoreskujlce |&tky. Pristroj pracuje v rozsahu prislunych vinovych dizok
excitacie aemisie. V pripade nefluoreskujlceho analytu sa vyuzivaju nepriame metddy, ako
napriklad zh&Sanie [17].

Fluorescencéné meranie je rozdelena dva zakladné typy. Prvym aviac vyuzivanym typom je
ustélend (steady-state) fluorescencia. Jerealizovanapri konstantnom osvetl’'ovani a pozorovani.
Vzorka je oZiarena savislym |Gcom svetla anéasledne je zaznamenavané emisné spektrum.
Druhym typom je ¢asovo rozliSené (time-resol ved) fluorescencia. Je zaloZzenana Stadiu poklesu
intenzity fluorescenie po ¢asovo obmedzeng) excitacii. V slcasng dobe sa tento typ
fluorescencie realizuje pomocou metédy TCSPC (Time Correlated Sngle Photon Counting),
CiZe casovo korelovanym scitanim foténov [16].

Princip tejto metédy je znazorneny na Obr. 4. VVzorka je excitovana excitacnym pulzom
asignal nésledne pokracuje prvym kandlom k diskriminédtoru konstantnej funkcie (CFD), ktory
zmeria ¢as prichodu pulzu. Nasledne pokracuje signd na prevodnik (TAC), v ktorom sa zatne
vytvarat’ napétie, ktoré linedrnerastie s ¢asom. V druhom kandli je zmerany ¢as prichodu pul zu
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emitovaného fotonu druhym diskrimindtorom kon&tantnej funkcie (CFD). Odtial’ signd
prechadzanaprevodnik (TAC), ¢cim sazastavi rast napétia. V tomto momente je napétie Umerné
Casovému oneskoreniu medzi excitatnym aemisnym signdom. Pomocou digitdlneho
prevodniku (ADC) je nasledne napétie prevedené do ciselnych hodnét. Vysledné déta su
zobrazené v podobe grafu, zavislost’ poklesu poctu foténov za cas [18].

‘ j- S —
. —
TAC e I T
e = pGA =] ADC

E

-
:”F
&

Obr. 4: Schéma metédy TCSPC [ 16]
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4 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY
4.1 Vplyv funkénych skupin nareaktivitu huminovych kyselin

Problematike posudeni vplyvu konkrétnych funkénych skupin v Struktire HK na ich
reaktivitu bola venovana velka pozornost’ po celom svete uz dost’ rokov, ¢oho vysledkom je
vykonanie roznych pokusov alebo prispdsobenie znamych metdd (vid’. Tabu/ka 1).

Tabulka 1. Metody vyuZivané na Stidium reaktivitu a viastnosti HK ovplyvnent funkénymi skupinami

HK
M etody: VyuZitie metédy na stadium:
Selektivna metylécia Stadium vplyvu funkénych skupin HK naresktivitu  |[19]
Kal cium-acetatova metdda Karboxylové skupiny vplyvajUce na acidobazické [20]
Jodometrickartitracia vlastnosti [20]
Acetyléacia s acetanhydridom V&etky hydroxylové skupiny vplyvajdce na [20]
v pyridinu acidobazické vlastnosti
Ubaldiniho postup Fenolické skupiny vplyvajlce na acidobézické [20]
vlastnosti
Postup podra Fritza Karbonylové skupiny vplyvajlce na acidobazické [20]
Schnitzer a Skinner vlastnosti [20]
Metoda podl'a Browna [20]
Upravena Zeiselova metéda Metoxylové skupiny vplyvajlce na acidobéazické [20]
vlastnosti

V &ruktire HK je velké mnozstvo funkénych skupin, karboxylové, fenolové, enolové,
hydroxylové, éerové, atd’. Ich obsah zévisi na mnohych faktoroch, ako si pbvod, doba
uskadnenia, klima aebo podmienky extrakcie [21]. Vzhl'adom k vel’kému poctu tychto skupin
HK disponujd mnohymi reaktivnymi miestami, ¢o je dévodom, preco si schopné sa viazat’ na
rozne organické aanorganické latky. Stanovenie charakteru véazieb HK so zlU¢eninami je
neustale predmetom skimania, ked’Ze sa na tvorbe vazby podiel’sju rézne druhy vézieb, ako
napriklad i6nové, koordinacné, kovaentné, atd’. [22]

NajcastejSie a hlavné funkéné skupiny v molekuldch HK zodpovedné zainterakcie s okolim
su skupiny fenolové a karboxylové. Pre porovnanie ich vplyvu na HK bolo vykonanych vel'a
&tadii a vyskumov. Jeden z nich vykonal Schmeide a spol., ktory skamal interakciu prirodnych
a modifikovanych HK za kyslého pH suranylovymi ionmi. Modifikované HK mali
zablokované fenolové skupiny. Vysledky vyskumu preukazali minoritny vplyv fenolovych
skupin na interakciu, z ¢oho vyplyva Ze na reakcie s uranylovymi iénmi sa podielali hlavne
karboxylové skupiny [23].

Vplyv karboxylovych skupin HK bol studovany Andelkovi¢ a spol., kde predmetom &tudie
bola interakcia modifikovanych anemodifikovanych HK sionmi kadmia. Modifikécia
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zahriovala v tomto pripade blokaciu karboxylovych skupin, pomocou metanolu ationyl
chloridu. Z vysledkov vyplyvalo, Ze sa iony kadmia viazali preferencne na nemodifikované
HK, ¢o dokazuje maoritny vplyv karboxylovych skupin nainterakciu [24].

4.2 Interakcia huminovych kyselin s organickymi ionmi

Cela rada latok, zodpovedné za znecistenie Zivotného prostredia, ma povahu organickych
iénov. Véazba tychto latok na HK predstavuje jednu z moznych ciest ako odstranit’ tieto latky
z prirodnych zdrojov. Z tohto dévodu sa vel'a stadii avyskumov zaujima o vazbu medzi HK
aionovymi organickymi ionmi.
4.2.1 Interakciasfarbivami

Mnohé &udie potvrdili, Ze huminové kyseliny vyznamne ovplyviuju adsorpciu farbiv na
adsorbenty rézneho pévodu. Zermane aspol. zigtili, Zze pri zvySeni hodnoty pH zmesi
adsorbentu a HK nastdva zlepSenie adsorpcie bazického farbiva (Basic Yellow 28) na
adsorbenty rézneho pdvodu. Dovodom je, Ze pri zvaSeni pH zmes dodlo k disociécii
funk¢nych skupin HK, ¢im sa zvySil negativny n&boj povrchov adsorbentov [25]. Podobny
pozitivny vplyv dosiahol Zhang aspol., ktory na vyskum pouZzil nanoc¢astice FesO4 ovrstvené
HK. Vysledky ukézali, Ze nanocastice sHK na povrchu adsorbovali vacsie mnozstvo
metylovangl modrej ako samotnéHK alebo nanocastice bez HK napovrchu. Zahlavny vazbovy
mechanizmus sa povazovali elektrostaticke sily [26].

Sheng a spol. sledoval interakciu medzi HK a kationovou toluidinovou modrou. Vysledky
ukézali vysoky vplyv pH aidnove sily na pozorovanu reakciu. Rastica hodnota pH ma
pozitivny vplyv na vazbovu schopnost’ HK, na rozdiel od i6nove sily, ktora ma negativny
vplyv. Rastuce pH spbsobuje disociéciu funkenych skupin, ¢o spdsobuje zvySenie negativneho
naboju HK. VySSia hodnotaiénove sily naopak spdsobila redukciu elektricke dvojvrstvy HK.
Zahlavny vazbovy mechanizmus sav tomto pripade povazovali elektrostatické sily [27].

4.2.2 Interakcia sinymi organickymi ionovymi latkami

Iglesias aspol. vo svojg &tudii [28] sledova interakciu biocidov paraquatu akyseliny
(4- chlor-2-metylfenoxy)octovej (MCPA) sHK so zameranim na vplyv pH aionove sily.
Vysledky preukézali to, ¢o publikova i Sheng aspol. [27], interakcia kationovej organicke
l&tky, v naSom pripade paraquat, s HK bolasilngSiapri zvySenegl hodnote pH a zniZzeng iénovej
sile. U MCPA bola pozorovand mensia ochota interagovat’ s HK, pretoze MCPA vykazovala
aniénova formu. Za hlavny vézbovy mechanizmus sa ivteto publikécii povaZovali
elektrostatické sily, i ked” pri nizkom HK, kedy boli HK mao ionizované, prevazovali
v interakcii vodikové vazby a Van der Waalsove sily.

Nakashima aspol. pouzili fluorescenénu spektroskopiu na stadium interakcie derivatov
pyrénu sHK. Derivdty mali povahu neutrdnu, aniénovu akatiénovl. Nasledne boli
porovhavané vazbové konstanty, ktoré boli ziskané pomocou ustdenych fluorescencnych
zhédSacich technik. Tak ako sa v predodlych &tudiach a tu sa preukédzal silny vplyv
elektrostatickych sil. NgjvacSiu hodnotu vézbove) kondtanty vykazovali kationové derivéty
anamensiu vykazovali anionové derivéty pyrénu. V tejto Studii satieZ ukazalo, ze HK funguju
ako efektivny zhasSa¢ fluorescencie pyrénovych derivatov [29].

16



4.2.3 Rhodamin 6G

Rhodamin 6G (R6G) patri do skupiny xantenovych farbiv. Si to laky s komplexnymi
molekulami, obsahujlice kruhové &ruktdry a malcu planarny a rigidny charakter [30].
Struktira Rhodaminu 6G je znézornena na Obr. 5.

Toto farbivo sa vyznatuje dobrou fotostabilitou avysokym kvantovym vyt'azkom
fluorescencie. VInovadizka absorpéného maxima sa nachédzav okoli hodnoty 530 nm, emisné
v okoli 550 nm [31]. VyuZiva sa ¢asto ako fluorescen¢né sonda v biochémii, k monitoringu
membranove fuzie, k mikroskopickym &udidm bunkovych procesov aStruktdr, k analyze
proteinov ajeto dolezité laserové farbivo [32]. Pretieto vlastnosti bol preto vybrany Rhodamin
6G ako zastupca organickych iénov v mojgj praci.

Obr. 5: Sruktdra R6G [30]
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5 EXPERIMENTALNA CAST

5.1 PouZitéchemikalie

Rhodamin 6G

Huminové kyseliny (IHSS Standard izolovany z Leonarditu)
Metylované huminové kyseliny (pripravavid'. kapitola 5.3)
Hydroxid sodny

Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrét
Dihydrogenfosforetnan sodny dihydrat

Deionizovana voda (Purelab)

Septonex

5.2 PouZitépristroje

Spektrofotometer UV-VIS HITACHI U-3900H
Fluorescencny spektrometer Horiba FluoroL oge
Spektrofluorometer Fluorocube, Horiba Jobin Yvon Scientific, Inc.
Fluorescencny spektrofotometer EDINBOURGH

5.3 Selektivha metylacia huminovych kyselin

Cast’ IHSS HK bola podrobenéa sel ektivnej metylécii. Dovodom bolo porovnanie a $tidium
vplyvu tejto modifikécie na interakcii s modelovym organickym ionom. Do ésmych kadi¢iek
bolo navéZzené vzdy po 2 g IHSS HK aku kazdému mnoZstvu bolo pipetovanych 8 ml
chloroformu a4 ml metanolu. Nésledne bolo do kazdej kadi¢ky bolo po kvapkéch pridavanych
8 ml TMS-DM v hexéne. Zmesi boli mieSané 2 hodiny na magnetickeg mieSacke v digestory
anésledne bolo do kazdej kadic¢ky pridanych 1,5 ml TMS-DM. Metylované HK sangjprv susili
v digestory pri laboratorngj teplote cez noc anasledne boli premiestnené na Petriho misky
asuSené v suSiarni pri 40 °C. SuSenie prebiehalo dovtedy, kym sa z mHK neodparilo
nezreagované metylacné cinidlo. Touto modifikaciou doSo k esterifikacii karboxylovych
skupin v &truktare HK.

54 UV-VIS spektroskopické experimenty
5.4.1 Pripravavzoriek

Hodnoty koncentrécii pripravovanych vzoriek boli prevzaté z prace mojg konzultantky
[33], ktora realizovala pilotni experimenty zmerané na Studium vplyvu chemicke modifikacie
HK naich interakciu s organickymi ionmi.

Pre experimenty bol pripraveny zasobny roztok IHSS HK o koncentrécii 1 g/l rozpustenim
prislusného mnozstva v 0,01 M NaOH. Rovnako sa postupovalo v pripade mHK. Zasobny
roztok Rhodaminu 6G skoncentraciou 0,1 g/l bol pripraveny riedenim zasobného roztoku

skoncentraciou 1 g/l, ktory bol pripraveny rozpustenim daného mnoZstva v deionizovane
vode. Na doplnenie vzoriek nafindlny objem bol pripraveny fosféovy pufor o pH 6,9-7, ato
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rozpustenim mnozstva NaH2PO4.2H20 (0,748 g) a NapHPO4.12H20 (1,862 g) v deionizovane)
vode nafinany objem 1000 ml.

Nameranie UV-V IS spektier boli nachystané sady vzoriek HK, mHK, Rhodaminu 6G aich
zmesi. Najskor boli pripravené vzorky obsahujluce len jeden reaktant. Rhodamin 6G bol
pipetovany do dvoch odmernych baniek, v jedng s vyslednou koncentréciou 1 umol/l, v druhej
s koncentréciou 10 umol/l. HK g mHK boli rovnako ako Rhodamin 6G pipetované do dvoch
odmernych baniek, v jedngj svyslednou koncentréciou 2 mg/l, v druhgj s koncentréciou 20
mg/l. Tieto zmesi boli pripravené nasledne. Do jednegl odmerngj banky bolo pipetovanych 120
ul zésobného roztoku Rhodaminu 6G a 50 ul HK. Do druhej odmernej banky bolo pipetovanych
1,2 ml zé&sobného roztoku Rhodaminu 6G a0,5 ml HK. Rovnako boli pripravené i zmes
s mHK. Finany objem, 25 ml, v kazdej banke bol doplneny fosfatovym pufrom.

5.4.2 Meranie absorpénych spektier

V zorky obsahujice Rhodamin 6G sHK amHK (postup vid'. kapitola 5.4.1) boli aplikované
do kremenng kyvety aich absorpéné spektra boli merané pomocou spektrofotometru UV-VIS
HITACHI U-3900H. Nastavenie spektrofotometru bolo nasledovné:

Rozsah vinovych diZok: 200-900 nm
Rychlost’: 300 nm/min

Zmenalamp: 340 nm

Sirka &rbin: 4 nm

Krok: 1 nm

Samotné meranie prebiehalo nasledovne: ngjskor boli spektra vSetkych vzoriek merané
oproti fosfatovému pufru (referencni vzorek). Neskér boli merané diferencné spektra zmes
Rhodaminu 6G sHK, a s mHK, ato vzdy oproti jednému zreaktantov s prisiusSnou
koncentraciou pouZitému ako referencnd vzorka. V&etky ziskané absorpéné spektréa boli
exportované do Excel dokumentu. Zo ziskanych hodnét absorbancii boli zostavené spojové
bodoveé grafy.

5.5 Fluorescenéné metody

55.1 Pripravavzoriek

Hodnoty koncentracii pripravovanych vzoriek boli taktieZz prevzaté zprace moje)
konzultantky [33].

Pre experimenty bol pripraveny zasobny roztok IHSS HK skoncentréciou 0,1 ¢/l
rozpustenim prislusného mnozstvav 0,01 M NaOH. Rovnako sa postupovalo v pripade mHK.
Zasobny roztok Rhodaminu 6G skoncentraciou 330 uM bol pripraveny rozpustenim
zodpovedgjuceho mnoZstva farviva v deionizovang vode ariedenim. Merané vzorky boli
doplnené nafina ny objem fosfatovym pufrom, ktorého pripravaje spominanav kapitole5.4.1.

Na meranie zh&Sania adbb Zivota fluorescencie bolo nachystanych sedem vzoriek
Rhodaminu 6G s HK asedem s mHK. Do odmernych baniek bolo pipetovanych vzdy 75 pl
zasobného roztoku Rhodaminu 6G ardzny objem zasobného roztoku HK, mHK (0 ml, 0,125
ml, 0,25 ml, 0,5 ml, 0,75 ml, 1,0 ml, 1,25 ml). Findny objem, 25 ml, bol doplneny fosf&ovym
pufrom.
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5.5.2 Meranie emisnych spektier

Vzorky sfarbivom arasticou koncentraciou HK, mHK (postup vid'. kapitola 5.5.1) boli
aplikované do kremenngj fluorescenéng kyvety aich emisné spektra boli merané pomocou
fluorescencného spektrofotometra EDINBOURGH. Nastavenie spektrofotometra bolo
nasledovné:

VInovéa dizka excitécie: 520 nm
Oc¢akavané maximum emisie: 550 nm
Sirka &rbin: 1,05 nm

Rozsah emisného spektra: 530-650 nm
Krok: 1 nm

w W W W W

Samotné meranie vzdy zatinalo vzorkou, ktord neobsahovala HK, mHK. Pri tejto vzorke sa
otakévala najvasSa intenzita emisie. Sirka &rbin pristroja, ktora bola nastavena podra
spominang vzorky, zostala nezmenena pocas celého merania. Ziskané emisné spektra boli
exportované do Excel dokumentu. Maxima v emisnych spektrach boli nasledne pouzité
na stanovenie zhaSacej konstanty z Stern-V olmerovej rovnice.

5.5.3 Korekcia emisnych spektier

Z dévodu mozného vplyvu vnutorného filtracného efektu (vid’. kapitola 3.2.2.2) naemisné
spektra bola pri ziskanych intenzitach fluorescencie prevedena korekcia podl'a rovnice (2).
K zisteniu pozadovanych absorbancii meranych vzoriek bol pouzity UV-V 1S spektrofotometer
HITACHI U-3900H s nastavenym rozsahom vinovych dizok 650-520 nm, s krokom 1 nm
aSirkou Strbin 4 nm. Ziskané absorpéné spektra boli exportované v podobe dokumentu MS
Excel.

5.5.4 Meraniedoby Zivota fluorescencie

Pre stanovenie mechanizmu zhaSania fluorescencie Rhodaminu 6G huminovymi kyselinami
boli vzorky (priprava vid'. kapitola 5.5.1) podrobené analyze ¢asovo rozliSeng fluorescencie
pomocou pristroja Fluorocube, ktory pracuje na principe metddy TCSPC. Nastavenie
spektrofluorometra Fluorocube bolo nasledovné:

Excitaéna vinova dizka nanoLED diddy: 455 nm
Sirka pulzu diédy: 1,2 ns
Emisny monochromator: 550 nm
Excitacny polarizator: 0°

Emisny polarizétor: 54,7°
Coaxial delay: 65 ns

TAC range: 50 ns

RT preset: 0 s

Peak preset: 10 000 counts
Repetition rate: 1 MHz

Sync delay: O ns

Signdl diédy bol nastaveny pouzitim koloidného kremika (ludox) pri nastaveni emisného
monochrométora naexcitasni vinov( dizku zvolengj nanoL ED diddy, 455 nm. Poklesy intenzit
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fluorescencie u meranych vzoriek boli zaznamenavané pomocou programu DataStation
Version 2.4. K ziskaniu déb Zivotafluorescencie Rhodamiinu 6G z nameranych dét bol pouzity
program DAS6 Fluorescence Decay Analysis, ktory pracuje na principe nelinedrngj regresie
metédou ngimenSich Stvorcov. V tomto programe boli namerané data prekladané 1-2
exponencid nou matematickou funkciou. Vysledné data boli exportované v podobe textového
dokumentu a nésledne prepisané do dokumentu M 'S Excel.

555 Ustédlenéa fluorescenéna spektroskopia

Priprava vzoriek sa od predchadzajucich fluorescencnych metod s, ked’ze sledujeme
fluorescenciu huminovych kyselin aich metylovang modifikécie. Pre experiment bol
pripraveny zasobny roztok IHSS HK s koncentréciou 0,1 g/l rozpustenim prislusného mnoZstva
v 0,01 M NaOH. Rovnako sa postupovalo v pripade mHK. Nasledne boli vytvorené dve sady
vzoriek. V obidvoch sadéach bolo zastipené mnozstvo HK, amHK, s vyslednou koncentraciou
0,01 g/l. Vdruhg sade vzoriek bol kHK, amHK, pridané mnoZstvo |&ky Septonex
s vyslednou koncentraciou 0,001 g/l. Zasobny roztok latky Septonex s koncentraciou 0,1 g/l bol
pripraveny rozpustenim prislusného mnozstva v deionizovanej vode.

Pripravené sady vzoriek boli nésledne aplikované do kremenngj fluorescenéngj kyvety aich
excitatné a emisné spektrd boli merané pomocou fluorescenéného spektrometra Horiba
FluoroL oge. Nastavenie spektrometra bolo nasledovné:

Excitatné maximum: 280 nm

Emisné maximum: 450 nm

Sirka &trbin: 5 nm

Optickadraha: 1 cm

Rozsah excitacného spektra: 240-550 nm
Rozsah emisného spektra: 300-600 nm
Krok: 5 nm

IHR 320 (detekcia): vypnuté

Nastavené formuly: R1, T1, TUR1, T1J/R1c

wn

w W W W W W W W

Excitatné aemisné maximum bolo nastavené pri sledovani prvého vzorku pomocou
kontroly pristroja. Ziskané Udaje boli exportované do dokumentu formatu Origin, ktoré
pomocou OriginViewer boli skopirované askorigované Stern-Volmerovou rovnicou (vid'.
kapitola 5.5.6). Upravené hodnoty intenzit fluorescencie boli vyuZité k vytvoreniu 3D grafov
emisnych aexcitacnych spektier.

5.5.6 Korekciaexcitaénych a emisnych spektier

Z dévodu mozného vplyvu vnatorného filtracného efektu (vid’. kapitola 3.2.2.2) na
excitatné a emisné spektra bola pri ziskanych intenzitach fluorescencie prevedena korekcia
podl'a rovnice (2). K zisteniu poZadovanych absorbancii meranych vzoriek bol pouzity UV-
V1S spektrofotometer HITACHI U-3900H s nastavenym rozsahom vinovych dizok 600-240
nm, s krokom 1 nm asirkou medzery 4 nm. Ziskané absorpcné spektra boli exportované
v podobe dokumentu M S Excel.
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6 VYSLEDKY A DISKUSIA
6.1 UV-VISspektroskopia

Ciel'om tohto merania bolo zistenie, respektive ozrejmenie interakcie huminovych kyselin
s Rhodaminom 6G. V grafe na Obr.6 mdzeme vidiet' absorpéné spektrd Rhodaminu 6G,
huminovych kyselin surcitou koncentraciou aich zmesi, merané oproti fosfatovému pufru.
Dalge absorpéné spektra sroznymi koncentréciami, alebo réznych modifikécii ngdete
v Priloha 1 aZz Priloha 3. Pre zistenie konkrétnych zmien v absorpénom spektre bola pouzita
diferencna UV-VIS, tj. meranie zmesi oproti jednému zreaktantov, v naSom pripade
Rhodamin 6G aebo huminové kyseliny, respektive ich metylované modifikécie.
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Obr.6: UV-VIS spektrd huminovych kyselin s koncentraciou 20 mg/l, R6G s koncentraciou 10 ymol/|
aich zmesi merané proti fosfatovému pufru

Dalge absorpéné spektrda Rhodaminu 6G ajeho zmesi boli merané proti roztoku
huminovych kyselin s koncentréciou zhodnou s je koncentréciou v zmes s Rhodaminom 6G.
Vysledné UV-VIS spektrum zmesi ukazuje Obr. 7. V grafe je viditel'na interakcia Rhodaminu
6G s huminovymi kyselinami, ktoré sposobili, Ze v absorpénom spektre zmesi nastal pokles
absorpéného maxima ado3o k ¢ervenému posunu, ¢iZze k posunutiu absorpéného maxima
k vy&im vinovym dizkam. Tento Ukaz bol viditelny & pri vySSich koncentréciach, ae g pri
metylovanych modifikédciach huminovych kyselin (vid. Priloha 4 az Priloha 6).
V metylovanych modifikéciach sme s mohli v&mnut mierngjSie poklesy aposuny maxim
absorbancie Rhodaminu 6G v porovnani od nemetylovanych.
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Obr. 7: UV-VIS spektra R6Gs koncentraciou 1umol/l sledované proti pufru a jeho zmesi s HK
s koncentraciou 2 mg/l sledované proti HK s koncentraciou 2 mg/l

Tieto schopnosti huminovych kyselin, ktoré sinterakciou s farbivami zmeniaich absorpéné
spektrum (ddjde k posunu k vysSim vinovym dizkam), si vdmol Hongmei Zhang s kolegami
v interakcii huminovych kyselin s malachitovou zelenou [34], i Zanini aspol. v interakcii
soxazinom [35]. PrivSetkych spomenutych meraniach, vratane nasho, sa meralo
s predpokladom, Ze medzi reaktantmi dochédza k vzniku n-n interakcii medzi aromatickymi
kruhmi huminovych kyselin a Rhodaminu 6G. Prave vd’aka tymto interakciam maji huminové
kyseliny taky vplyv na Rhodamin 6G g iné farbiva, aky sme mohli vidiet’ na predchadzajcich
grafoch.

Na Obr. 8 (vid’. Priloha 7 az Priloha 9) mbzeme sledovat’ vplyv farbiva na huminové
kyseliny. M&zeme vytvorit z toho zaver, Ze tak ako huminové kyseliny ovplyviuju farbiva, tak
farbiva neovplyviiuja huminové kyseliny. Zvlastnost'ou je zakrivenie spektrav oblasti, kde by
absorboval samotny Rhodamin 6G. Ked’Ze sledujeme jeho zmes s huminovymi kyselinami, tak
vlastne porovnavame dva rézne Rhodaminy 6G, , blank“ Rhodamin 6G je iny Rhodamin 6G
v zmes s huminovymi kyslinami, respektive sich metylovanou modifikaciou. Z poslednych
grafoch sa da konstatovat’, aky vplyv maju vsetky skimané modifikéacie huminovych kyselin
nafarbiva, kde sl menenéich vlastnosti pomocou n-n interakcii.
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Obr. 8: UV-VIS spekird HK s koncentraciou 2 mg/l sledované oproti pufru aje zmesi s R6G
s koncentraciou 1 umol/l edované proti R6G s koncentréciou 1 gmol/I

6.2 ZhaSanie fluorescencie

V tomto experimente sa vyuzila schopnost’ fluorescencie Rhodaminu 6G. Experiment mal
dve casti, cielom prvého merania bolo meranie zhaSania fluorescencie Rhodaminu 6G
huminovymi kyselinami a porovnat’ vplyv modifikéacie huminovych kyselin natato interakciu.
Druhou ciel'om merania bolo uré¢enie mechanizmu zhéSania fluoreskujiceho farbiva pomocou
merania dob Zivota fluorescencie Rhodaminu 6G v pritomnosti zhaSaca.

Vzorky obsahujuce kon&tantni koncentraciu Rhodaminu 6G arastlce koncentracie
huminovych kyselin, respektive metylovanej modifikéacie (priprava vid’ kapitola 5.5.1), boli
merané vo fluorescencénegl kyvete pomocou fluorospektroskopu. Rovnako boli vzorky odmerané
i na UV-VIS spektrometre, kde ziskané absorbancie boli vyuZité na korekciu nameranych
intenzit fluorescencie podl'arovnice (2). Pri vSetkych prezentovanych vysledkoch sa pracovalo
s korigovanymi hodnotami intenzity fluorescencie.

Vysledné emisné spektrd, ¢ize zavisost intenzity fluorescencie na vinovej dizke, ukazuje
Obr. 9, na ktorom méZeme vidiet intenzity fluorescencie zhaSané nemodifikovanymi
huminovymi kyselinami. Na Obr. 9 nagrafe je vidiet', Ze intenzita fluorescencie Rhodaminu
6G klesa s koncentraciou huminovych kyselin. Zhodny vysledok dosiahol g Hafuka a spol.,
ktori taktiez sledovali zhaSanie Fluoresceinu aRhodaminu 6G. Ti zistili dslaby G¢inok
huminovych kyselin na Fluorescein (FSC), ae silny na Rhodamin 6G (R6G), ¢o bolo g
dévodom pouzitia tohto farbiva ako zastupcu organickych iénov, kedZze podra Hafuku
huminové kyseliny reaguju |epSie na katiénové iony (R6G) ako na anidnové (FSC) [36].
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Rovnaky trend vykazuju vzorky s modifikovanymi huminovymi kyselinami (vid’. Priloha
10), obidve modifikacie funguju ako zhasa¢ fluorescencie Rhodaminu 6G.

2,0E+06
1 8E+06 Rhodamin 6G
1 6E+06 50,5 mg/I HK
1 4E+06 s 1 mg/l HK
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Obr. 9: ZhaSanie fluorescencie R6G pomocou koncentracngj rady huminovych kyselin s koncentraciou
0,19/

Aj ked” metylovana modifikécia vykazuje rovnaky trend zh&Sania ako nemodifikovana, je
vidiet mierny rozdiel v emisnych spektrach Rhodaminu 6G. Priklad je zndzorneny na Obr. 10,
na ktorom vidime emisné spektra ,, blank“ Rhodaminu 6G a zmes s huminovymi kyslinami, g
jg modifikovangl modifikécii s rovnakou koncentréciou, presnejSie s koncentraciou 0,004 g/l.
Rovnaky trend bol dosiahnuty vo vSetkych meranych koncentraciéch.

Nemodifikované huminové kyseliny zh&Saja fluorescenciu Rhodaminu 6G viac ako ich
metylovana modifikécia, takze ak berieme mieru zhdSania ako znamku ako interaguju
huminové kyseliny sRhodaminom 6G, tak mézeme kon&tatovat, Ze pokles zhaSania
metylovanych huminovych kyselin je obmedzenie interakcie, ktoré mohlo spbsobit’ prave
metyléciav Struktire tejto modifikécie.
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Obr. 10: Porovnanie zh&Sania fluorescencie R6G huminovych kyselin a ich metylovangl modifikacii
s rovnakou koncentracii

Maxima intenzit fluorescencie vSetkych nameranych vzoriek boli pouZité ku zostrojeniu
z&vidosti popisané Stern-Volmerovou rovnicou, vid. rovnica (2). Vysledky pre vzorky
shuminovymi kyselinami ametylovanych modifikécii sl znazornené v grafe na Obr. 11.
Vd'akatejto zavidosti st mézemetaktiez vaimnat rozdielu medzi huminovymi kyselinami aich
metylovanou modifikéaciou, kde hodnoty pomerov Fo/F boli niZzSie pri modifikovanych
huminovych kyselinach, ked’Ze zhaSali mengj ako nemodifikované.
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Obr. 11: Pomer korigovanych intenzit fluorescencie R6G s a bez zhaSaca v zavidosti na koncentr&cii
huminovych kyselin/methyl ovanych huminovych kyselin

Z dotergjSich vysledkov sa nevie urcit’, o aky typ mechanizmu zhaSania sa jedna, preto sa
muselo prejst k druhg casti, ato k meraniu doby Zivota fluorescencie. Sada vzoriek bola
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rovnako pripravena ako v predodlych meraniach emisnych spektier. Néasledne bola podrobena
analyze ¢asovo rozliseng fluorescencngj metéde TCSPC. Vysledky, ktoré mdzeme vidiet
vgrafoch na Obr. 12 a Obr. 13 ukazai, Zze Rhodamin 6G vykazoval rast doby
Zivota snarastgjlcou koncentraciou huminovych kysdlin, zatial’ ¢o v zmesi Rhodaminu 6G
s metylovanymi huminovymi kyselinami zostala doba Zivota fluorescencie pribliZzne rovnaka.
Z toho plynie, Ze mechanizmus zhaSania Rhodaminu 6G huminovymi kyselinami je takmer
staticky, ¢ize nam vySiel zhodny vysledok s publikéciou od Hafuka a spol. [36].

V grafoch sa nachédza okrem nameraného ¢asu g jeho relativne zastUpenie, t.j. ako vel'mi
staticky bol mechanizmus zh&Sania. M6Zeme spozorovat’, Ze v pripade nemodifikovanych
huminovych kyselin klesa relativne zastlpenie majoritngj doby Zivota fluorescencie. Naopak
u metylovangj modifikacie sa relativne zastUpenie takmer nemeni. Z tohto merania mézeme
skondtatovat’, Ze zmes Rhodaminu 6G a metylovanych huminovych kyselin mé vacsi staticky
potencia mechanizmu zh&Sania ako maju zmesi s nemodifikovanymi. Naopak, s narastajicou
koncentraciou nemodifikovanych huminovych kysdlin nam rastie dynamicky potencia
mechanizmu zh&Sania fluorescencie. Pre prehl’ad vid'. Priloha 11 aPriloha 12 st zaznamenané
minoritné doby Zivota fluorescencie, ktoré si niZzSie ako je doba Zivota fluorescencie
Rhodaminu 6G bez zh&Saca. Ukazuju mieru dynamického potencidu mechanizmu zh&Sania
u danych sad vzoriek (modifikované vs. nemodifikované)
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o 4,1 % E
= 4,08 Zi i TAi
4,06 93 X
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4,02 91
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Obr. 12; Meranie doby zhaSania fluorescencie R6G a huminowvych kysdlin v zavisosti na koncentr&cii
huminovych kyselin spolu sich relativnym zastGpenim
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Obr. 13: Meranie doby zhd3ania fluorescencie R6G a metylovanych huminovych kyselin v zavisl osti
na koncentracii huminovych kyselin spolu s ich relativnym zastpenim

Staticky mechanizmus zh&Sania znamena v naSom pripade to, Ze vznikom vézieb medzi
Rhodaminom 6G ahuminovymi kyselinami sa tvori nefluoreskujaci komplex. Stern-
Volmerovarovnica, ktord ndm popisala pokles intenzity fluorescencie pri meraniach zh&Sania
fluorescencie, obsahuje asocia¢ni konstantu vzniku komplexu Ks. Hodnota konstanty v pripade
nemodifikovanych huminovych kyselin bola stanovena na 1558,9 1/g, v pripade
modifikovanych 284,17 1/g.

Zo zistenych hodnét mézeme konstatovat’, Ze i ked’” nemodifikované huminové kyseliny
vykazuju vasSi dynamicky mechanizmus zhaSania, tak ochotngjSie prebieha vznik
nefluoreskujtcich komplexov v zmesi. Pri modifikovanych huminovych kyselinach méze byt
pokles vzniku nefluoreskujucich komplexov spdsobeny zmenou v Struktdre, metyléciou.
Napriek tomu interakcia nebola Uplne podmienena pritomnost’ou funkénych skupin v Struktare
zhédSaca, v naSom pripade karboxylovych kyselin v huminovych kyselinach, ¢oho dékazom je,
Ze metylované huminové kyseliny pomerne dost’ zhasali fluorescenciu Rhodaminu 6G.

6.3 Ustéalena fluorescenéna spektroskopia

Z predodlych experimentov sme sledovali interakciu HK a Rhodaminu 6G, z pohl'adu ako
HK ovplyviiuja Rhodamin 6G. V tomto experimente sme preto zvolili novi kombinéciu
reaktantov, dévodom zmeny reaktantu bolo sledovanie vlastng fluorescenciu huminovych
kyselin. Ako zéstupcu i6novych organickych latok sme zvolili Septonex, ktory je Siroko
rozSireny aaplikacne zaujimavy model kationového tenzidu, a nedisponuje fluorescenénymi
vlastnostami.

Vzorky (priprava vid’. kapitola 5.5.5), boli merané vo fluorescencnegj kyvete pomocou
fluorescen¢ného spektroskopu. Rovnako boli vzorky odmeranéi naUV-VIS spektrometre, kde
ziskané absorbancie boli vyuZzité na korekciu nameranych intenzit fluorescencie podl'a rovnice
(2). Pri vZetkych prezentovanych vysledkoch sa pracoval o s korigovanymi hodnotami intenzity
fluorescencie.
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Vysledné excitatné a emisné spektra boli prevedené do excitatno-emisného spektier, ktoré
farbou. Ked porovndme spektrd HK amHK, mdZeme spozorovat’ rast vyskytu maxim
fluorescencie v nizsich vinovych diZzkach. Tento jav sa nazyva modry posun, je to jav, kedy
emisiaemitovane energie prebiehav niZSich vinovych dizkach. Tento jav s mdZeme vamnut
i v porovnani spektier HK aHK+Septonex, g Vv porovnani mHK a mHK+Septonex. Pre ich
lepSie porovnanie boli zostavené excitatno-emisné spektravid’. Priloha 13 a Priloha 14.

Rovnaké vysledky dosiahol i Yuan aspol. [37], ktory Studoval interakciu medzi HK
advoma druhmi antibiotik pomocou UV-VIS spektroskopie. Vysedky ukazali ¢erveny posun
absorpénych spektier  sjednym druhom antibiotik (sulfadiazin) amodry posun sdruhym
druhom antibiotik (oxytetracyklin). Pri zvySeni pH vzorkov vykazovali vsetky UV-V IS spektra
modry posun, ¢o mohlo byt spésobené disocidciou funkénych skupin HK. Z tohto zaveru
mbZeme skondtatovat’, Ze metyléciafunkénych skupin HK marovnaky vplyv naich viastnosti
ako zvySenie pH.
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7 ZAVER

Této bakalérska préca je zamerana na Studium interakcie huminovych kyselin sionovymi
organickymi latkami. Ciel'om prace bolo stanovit’ vplyv funkénych skupin na tdto interakciu.
K analyze interakcii boli vybrané vhodné spektroskopické metody: UV-VIS spektroskopia,
fluorescencné metody (zhaSanie fluorescencie adoba Zivota fluorescencie) austdena
fluorescen¢na spektroskopia.

V ramci UV-VIS experimentov pri merani zmesi Rhodaminu 6G a huminovych kyselin proti
roztoku huminovych kyselin alebo metylovanych huminovych kyselin s rovnakou koncentraciu
dodo v spektre Rhodaminu 6G k batochromnému posunu maxima absorpcie. Tymito
vysledkami bol potvrdend hypotéza o pritomnosti n-n interakcii medzi Rhodaminom 6G
ahuminovymi kyselinami.

Interakcia medzi Rhodaminom 6G ahuminovymi kyselinami, resp. ich metylovanymi
modifikéciami bola nésledne Studovana fluorescenénymi metddami. Potvrdili sme schopnost’
huminovych kyselin pregjavovat sa ako vyborny zhé&Sa¢ fluorescencie, ked’ srasticou
koncentraciou HK amHK klesala intenzita fluorescencie Rhodaminu 6G. Mechanizmus
zhéSania bol pomocou merania doby Zivota fluorescencie stanoveny ako prevazne staticky
adoba Zivota Rhodaminu 6G sa hybala okolo hodnoty 4 ns. Zo Stern-Volmerove zavislosti
boli uré¢ené asociaéné konstanty vzniku komplexu (Ks). Konstanta bola u HK vySSia ako
u mHK, ¢o naznacuje obmedzenie interakcie s farbivom vplyvom metylécie v &truktire mHK.
Metylované huminove kyseliny stale dostatocne zhé&Sali Rhodamin 6G, z ¢oho vyplyva, Ze
blokovanie karboxylovych skupin nezpdsobuje kmopletni absenciu interaci huminovych
kyselin s Rhodaminom 6G.

Posledna metdda na sledovanie interakcie huminovych kyselin sionovymi organickymi
l&tkami bolazvolendusta enafluorescenéndmetdda. Zastupcaidnovych organickych latok bola
namiesto Rhodaminu 6G ldtka Septonex. Metdda bola nastavena tak, aby sme sedovali
interakciu HK s organickymi ionmi z pohl'adu HK. V' excitacno-emisnych spektrach zmesi HK,
mHK a Septonexu v rdmci tohto experimentu dodlo k hypsochromnému posunu emisnych
intenzit fluorescencie oproti roztokom HK, mHK. Tento isty posun bol pritomny v porovnani
excitatno-emisnych spektrach roztokov HK amHK. Z tohto zaveru sa dé konstatovat’ vplyv
funkenych skupin HK naich reaktivitu.

V Setky prevedené spektroskopické metody sa ukazali ako pouZzitel'né techniky pre Studium
interakcie medzi huminovymi kyselinami aorganickymi iénmi apre postdenie vplyvu
funkénych skupin HK na tdto interakciu. Dosiahnuté vysledky, hlavne z posiedného
experimentu, predstavuju velkd motivéaciu aindpiraciu pre pokracujuci vyskum v oblasti
reaktivity huminovych kyselin. V nasledujlcich experimentoch by mohlo byt zaujimavé sa
zamerat'’ na interakcie HK sfarmaceuticky zaujimavymi organickymi latkami, alebo |atkami
svyuzitim v medicine, biomedicine. Taktiez by bolo zaujimavé sa zamerat’ na metddy, kde
budeme priamo na huminovych kyselinach pozorovat’ vplyv modifikécie naich reaktivitu, ako
to bolo u fluorescencnej ustélengj spektroskopii.
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9 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV
HL — huminové latky

HK — huminové kyseliny

mHK — metylované huminové kyseliny

TMS-DM — (Diazometyl) trimetylsilan

TCSPC — Time-correlated Single Photon Counting

R6G — Rhodamin 6G
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Priloha 1. UV-VIS spektra HK s koncentraciou 2 mg/l, R6G s koncentraciou 1 umol/l aich zmesi
merané proti fosfatovému pufru
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Priloha 2: UV-VIS spektrd mHK s koncentraciou 2 mg/l, R6G s koncentraciou 1 ymol/l aich zmesi
merané proti fosfatovému pufru
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Priloha 3: UV-VIS spektra mHK s koncentraciou 20 mg/l, R6G s koncentraciou 10 umol/l aich zmesi
merané proti fosfatovému pufru
0,9
0,8 ﬂ
07
0,6

0,5

ALl

04 ——Rhod10

——Rhod10+HK20 proti HK20
0,3

0,2

0,1

200 300 400 500 600 700 800 900
A [nm]

Priloha 4. UV-VIS spektrum R6Gs koncentraciou 10umol/l sledované proti pufru a jeho zmesi s HK
s koncentraciou 20 mg/l sledované proti HK s koncentraciou 20 mg/l
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Priloha 5: UV-VIS spektrum R6G s koncentraciou 1umol/l sledované proti pufru a jeho zmesi s mHK
s koncentraciou 2 mg/l sledované proti mHK s koncentraciou 2 mg/l
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Priloha 6: UV-VIS spektrum R6Gs koncentraciou 10umol/l sledované proti pufru a jeho zmesi s mHK
s koncentraciou 20 mg/l sledované proti mHK s koncentréciou 20 mg/l
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Priloha 7: UV-VIS spektra mHK s koncentraciou 2 mg/l dedované oproti pufru a jeg zmesi s R6G
s koncentraciou 1 umol/l sledované proti R6G s koncentréciou 1 gmol/I
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Priloha 8: UV-VIS spektra HK s koncentréaciou 20 mg/l sledované oproti pufru a jg zmesi s R6G
s koncentraciou 10 umol/l sledované proti R6G s koncentraciou 10 umol/I
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Priloha 9: UV-VIS spektra mHK s koncentraciou 20 mg/l sledované oproti pufru a jg zmes s R6G
s koncentraciou 10 xmol/l sledované proti R6G s koncentraciou 10 umol/I
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Priloha 10: Zhasenie fluorescencie R6G pomocou koncentracne rady metylovanych huminovych
kyselin s koncentréaciou 0,1 g/l
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Priloha 11: Meranie doby zhaSania fluorescencie R6G a huminovych kyselin v zavislosti na
koncentréacii huminowvych kyselin spolu s ich relativnym zastipenim — minoritné doby Zvota
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Priloha 12: Meranie doby zhaSania fluorescencie R6G a metylovanych huminovych kyselin v zavislosti
na koncentracii huminovych kyselin spolu sich relativnym zastGpenim — minoritné doby Zivota
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Priloha 13: Porovnanie 3D emisno-excitacnych spektier HK a HK+ Septonex s rovnakou spektralnu skalou
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Priloha 14: Porovnanie 3D emisno-excitacnych spektier mHK a mHK+ Septonex s rovnakou spektrélnu skalou
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