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ABSTRAKT

Hlavni naplni této diplomové prace bylo prostudovat interakce huminovych latek
s vybranymi kovovymi ionty pomoci titratni kalorimetrie. Byla provedena reserSe o reaktivité
huminovych latek a vyuziti modelovych sloucenin pii vyzkumu v této oblasti, jako nastroje
k snadnéjSimu pochopeni struktury, vlastnosti a vazebnych moznosti huminovych latek.
K charakterizaci studovanych huminovych kyselin byly pouzity metody elementarni analyzy,
FT-IR spektrometrie, potenciometrick¢ a konduktometrické titrace, kterymi byly ziskany
kyselosti huminovych kyselin - celkova kyselost a karboxylatovd kyselost. Byla
optimalizovana metoda isotermické titracni kalorimetrie k vyuziti pfi studiu reaktivity
huminovych kyselin, tato optimalizace byla nejlépe aplikovatelnd na soly huminovych
kyselin. Jako modely hlavnich vazebnych mist huminovych kyselin byly vybrany jednoduché
organické slouceniny- kyselina benzoova, kyselina ftalova, kyselina salicylova, pyrokatechol
a fenol. Z vysledka titraci byly vypocitany hodnoty reakcéni entalpie. Vysledky entalpii
z titraci modelli byly porovnany se semiepirickymi kvantové chemickymi vypocty podle
INDO metody.

ABSTRACT

The main object of the diploma thesis is study of interaction beetween humic acids and
selected metal ions using calorimetric titration. The research about reactivity of humic
substances is done comparing the different models used to describe the variety of properties
of humic substances. In experimental part the methods of FT-IR spektrometry, potenciometric
and conductometric titration are used to recieve the total acidity and carboxylic acidity
of lignite humic acid. The optimalization of isothermic titration calorimetry is done to be used
within study of reactivity of humic acids, revealing the best correlation with sols of studied
humic acid. The basic organic compounds were used including benzoic acid, ftalic acid,
salycilic acid, pyrocatechol and phenol as models of bonding groups in humic acids. The
reaction enthalpy was calculated from the titration of models and results were compared with
semiempiric quantum chemistry calculations following INDO method.

KLICOVA SLOVA:

huminové¢ latky, huminové kyseliny, isotermicka titracni kalorimetrie, prechodné prvky, méd’
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1 UVOD

Huminové kyseliny jsou piirodni latky, jsou jednou ze tii frakci huminovych latek,
rozpustné v alkaliich. Huminové kyseliny jsou povazovany za komplexni aromatické
makromolekuly. Struktura huminovych kyselin je zna¢né variabilni, li§i se pavodem,
naleziStém 1 zpusobem odbéru vzorku. Zajem o huminové kyseliny je piedevsim diky
velkému mnoZstvi nenahraditelnych funkci v pfirodé¢ a znacnému vyuziti v medicing,
agrochemii, stavebnictvi.

Dokazou zadrzet vodu v ptdé€, podili se na transportu zivin rostlinou, jsou regulatory
mnoha chemickych a biochemickych procesii. Jednou z dalSich vlastnosti je jejich pufracni
schopnost v Sirokém rozsahu hodnot pH. Jsou schopny interakce s Sirokym spektrem latek,
jako jsou kovy, organické a anorganické polutanty v ptid€. Tato schopnost je velice vyznamna
pii znecisténi ptd, proto se ve velké mife provadi vyzkum na objasnéni interakci huminovych
latek s okolim a jiz mnoho let se v&dci snazi detailné charakterizovat samotnou strukturu
huminovych latek.

K charakterizaci studovanych huminovych kyselin byly vybrany tyto metody: elementarni
strukturni analyza, potenciometrické a konduktometrické titrace, FT-IR spektrometrie.

Ke studiu interakci mezi huminovymi kyselinami a pfechodnymi kovy byla zvolena
metoda isotermické titra¢ni kalorimetrie. Cilem prace bylo ovétit moznosti této metody pii
studiu huminovych kyselin a optimalizovat postup méfeni pii pouziti téchto slozitych
systémt. Stejnym zplsobem byly prozkoumény jednoduché organické slouCeniny, jakozto
modely vazebnych mist, které se interakci s kovy ucastni a jsou za né¢ odpovédné. Jako
modely byly vybrany: kyselina ftalova, kyselina benzoova, kyselina salicylova, fenol
a pyrokatechol.



2 CIiL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo posoudit moznosti vyuziti isotermické titracni
kalorimetrie v huminovém vyzkumu, pfedevsim jako mozny néstroj ke studiu vzajemnych
interakci huminovych latek s ptechodnymi kovy. Optimalizovat postup méfeni a vyuzit pfi
studii jednoduché organické slouceniny, které modeluji hlavni vazebnd mista, ktera se
interakci s kovy ucastni.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Huminové latky

Huminové latky (HL) jsou pfirodni latky, které patfi mezi vysokomolekuldrni, pfevazné
cyklické slouceniny aromatického charakteru. Lisi se podle slozeni primarnich organickych
latek a podle biologickych podminek v pidé€. Prekurzorem huminovych latek je napt. gallova
kyselina a tannin, které vznikaji pfi tleni listi a dfeva. Tvofi zakladni organickou Cast ¢ast
pudy. Nejvice se huminové latky vyskytuji v padé a kaustobiolitech, coz jsou hoflavé
sedimenty organogenniho charakteru (napf. ropa, hnédé uhli, ¢erné uhli, lignit, raSelina). HL
se dale vyskytuji v dnovych sedimentech, odkud jejich rozpustné podily ptrechdzeji
do povrchovych vod. D4 se fici, Ze jsou vSudy pfitomné v zivotnim prostiedi. [1, 2, 3]

Huminové latky predstavuji Sirokou paletu rtiznych sloucenin, na jejichz tvorbé se podili
organické slouceniny, jako jsou sacharidy, pektiny, lignin, bilkoviny, tuky, vosky, Zivice,
ttisloviny a jiné. Vznikaji biologickou a chemickou humifikaci zivé hmoty, coz je proces
pfemény organickych latek. Pfi humifikaci je potieba zdlraznit pfedevS§im probihajici déje
polymerizanich a kondenza¢nich reakci produktii rozkladu primarni organické hmoty
na produkty, jez jsou vysledkem tzv. humifika¢niho procesu. [4]

Huminové latky se nejcastéji déli do tii hlavnich frakci, a to podle rozpustnosti:
*  Huminové kyseliny
* Fulvinové kyseliny
* Huminy

Vznik a rozdé€leni organické hmoty je podrobné zndzornén na Obr. 1. [2, 5 ]

Zivo&i¥né zbytky

ORGANICKA HMOTA

HUMUS BEZHUMINOVA HMOTA

iplné rozlezitelni orgamicki hmota

HUMINOVE KYSELINY HUMIN

- rozpusiné - nerozpusiné

VING 'l HUMINOVE
_ KYSELINY

Obr. 1 Vznik a rozdéleni organické hmoty




e Huminové kyseliny jsou rozpustné v roztocich alkalického ptivodu, ale nerozpustné
v kyselém prostiedi (pH < 2). Nerozpustnymi v kyselém prosttedi se stavaji kviili
protonaci karboxylovou schopnost.

o Fulvinové kyseliny jsou rozpustné v alkalickém a kyselém prostiedi
e Huminy nejsou rozpusné ve vodnych roztocich. Jsou nezéavislé na pH roztoku.
Vyse uvedené rozdéleni podle rozpustnosti jednotlivych frakci huminovych latek bylo
klasifikovano panem Berzeliusem (1839). Toto rozdéleni bylo rozsifeno panem Mulderem
o vlastnosti, které navic popisuji barevnost jednotlivych frakci a rozpustnost v danych

rozpoustédlech.

Huminové latky maji podobnou chemickou strukturu, ale lisi se chemickymi a fyzikalnimi
vlastnostmi. Obrazek €. zobrazuje vlastnosti frakci huminovych latek.

Huminové latky

fulvinové kyseliny | huminové kyseliny huminy

2 000 —— narast molekulové hmotnosti —— 30 000
45 % ——mM8M8— nartst obsahu uhliku —62%
48 % —— —  pokles obsahu kysliku — 30%

—_— pokles kyselosti —_—

———» pokles stupné rozpustnosti —»

Obr. 2 Viastnosti a rozdéleni huminovych latek [2]

FK a HK se li§i v mnoha smérerech. Fulvinové kyseliny maji niz§i molekulové hmotnosti
nez huminové kyseliny. Naopak ale maji vétsi obsah kysliku, coz je zaruceno tim, Ze obsahuji
vice funkCénich skupin, predevS§im karboxylovych, fenolickych a karbonylovych, nez
huminové kyseliny. Tato skute¢nost poukazuje na vétsi rozpustnost FK ve vodnych roztocich
pii vSech pH nez je tomu u HK. FK jsou méné¢ aromatické. Jednotlivé frakce se meni
zbarvenim, nerozpustné huminy jsou Cern, vice rozpustné jsou Sedé a hnédé¢ huminové
kyseliny, nejvice rozpustné jsou fulvinové kyseliny a ty maji barvu Zlutou. [2]

Huminové latky plni v padé fadu funkci, pfevazné zasobovaci, akumulacni, regulacni

a ochrannou. Proto je snahou ziskat huminovy preparat, ktery by mél podobné vlastnosti
a timto zpisobem vylepsil pidni podminky.[5]
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3.2 Huminové kyseliny

Huminové kyseliny (HK) jsou vSudypfitomné ptirozené se vyskytujici polymery, které
jsou dulezitymi prekurzory kerogenti, zZivice, ropy a uhli. Jsou povazovany za nejucinné;jsi
sloZku humusu.

Obr.3 Huminova kyselina pri 3500 x zvétseni[2]

3.2.1 Vznik a vyskyt huminovych kyselin

Huminové kyseliny vznikaji pfi rozpadu rostlinnych a zivocisnych zbytkli za pfitomnosti
vlhkosti procesem humifikace. Dosud nebyla vyvinuta zcela uspokojiva teorie, ktera by byla
schopna popsat vznik huminovych a fulvinovych kyselin v riznych prostiedich. Mezi
hypotézy vzniku huminovych latek patii

1.

Polyfenolova teorie - mnoho let se predpokladalo, ze huminové latky jsou odvozeny
od ligninu. Zbytky ligninu se hromadi ve zbytcich rostlinného materidlu, za postupné
ztraty methoxylovych skupin (-OCHj3), kterd je spojena s tvorbou o -hydroxyfenolii
a oxidaci alifatickych postranich fetézci za vzniku karboxylovych skupin (-COOH).
Predpoklada se, ze lignin pfi oxidaci reaguje s amoniakem, za vzniku kondenzacnich
produkt. Pfi tomto procesu se dusik stava soucasti cyklickych forem.

Ligninova teorie - popisuje dva zpusoby vzniku HL. V prvnim z nich, hraje lignin
stale dtilezitou roli. V tomto pfipadé¢ fenolické aldehydy a kyseliny uvolnéné z ligninu
pusobenim mikroorganismti projdou enzymatickou pfeménou na chinony, které
polymerizuji na makromolekuly huminové povahy. Druhy zplsob je podobny
predchozimu kromé toho, ze polyfenoly jsou syntetizovany mikroorganismy z jinych
zdroji uhliku, nez ligninovych. Polyfenoly jsou poté enzymaticky oxidovany
na chinony a pfeménény na huminové latky.
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3. Teorie kondenzace cukrl s aminy - tato teorie, Ze humus vznikd z cukrli, se datuje
k po¢ateCnim vyzkumim huminovych latek. Huminové latky vznikaji kondenzaci
aminosloucenin s redukujicimi cukry. Redukujici cukry a aminy neenzymaticky
polymerizuji na dusikaté polymery. Tato reakce probihd za béZznych podminek
pomalu. Predpokladem této teorie je, Ze reaktanty pro tvorbu huminovych latek jsou
produkty metabolismu mikroorganismd, které¢ vznikaji v hojném poctu. [6]

Huminové kyseliny se vyskytuji na mnoha mistech v pfirod¢€. Jsou ve vSech typech pady,
sedimentech, raSelin€, uhli, fekach. Byly extrahovany z rostliny Pilayella littoralis, to bylo
poprvé, kdy bylo navrhnuto, ze HK nevznikaji jen neregulovatelnymi mikrobialnimi
rozklady. Déle bylo prokdzano, ze HK se vyskytuji v gastro-intestindlnim traktu lidi a zvifat.
Jsou absorbovany zvitaty, cirkuluji v jejich krevnim obéhu a jsou metabolizovany v jatrech.

[7]

3.2.2 Vlastnosti a struktura huminovych kyselin

Huminové kyseliny jsou schopny interakce s Sirokou skdlou latek, jako jsou kovy,
organické a anorganické polutanty v ptidach a vodach. Dalsi velmi vyznamnou vlastnosti
huminovych kyselin pifitomnych v padé je jejich vysokd pufracni schopnost v Sirokém
rozsahu hodnot pH. Toto je zpiisobeno predevs§im disociaci kyselych funkénich skupin,
na které jsou huminové kyseliny bohaté. [8]

Struktura huminovych kyselin je znacné rozdiln4, 1isi se plivodem, naleziStém, ale zélezi
také na odbéru vzorku, protoze huminové kyseliny se chovaji jako zivy organismus
azavhodnych podminek méni svou strukturu. Tento proces je dulezitou soucasti
pudotvornych procesi.

Vsechny typy huminovych kyselin obsahuji prvky C, H, O, N, S a P. Huminové kyseliny
jsou vSeobecné povazované za komplexni aromatické makromolekuly, ve kterych spojeni
mezi aromatickymi skupinami zajiStuji aminokyseliny, aminocukry, peptidy a alifatické
slouceniny. Hypoteticka struktura huminové kyseliny obsahuje volné a vazané fenolické
skupiny -OH, chinonové struktury, dusikové a kyslikové atomy ve funkci mistkl
a karboxylové skupiny umisténé na aromatickych kruzich. [6]

HC=0
COOH COOH . -
Ho ("_OOH ((IZH OH),4 sacharid H,\‘
eioNa I S S .
—0 —N 0o 0 ; COOH
HO | \ \ CH=CHy
~
oA oA 0 o@—CH 0 COOH
MN= —0
4 \
° " 4 oH
R—(‘ZH 0
(‘Z=O peptid
NH

|

Obr. 4 Struktura molekuly huminové kyseliny podle Stevensona (1984) [6]
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3.2.3 Funk¢ni skupiny

Huminové kyseliny jsou v podstaté soustava velkych polyfunkcénich skupin, jako jsou
lipidy, uhlovodiky, aromatické slouceniny a dal$i. Vyplyva tedy, Ze se vyrazné lisi obsah
funk¢nich skupin u huminovych kyselin podle jejich ptivodu a vzniku. Pfitomné funkcni
skupiny jsou zodpovédné za jejich reaktivitu a je velmi dilezité urcit jejich obsah a rozlozeni
uvnitt kyselin. Reak¢énimi misty jsou ve struktufe huminovych pfedevSim mista schopna
ionizace. Tato mista obsahuji atomy kysliku, dusiku a siry formujici karboxylové¢, fenolové,
hydroxylové, aminové a thiolové funkéni skupiny. Kyselé vlastnosti huminovych kyselin jsou
ptifazovany karboxylovym a fenolickym funkénim skupinam. Tyto skupiny jsou zaroven
mezi hlavnimi funk¢énimi skupinami zptisobujicimi interakce huminovych kyselin s okolnimi
latkami. Fenolickych skupin obsahuji huminové kyseliny obvykle méné nez skupin
karboxylovych, pificemz se témto skupindm pfisuzuje mensi kyselost nez skupinam
karboxylovym. [9]

3.2.4 Vazebné moZnosti huminovych kyselin

Z hlediska c¢astého vyuziti huminovych latek v ochrané zivotniho prostfedi, napi.
v sanacnich technologiich, je diilezité znat vazebné interakce latek s kontaminujicimi latkami,
polutanty, tézkymi kovy, které se wvyskytuji v prostiedi. Z prozkoumanych vlastnosti
huminovych latek a ze znamych informacich o struktufe dokédzeme pfiblizn¢ odvodit mozné
vazebné interakce. Diky dostupnym informacim v této oblasti miizeme predpokladat nékteré
typy vazebnych interakci. Mezi typy vazeb patii: [10]

Iontova vazba

Vazba vychazi ze vzajemného pisobeni elektrostatickych sil mezi pevnymi naboji
ptitomnych funk¢nich skupin a ionty v roztoku. Tato vazba je piedpokladana u reakci
s alkalickymi kovy, amoniakem.

Koordinacni vazba

Tento typ vazby predstavuje nejdilezitéjsi typ interakce HL s ionty kovii. Vznik této vazby
je pravdépodobné zpiisoben velkym zastoupenim karboxylovych, fenolickych a dalSich
funkénich skupin ve struktufe HL. Nejvice se u huminovych latek této vazby podili
karboxylové a fenolické funkcni skupiny. Disociaci skupin je mozno ovlivnit hodnotou pH
prostiedi. Ve slabé kyselém prostiedi se na vzniku vazby podili karboxylové skupiny, naopak
pii pH nad 7 se na vazbé zaCinaji podilet skupiny fenolické. Obecnym rysem vznikajicich
komplexi je fakt, Ze s rostoucim pH roste jejich stabilita.

Vodikové mustky

Z hlediska, ze presnd struktura huminovych latek neni dostatecné¢ znamad, daji
se pfedpokladat vazebné interakce typu vodikovych mustki, z hlediska pfitomnosti n¢kterych
funk¢nich skupin (amidova, laktamova, nitrilovd). Tyto vazby se 1 pfes nizky energeticky
obsah muzou podilet na vazebnych schopnostech huminovych latek.

Hydrofobni interakce

Tyto interakce vznikaji pfi styku nepolarnich skupin (napt. alkylovych) nesenych
molekulami, které se nachazeji ve vodnych roztocich, kde tyto interakce mohou vychazet
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napf. pusobenim Van der Waalsovych sil nebo piesunu m-elektront. Tyto interakce jsou
nejCastéjSi predpoklddanou vaznou interakci mezi HL s hydrofobnimi alifatickymi
kontaminanty.

Rozsahlé studie poukazuji na fakt, Ze pouze malo HL se vyskytuje v pide ve volné formé,
ale mnoho jich je vazanych na jil nebo na jiné mineralni slozky pudy. Interakci HL
se slouceninami v ptd¢, vznikaji:[2]

Soli nizkomolekularnich organickych kyselin

Vznikaji reakcemi organickych kyselin (octova, Stavelova, fumarova a mlé¢na kyselina)
s minerdly (magnezit, kalcit, siderit) nebo solemi minerdlnich kyselin s véapenatymi,
draselnymi a jinymi kationty.

Soli alkalickych kovit a kovi alkalickych zemin
Tyto soli se déli na humaty (soli HK) a fulvaty (soli FK). Vznikaji reakci alkalickych
kationti (Na *, K ¥, Ca *", Mg *") s karboxylovymi skupinami HL.

Komplexy s kovy

Komplexy s kovy vznikaji, kdyz dvé nebo vice usporadanych pozic okolo iontu kovu jsou
obsazeny donorovymi skupinami jednoduchych ligandl, ¢imz se potom vytvoii vnitini
kruhova struktura. V padé roli ligandl plni jednoduché organické slouceniny a funkéni
skupiny HL. Afinita funk¢nich skupin HL k tvorbé vazby s kovy klesa v nésledujicim potadi:

-O0"> -NH,> -N=N- > -COO > -O- > CC=0
enolat amin azo karboxylat ether karbonyl

Schopnost kovovych iontil tvofit komplexy klesa v potadi:

Schopnost HK a FK tvofit komplexy vyplyva hlavné z toho, Ze obsahuji kyslikaté funk¢ni
skupiny, napt. karboxylové, fenolické a karbonylové. [11]

Afinita reakci huminovych kyselin s kovovymi ionty, predev§im reakci karboxylové
skupiny s ionty se zvySuje v piitomnosti kyslikaté funkéni skupiny v ortho poloze viici
karboxylové skupiné. Vznikaji tak bifunkéni koordina¢ni mista. V HK jsou to predevSim
salicylové nebo dikarboxylové typy:

R o} R

R

Obr. 5 Salicylové typy
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Obr. 6 Dikarboxylové typy

Ortho uspotfadani fenolitickych skupin vici karboxylové skuping, je zadouci k vytvoteni
vhodné¢ stabilnich komplexi, které jsou poutany silnymi vazbami. Kdyby fenoliticka skupina
byla v poloze meta nebo para vici karboxylové skuping, k vytvofeni komplexu by
nedochazelo. [11]

Obr.7 Vazba kovu na dvé fenolové skupiny v ortho poloze

K tvorbé komplext dochazi také v ptipadé, ze dvé karboxylové skupiny jsou k sobé
v poloze ortho. Vazani kovového iontu pies karboxylové skupiny ma nizsi chelatujici efekt.
Vazba kovu na dvé fenolické skupiny v ortho poloze je slabsi kviili relativné nizké vazebné
energii fenolického kysliku s kovy pii vytvaieni zna¢n€ napnutého nelatujiciho kruhu. [11]

Obr. 8 Vazba kovu na dveé karboxylové skupiny v ortho poloze

Vzhledem k tomu, ze huminové kyseliny se v roztoku chovaji jako polyanionty, vicemocné
kovové ionty s velkou afinitou vzhledem k HK jsou schopny sitovat huminové kyseliny.
Takto mize vzniknout hydrogel huminovych kyselin z roztoku humatu a chloridu méd’natého,
ktery obsahuje pravé ionty Cu’’, které zapii¢ini sifovani huminovych kyselin a vznik
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hydrogelu odliSnych vlastnosti oproti tradi¢né piipravovanému hydrogelu — sraZeni roztoku
humatu koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou [11].

3.2.5 Stanoveni entalpie pomoci kalorimetrie

Metody termické analyzy sleduji vlastnosti systému (hmotnost, energii, rozmér, vodivost
a dalsi) jako dynamickou funkci teploty. Pro tyto metody je zdkladnim dilezitym jevem
zména entalpie (AH). Kazdou fyzikalni a chemickou zménu lze charakterizovat zménou
obsahu Gibbsovy volné energie (AG). [12]

Kazdy systém se snazi dosdhnout takového stavu, kterému odpovidd niz$i hodnota
Gibbsovy volné energie. Pfikladem pfemény miize byt tani, var, sublimace, krystalicka
pfeména apod. Kazdou pfeménu charakterizuje teplota a zména entalpie. Zménu entalpie
muzZe provazet i zména hmotnosti sledované latky. [12]

Diplomova préce je predev§im zamétena na stanoveni entalpie pomoci isotermické titracni
kalorimetrie.

Obecné lze tyto interakce modelovat reakcemi makromolekuly M s mensSimi ligandy X
podle schématu, které je mozno napsat v souhrnn¢ ve tvaru (1): [13, 14]

M + nX - MXn (1)

Diky titracni kalorimetrii jsme schopni vyhodnotit diillezita termodynamickéa data, ktera
charakterizuji kvalitu interakce mezi M a X. Konkrétné se jedna o rovnovaznou konstantu K
(tzv. binding constant) a reakéni teplo AH ° (tzv. heat of binding), parametr n (number of
sites), kterym je ddna stechiometrie studovaného procesu. Néasledné lze ze ziskanych dat
vyhodnotit standardni reakéni Gibbsovu energii AG °. [13, 14]

AG® = —RTInK )

AH® — A G°
AS® = ———— €)

Podle hodnoty AG ? je mozno usoudit ,,jak ochotn&* reakce probiha. Zaporné hodnoty AG®
indikuji, 7e reakce probiha zleva doprava. Cim je hodnota zaporn&jsi, tim reakce probiha
ochotngji (tim v&tsi je i hodnota K). Jsou-li hodnoty AG® kladné, reakce samovolné neprobiha

tak, jak je zapsana. Reakce by probihala samovolné zprava doleva.

Z rovnice Gibbsovy energie, kterou pro konstantni teplotu plati ve tvaru:
AG® = AH® — TAS® 4)

Z rovnice (4) vyplyva, ze hodnota AG 0 se sklada ze dvou &lent entalpického (AH %)
a entropického (-TAS °).
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Zaporna hodnota reak¢ni entalpie (teplo se uvoliuje) indikuje, Ze v reakci prevlada energie
uvolnéna pii tvorb& vazeb v produktu. Kladna hodnota AH ° (tj., teplo se spotfebovava)
indikuje, ze v reakci prevlada energie spotfebovana na §tépeni vazeb. [13, 14]

Reak¢éni zména entropie souvisi s vyslednou neuspotadanosti déje. Zaporné hodnoty
AS’naznacuji, Ze neusporddanost systému klesa. Kladné hodnoty znamenaji, Ze
neuspotradanost stoupd. V ptipadé reakci (1) je zfejmé, Ze dochazi ke vzniku vétsi
uspotadanosti a tedy AS ° je zaporné. K tvorbé stabilnich slou¢enin MX n, musi byt AG °
zéporné. To znamend, ze kladnd hodnota Clenu (-TAS %) musi byt pfevazena dostatecné
velkou zapornou hodnotou AH °, ktera indikuje vznik pevnych vazeb. [13, 14]

3.3 Metody charakterizace huminovych kyselin

3.3.1 FT-IR spektrometrie

Infracervend spektrometrie je analytickd metoda, ktera se zabyva identifikaci a strukturni
charakterizaci organickych sloucenin, v mensi mife i anorganickych latek. Slouzi k méfeni
a vyhodnocovani absorp¢nich spekter molekul, které absorbuji elektromagnetické zateni
v rozsahu vinovych délek 0,78-1 000 mm, coz odpovidéa vinoctu 12 800-10 cm™. [15]

Infracervené zafeni ma vétsi vinovou délku a nizsi energii nez zaieni UV-VIS. Principem
metody je absorpce infracervené¢ho zareni pii prichodu vzorkem, kdy dochazi ke zméné
rotacn¢ vibracnich energetickych stavi molekuly v zavislosti na zménach dipdlového
momentu molekuly. Analytickym vystupem je infracervené spektrum, které je grafickym
vyjadfenim zavislosti energie, vétSinou vyjadiené v procentech transmitance (7) nebo
jednotkach absorbance (4) na vinové délce dopadajiciho zateni. [15]

Ditlezitou skutecnosti je relativni nezavislost vibraci jednotlivych c¢asti molekuly
(funkénich skupin) na ostatnich molekulovych vibracich. Toto je zdklad pro vyuziti IR
spektrometrie ve strukturni analyze. V disledku toho maji totiz rizné funkcni skupiny
relativné stalé vibracni frekvence bez ohledu na to, v jakych organickych skeletech jsou
pritomny. Absorpéni pasy, které maji vrcholy v intervalu 4000 — 1500 cm™ jsou vhodné pro
identifikaci funkénich skupin (napt. —OH, C=0, N-H, CH; a dalSich). Pasy v oblasti
1500 — 400 cm™ jsou nazyvané oblasti ,,otisku palce®. Tyto piky jsou charakteristické pro
funk¢ni skupiny a studované latky. [16, 17, 18]

Infracervend spektroskopie poskytuje velké mnozstvi informaci o vyznamnych skupinach
atoml a typd vazeb, jako jsou hydroxylové skupiny, ketonické skupiny a jiné, dale pak
informuje o pozici vybranych skupin v molekule huminové¢ kyseliny. Diky této metod¢, hojné
vyuzivané k charakterizaci, ziskdvame dilezité dopliujici informace o struktuie huminovych
kyselin. [17]

Fourierova transformace piinesla v oblasti IR spektroskopie zjednoduSeni a zkvalitnéni
méieni. FT-IR spektrometry jsou pfistroje pracujici na principu interference spektra, které
méfi na rozdil od disperznich pfistroji interferogram modulovaného svazku zéafeni po
pruchodu vzorkem. Pfi meéfeni dopada na detektor vzdy cely svazek zareni. Takové
uspofadani umoznuje experimenty, pfi nichz dochazi k velkym energetickym ztratam, to
znamend, ze muzeme meéfit siln¢ absorbujici vzorky nebo miizeme analyzovat pevné ¢i
kapalné vzorky v odraZzeném svétle pii pouziti nastavcl- reflektanéni spektrometrie. FT-IR
spektrum nabizi mnohem vyssi rozliSeni nez klasické IR spektrum. [15]
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3.3.2 Potenciometricka a konduktometricka titrace

Tyto techniky jsou populdrni jako spektrochemické metody kvantitativni analyzy.
Primarné jsou tyto metody zaloZzeny na méfeni potencidlu (potenciometrie) nebo pievracené
hodnoté odporu tj. vodivosti (konduktometrie). Méteni jsou v pfimém vztahu k analytické
koncentraci. Tyto vlastnosti jsou pouzity ke stanoveni koncového bodu titrace. Metody jsou
dostupné, jednoduché a levné. Podéavaji pomérné ptesné vysledky. [19]

Potenciometrie

Potenciometricka titrace slouzi ke stanoveni bodu ekvivalence. Bod ekvivalence zjistime
z méfeni rozdili potencidli mezi dvéma elektrodami (indikacni, srovnavaci) ponofenymi
do titrovaného roztoku v zavislosti na mnozstvi ptidavaného odmérného roztoku.

Bod ekvivalence vyhodnotime z potenciometrické kiivky. Potenciometrické titracni kiivky
maji esovity charakter. Bod ekvivalence odpovida inflexni bodu kiivky. [18, 20]

Konduktometrie

Béhem konduktometrické titrace méfime vodivost titrovaného roztoku. Zména vodivosti
byva vyvolavdna vyménou jednoho iontu o urcité pohyblivosti za ion s rozdilnou
pohyblivosti. Nastane bud’ pii nezménéné celkové koncentraci iontli, nebo naopak zménou
celkové koncentrace iontli. Zména vodivosti nastavd pied nebo za bodem ekvivalence.
Konduktometrické kiivky jsou zavislé na sile pfislusné kyseliny nebo zasady. [18,20]

3.3.3 Izotermicka titra¢ni mikrokalorimetrie

V soucasné¢ dobé se izotermicka titracni kalorimetrie (ITC) stavd casto pouZzivanou
metodou pro charakterizaci mezimolekularnich interakci a rozpoznavani reakci s vynikajici
citlivosti. Dokéaze spolehlivé urcit miru afinity.

Touto technikou lze latky studovat nejen v roztoku, ale také v suspenzich, protoze zakal
nebo zbarveni nemd zadny vliv na méfeni. Dale mohou byt termodynamické parametry
interakce méfeny bez imobilizace, Gpravy nebo oznaCovani vazebnych partnerii a bez
omezeni molekulovou hmotnosti.

Obecny princip ITC se zakldd4d na méfeni tepla, které je generovano nebo absorbovano
v interakci mezi dvéma molekulami. ITC se vyuziva k urceni konstant stability, stechiometrie,
interakce entalpii, za ur¢itych podminek i entropie, Gibbsovy volné energie a miize byt i touto
metodou zjisténa zména tepelné kapacity. [21]

Udaje ziskané z ITC byly ziskany v mnoha oblastech, naptiklad polymerni chemie,
nanotechnologie, bunécné biologie a biochemie. V dalSich knihach byla zvetejnéna aplikace
pii studiu biologickych rozpoznéavacich reakcich, pii pozorovani aktivity enzymi
a biotechnologii, objevovani 1é¢iv — vyvoji a rozvoji.

Isotermicky titracni kalorimetr se sklada ze dvou cel, jedna cela je na vzorek méfici, druha
cela slouzi jako referencni. Kalorimetr je vyroben z u¢inné tepelného vodivého materidlu,
ktery je obklopen adiabatickym obalem. Strikacka s kapilarou se pouziva k titraci roztoku do
méfici cely obsahujici vzorek. K detekci teplotnich rozdilit mezi celami se pouzivaji citlivé
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termoelektrické obvody. Pfi méfeni musi byt zachovany isotermické podminky mezi nimi
(AT=0). Schéma zékladniho kalorimetru vidime na obrazku €. 9. [22]

[— -]
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Obr. 9 Zakladni konfigurace isotermického titracniho kalorimetru [22]

Béhem titratniho procesu je pozorovana zmeéna teplotniho toku uvnitt meéfici cely.
Kalorimetr méfi energii potfebnou k udrzeni izotermickych podminek mezi celami. Na grafu
¢. 10 (A) zmény tepla v zavislosti na ¢ase (min) je vidét série pikli proudéni tepla. Oblast pod
piky dava zménu vazebné entalpie (AH). Z grafu €. 10 (B) zavislosti zmény teplotniho toku na
koncentraci roztoku, se daji vycist informace o entalpii (AH), konstanté¢ K, o stechiometrii
vazani, kterd se da pouzit k vypoctu zmény entropie (AS) a Gibbsovy volné energie (AG). [22,
23, 24]
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Obr. 10 (4) Prvotni udaje z ITC experimentu, (B) Zavislost entalpie na koncentraci
roztoku [22]
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4 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

4.1 Vyuziti modeli p¥i studiich huminovych kyselin, reaktivita HK

Matoucim pii studovani struktury byly interpratace UV—VIS méteni bez znalosti struktury.
Pro jejich zlepSeni jsou pouzivany modelové latky, ve kterych jsou studovany charakteristické
skupiny podilejici se na reaktivit¢ huminovych kyselin. Autor prace [25] J. A. Tossell
pouzival modely hydrochinonu a chinonu jako donor akceptorovych komplexti pro vysvétleni
NIR, IR a VIS spekter huminovych kyselin. V jeho praci bylo prokazano, ze na podobu
spekter ve studovanych oblastech maji vliv nejen substituenty na aromatickych jadrech
studovanych sloucenin, ale také vzdalenost mezi aromatickymi kruhy. Pii vypoctu volnych
energii pak zjiStoval, ze donor akceptorové interakce ve zminéném systému nevznikaji
z volnych donorovych a akceptorovych komplext, ale spiSe znucenych ¢i nahodnych
kontakti donorovych a akceptorovych kruht.

V praci [26] byla srovnavana reaktivita modelovych latek strukturné podobnych vazebnym
mistim v huminovych kyselinach vi¢i samotnym huminovym kyselinam. Slo o porovnavaci
studii vazebného chovani kationtd médi shuminovymi kyselinami a jednoduchymi
organickymi molekulami, zalozend na méfeni pomoci ultrazvukové spektrometrie. Jako
modely byly pouzity jednoduché organické slouceniny- hydroxykyseliny. Ve zminéné studii
byla vyuzita metoda vysoce rozliSovaci ultrazvukové spektroskopie, kdy bylo vyuzito méteni
rychlosti propagace ultrazvuku, ktery je citlivy na intermolekularni interakce, béhem titrace
organickych modeli méd'natymi ionty. Zavislost rychlosti ultrazvuku na mnozstvi pfidané
médi umoziuje stanovit jednotlivé interakce kovu s funkénimi skupinami a ur€it misto vazby
kovu na strukturu modelové slouCeniny. Pozorované rozdily pro jednotlivé modely
hydroxykyselin ukazuji, ze v kyselindch jsou pfitomny aktivni vazebnd centra ne jenom
sriaznou silou a stabilitou u formovanych komplext, ale také s riiznou pevnosti vazby a
schopnosti konformacénich zmén. Zavérem byla potvrzena vysoka senzitivita pouzité metody
pro dané méfeni.

V praci [11] byla provedena charakterizace struktury a vlastnosti huminovych kyselin,
fulvinovych kyselin véetné jejich reaktivity s prechodnymi prvky. Studie byla provadéna
pomoci EPR a FT-IR spektroskopie. S naslednou pomoci semiempirické INDO metody byly
spocitany interakéni energie komplext s pfechodnymi prvky. Bylo zjisténo, ze z HK a FK
vznikaji komplexy s prechodnymi prvky pfedevSim v mistech s aromatickymi strukturami
obsahujicimi karboxylové nebo hydroxylové funkéni skupiny. Zaroven vsSak jsou
ve strukturach studovanych kyselin zahrnuta riizna vazebna mista s riznou silou interakce.
Schopnost zachytu piechodnych prvkti ve struktufe by mohla byt vhodnd pro sanaci
a odstranéni obsahu ptechodnych prvka v pude.

S tvorbou komplext huminovych kyselin a pfechodnych prvki se potykaji mnohé védecké
prace.

V ¢lanku [27] byla autory M. L. Antonellim a spol. studovana komplexacni kapacita
fulvinovych a huminovych kyselin extrahovanych z feky a jezerniho sedimentu s ionty médi.
Vazebna kapacita byla studovdana pomoci titrace se selektivni elektrodou a pomoci
kalorimetrie. Pro stejny ucel byly také proméfovany komplexacni reakce médénych iontt
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smalymi molekulami obsahujicimi funkéni skupiny podobné funkénim skupinam
fulvinovych kyselin. Vysledky naznacuji, Ze se zvySujicim se pH se zvySuje podil vazaného
kovu ve fulvinové kyseliné. To muze byt pfisouzeno vzristu ionizace molekuly fulvinové
kyseliny. Vysledky kalorimetrie pak ukazuji, ze celkovy tepelny tok pfedstavuje zmenSujici
se exotermickou odpovéd pfi titraci vzhledem ke stoupajicim pH hodnotam.

Schopnost adsorpce divalentnich kationt huminovymi kyselinami je probirana ve védecké
praci Alexandra G. S. Prado [28]. V této praci byla porovndvana schopnost adsorpce
komer¢né pripravené huminové kyseliny a huminové kyseliny extrahované z raselinové pidy.
Adsorp¢ni proces u obou vyse zminénych kyselin byl spontanni a entropicky podporovany
1 ptes fakt, ze byl endotermicky. To mize byt vysvétleno uvolnénim vice nez jednoho protonu
pro kazdy adsorbovany kationt, coz zpiisobuje tzv. chelatacni efekt, ktery je entropicky
uptfednostinovan. Pfi pohledu na strukturni jednotky kyselin je mozné piisuzovat adsorpci
divalentnich kationtd zejména diky dusikovym a kyslikovym atomim, pfitomnym
v zasaditych aminech nebo kyslikovych centrech rozlozenych po celém biopolymernim
povrchu huminovych kyselin. [29]

Ve struktufe huminovych kyselin mtze pfi jejich komplexaci také dochazet k vzajemné
kompetici o vazebnd mista. Toto bylo sledovano v praci [30] o studiu vaznosti kationti médi
avapniku vraselinovych huminovych kyselindch, vodnich huminovych kyselinach
a fulvinovych kyselindich pomoci iontové selektivni elektrochemie pfi riznych
experimentalnich podminkéch zahrnujicich napf. zmény pH, iontové sily roztoku, atd.
Ke konstrukci zakladniho modelu v této studii byly ¢aste¢né vyuzity Murrayovi a Linderovy
modely (1983, 1984).

Model nebyl zalozen na nastavitelnych parametrech, nybrz na experimentalné odvozenych
proménnych, sledovanych u jednotlivych kyselin, pfedev§im pak procentualnim sloZeni
uhliku, vodiku, karboxylovych a fenolovych skupin. Ve studii se zabyvali ur¢enim primérné
koncentrace vazebnych mist u jednotlivych kyselin v zdvislosti na mnoha proménnych.
Nasledn¢ byl zahrnut mozny model vypoctu k predureni vazebné sily zminénych kovi
v huminovych kyselindch. AvSak testy modelu prokazaly, Ze vazebné sily spocitané
matematicky dle modelu, byly niz$i nez pozorované v experimentu, pravdépodobné diky
podcenéni riiznorodosti vazebnych mist.

Interakce huminovych sloucenin sionty kovi z pohledu termodynamiky je sledovadna
Nicholasem D Bryanem a spol. [31]. V jejich studii jsou zahrnuty raSelinové a vodni
huminové, fulvinové kyseliny s molarni hmotnosti 2 800 (u vodnich fulvinovych kyselin) az
po 40500 (u raselinovych huminovych kyselin) jednotek. Proméfovany byly entalpie
pii interakcich kyselin s nékolika kovovymi ionty, vybrané ionty byly Cu®’, Cd*', La’”,
a AI’". Mé&feni probihalo na mikrokalorimetru ve vodnych roztocich s riiznou iontovou silou
pii koncentracich od 50 mmol. dm>do 5 mol.dm™. Bylo pozorovéno, Ze kroms interakci iontd
La®* pfi nizkych iontovych silach roztoku, jsou takové titrace endotermické. Toto zjistdni
naprosto neodpovida vysledkiim, které byly o¢ekavany pii moznych komplexacnich reakcich
charakteristickych  karboxylovych, hydroxylovych a fenolickych skupin. Pokud
si predstavujeme huminové kyseliny jako hmotu proniknutelnou ionty, kterd je v roztoku
obklopena difuzni elektrickou dvojvrstvou, je mozny pribéh komplexace spjat s vybitim
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vzniklé dvojvrstvy. Entalpie tohoto procesu je exotermni. Ve studii je jako mozné vysvétleni
podana zména entropie systému, diky které komplexace probiha.

Interakce huminovych kyselin probiha také naptiklad s proteiny. Ve studii [32] Wen Feng
Tana a spol. byla studovana interakce huminovych kyselin slysozymem. Bylo vyuZzito
metody dynamického rozptylu svétla a isotermalni titracni kalorimetrie. K pokusu byla uZzita
Cisténa huminova kyselina z firmy Aldrich a byly pfipravovany jeji rizné vzajemné
hmotnostni poméry s lysozomem. Agregace kyseliny s proteinem byla umoZznéna pomoci
KCl. Bylo gzjisténo, ze pii dosazeni isoelektrického bodu roztoku dochdzi k agregaci
v maximalni velikosti agregati 80 nm. Toho miize byt vyuzito pii studiu mozného
zachycovani patogennich proteint v piidé€ pravé huminovymi kyselinami.

V ¢lanku [33] byla titracni kalorimetrie pouzita k urCeni protoniza¢nich a ioniza¢nich
entalpii huminovych kyselin z raselinovych pid a akvatickych huminovych a fulvinovych
kyselin pfi proménném pH. Byly pouzity roztoky chloridu sodného a tetracthylammoného
chloridu. Bylo zjisténo, Ze protonacni entalpie prokazuje vyssi presnosti priabéhu entalpie pfi
vazani a uvolnéni protonu. Pod hodnotou pH 7 byly protonacni entalpie kyselin podobné
jednoduchym karboxylovym kyselindm a nebyl zfejmy Zadny vliv iontové sily roztoku.
V zésadité oblasti, pfi pH vyS$im nez 9 byly naméfené entalpie podobné jednoduchym
fenolickym kyselinam. Niz§i exotermické hodnoty byly pozorovany pfi iontové sile roztoku
I= 0,1 M. U roztoku NaCl bylo toto pfisuzovdno pierusenim vodikovych mustkii mezi
fenolickymi vodiky a pfilehlymi funkénimi skupinami obsahujicimi kyslik vlivem iontu Na".
Protonacni entalpie jako funkce pH a koncentrace roztoki odhaluji informace o ptavodu
a umisténi kyselych funkénich skupin huminovych substanci.
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Pouzité chemikalie

huminové¢ kyseliny

voda ¢isténa piistrojem PURELAB-flex
hydroxid draselny, p.a., Lach-Ner s.r.o.
dusi¢nan médnaty trihydrat, PENTA

kyselina dusi¢na p.a., Lach-Ner, s.r.o.

dusi¢nan draselny, Lachema

kyselina salicylova, Lachema

kyselina ftalova, Sigma-Aldrich

fenol, PENTA

pyrokatechol, Sigma Aldrich

kyselina benzoovéa, Lachema

chlorid méd’'naty dihydrat, p.a., Lach-Ner, s.r.o.
hydroxid sodny (Normex), Carlo Erba Reagents Group

5.2 Pouzité pristroje a zarizeni

pH metr (Mettler Toledo)

analytické vahy Sealtec SBC 31

FT-IR spektrometr Nicolet Impact 400

automaticky titrator Titroline Alpha plus Schott

kombinovany altimetr Mettler Toleto SevenMulti s pH elektrodou a vodivostni sondou

mikrokalorimetr TAM III (TA Instruments, USA)

5.3 Priprava vzorku a odmérnych roztoku

5.3.1 Priprava huminovych kyselin

Huminové¢ kyseliny byly pfipraveny alkalickou extrakei jihomoravského lignitu. Lignit byl
extrahovan smési 0,5 M NaOH a 0,1 M NasP,O; v poméru 120 g lignitu na litr roztoku.
Vznikld suspenze byla ponechéna pies noc v lednici. Nasledujici den byl slit roztok nad
pevnou fazi do nadoby a okyselen 20 % HCI na pH~1. Pevnéd faze byla opét extrahovana
1 dm® extrakéniho roztoku. Po hoding michani bylo provedeno sliti a okyseleni roztoku
20 % HCI na pH~1. Takto okyselené roztoky byly ponechany ptes noc v lednici. Nasledné
byly vysrazené HK od roztoku oddéleny odstfedénim (4000 RPM) a promyvany destilovanou
vodou do vymyti chloridovych ionti. HK byly vysuSeny v susarné pii 50 °C.
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5.3.2 Priprava odmérnych roztoku

Odmeérné roztoky 0,1 M KOH, 0,1 M KNO3, 0,1 M HNO3, 0,1 M NaOH

Odmérné roztoky 0,1 M KOH, 0,1 M KNOs, 0,1 M HNOs, 0,1 M NaOH byly ptipraveny
navazenim piesného mnozstvi dané latky do odmé&mych bangk o objemu 1 dm’. Odmérné
banky byly nasledn¢é doplnény vodou po rysku. Voda byla ptecisténa piistrojem PURELAB-
flex.

5.3.3 Priprava odmérnych (titra¢nich) roztoki

Titracni roztoky 0,1 M, 0,5 M a 1 M Cu(NO3),, 0,1 M, 0,5 M a 1 M CuCl,

Bylo navédzeno piesné mnozstvi Cu(NOs),:3H,O a CuCl,, tak aby odpovidalo
pozadovanym koncentracim, do odmémych ban&k o objemu 0,25 dm’. Odmérné bariky byly
doplnény vodou, ktera byla ptecisténa pomoci piistroje PURELAB-flex, po rysku.

5.4 Postup prace

5.4.1 Charakterizace huminovych kyselin

V této kapitole bylo hlavni naplni charakterizovat vzorek huminovych kyselin, se kterymi
bylo pracovano. Huminové kyseliny byly charakterizovany vybranymi metodami:
elementdrni analyzou, titracemi vedoucimi ke stanoveni celkové a karboxylatové kyselosti.
K ziskani dalezitych dopliiujicich informaci byla pouzita FT-IR spektrometrie.

Elementarni analyza HK. Po promyti destilovanou vodou a ususeni pii 50 °C, byl vzorek
HK podroben elementarni analyze na Ustavu struktury a mechaniky hornin Akademie véd
Ceské republiky v Praze, pomoci piistroje CHNSO Mikroanalyzétor Flash 1112 (Carlo Erba).

Stanoveni kyselosti HK pomoci titraci byla jedna z dalSich charakterizaci studované huminové
kyseliny. Potenciometrickymi a konduktometrickymi titracemi byla zjiStovana celkova
kyselost a karboxylatova kyselost. Celkovou kyselost jsme zjistili zpétnou a pifimou titraci.
Obsah karboxylatovych skupin byl ziskdn pomoci titrace s pouzitim octanu véapenatého.
Jednotlivé titrace byly provadény na automatickém titratoru, ktery byl propojen
s kombinovanym altimetrem a pocitacem. Pomoci softwaru byly zaznamenavany nameétené
hodnoty vodivosti a pH, toto zapisovani probihalo v nastavenych ¢asovych intervalech.

Postupy jednotlivych titraci:

a) Celkova kyselost — zpétna titrace
b) Celkova kyselost — pfima titrace
¢) Karboxylatova kyselost

ad a)

Pozadovana navazka ptiblizné¢ 100 mg vzorku huminovych kyselin byla rozpusténa
v 0,01 M NaOH o objemu 100 ml. Odmérny roztok 0,01 M NaOH byl pfipraven z normanalu.
Vznikly roztok byl dale nechan michédn hodinu na magnetické michacce kvili dokonalému
rozpusténi huminovych kyselin. Rozpusténa huminova kyselina v hydroxidu sodném byla
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nasledné titrovana 0,05 M HCI automatickym titratorem s konstantnim pfidavkem 0,05 ml
v intervalu 30 s, tento piidavek byl realizovan az do dosazeni celkového objemu titracniho
¢inidla 30 ml. Kazdych 5 vtefin byla zaznamenavana nameétend hodnota pH a vodivosti.
Celkova kyselost se urCuje z rozdilu spotteby titra¢niho ¢inidla pro titraci prebytku NaOH
(1. zlom vodivostni kiivky, 1. inflex na kiivce pH) a celkové spotfeby pifi vytitrovani
kyselych skupin HK (2. zlom na vodivostni kiivce, 2. inflex na kiivce pH).

ad b)

Pozadovana navazka pfiblizné¢ 100 mg vzorku huminovych kyselin byla suspendovana
v destilované vod¢ o objemu 100 ml. Jako v pfedchozim piipad€ byla suspenze HK michana
na magnetické michaéce stim rozdilem, ze byla michana 24 hodin. Po uplynulych
24 hodinach byla provedena piima titrace pomoci automatického titrdtoru. Suspenze HK
ve vodé byla titrovana titracnim cinidlem 0,05 M NaOH s konstantnim ptidavkem 0,05 ml
v Casovém intervalu 5 min, tento pfidavek byl realizovan az do dosazeni celkového objemu
titracniho ¢inidla 30 ml. Kazdych 30 vtefin byly zaznamenavany namétené hodnoty pH
a vodivosti. Celkova kyselost byla ur¢ena ze spotieby titra¢niho ¢inidla, odpovidajici hodnoté
inflexniho bodu na ktivce pH, resp. zlomu na vodivostni kiivce.

ad ¢)

Pozadovana navazka pftiblizn¢ 100 mg vzorku huminovych kyselin byla prevedena
do 125 ml Erlenmayerovy banky. K navazce HK bylo pfidano 10ml 0,5M octanu
vapenatého a 40 ml destilované vody. Ve druhé Erlenmayerové banice byl zaroven piipraven
slepy vzorek. Ve slepém vzorku bylo 10 ml 0,5 M octanu vapenatého a 40 ml destilované
vody. Oba vzorky v Erlenmayerovych bankéch, které byly zazatkovany, byly michany
na magnetické michacce po dobu 24 hodin. Po uplynulych 24 hodinach byly roztoky
prefiltrovany pies filtratni nalevku a byly promyty destilovanou vodou.

Uvolnéna kyselina octova byla stanovena titraci za pouziti automatického titratoru. Roztok
byl titrovan titranim cinidlem 0,1 M NaOH s konstantnim pifidavkem titracniho cinidla
0,05 ml v ¢asovém intervalu 30 vtefin, tento piidavek byl realizovan az do dosazeni
celkového objemu 10 ml. Stejny postup titrace byl aplikovan na slepy vzorek. Karboxylatova
kyselost byla urcena z rozdilu uvolnéného mnozstvi kyseliny octové ve vzorku huminovych
kyselin a ve slepém vzorku. Druhym zplisobem je zjistit toto mnozstvi ze spotieby titra¢niho
¢inidla odpovidajici hodnoté¢ pH=9,8.

Z dat ziskanych pii titracich byla vypocitdna zdanliva hodnota pK, vzorku huminovych
kyselin uréena z Henderson-Hasselbachovy rovnice (5)

©)

o
pH = pK, —log1

a je stupeni disociace, vypocitava se ze vztahu (6)
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v cnaonVnaon + [HY]+ (Vausp + Vxaon)

bc * 8HA (6)
CNaOH molarni koncentrace odmeérného roztoku
VNaOH molarni objem odmérného roztoku
Vsusp objem suspenze pred titraci
[H] koncentrace H'
b celkova kyselost
gHA navazka vzorku huminové kyseliny

FT-IR spektrometrie byla pouzita k ziskani doplitujicich informaci o vzorku huminové
kyseliny. K méfeni byl pouzit ptistroj FT-IR spektrometr Nicolet Impact 400 a lis na vyrobu
KBr tablet. Jako prvni jsem pfipravila KBr tabletu. KBr bylo rozetfeno v achatové misce.
Rozetfeny KBr byl Zihan v hlinikové misce po dobu 20 min. Dale jsem zhomogenizovala
smés vysusené¢ho KBr se sypkym vzorkem huminové kyseliny. Ve specialnim lisu na vyrobu
tablet byla vylisovana transparentni tableta, kterd byla vlozena do spektrofotometru. Bylo

naméfeno infradervené spektrum vzorku v rozsahu vino&tu od 400 do 4000 cm™.

Vysledky elementarni analyzy, vysledné kyselosti huminovych kyselin a ziskané
infraCervené spektrum huminové kyseliny jsou uvedeny v nasledujici kapitole 6.1
pojednavajici o vysledcich a diskuzich diplomové prace.

5.4.2 Optimalizace metody méfeni na mikrokalorimetru TAM III

Postupy, které vedly k optimalizaci metody

Jelikoz nebyly znamy ptedchozi postupy pro méfeni isotermické titra¢ni kalorimetrie
aplikovatelné na huminové kyseliny, musely byt vyzkouSeny rizné postupy méteni, podle
kterych bylo dosazeno reprodukovatelnych a pouzitelnych vysledkd.

1) Byla pfipravena suspenze huminovych kyselin o koncentraci 20 g /1 [28] do odmérné
baiiky o objemu 100 cm®. Navazka HK byla kvantitativng pievedena do odmérné baiky
a doplnéna vodou po rysku.

Pro titraci byly jako titra¢ni roztoky pfipraveny roztoky 0,1 M CuCl, a 0,01 M CuCl,.
Navazky chloridu médnatého byly kvantitativné pievedeny do odmérnych banck
0 objemu 50 cm” a doplnény po rysku &isténou vodou.

Postup a nastaveni pristroje TAM 111

o do mérné ocelové cely bylo mikropipetou napipetovano 1 ml vzorku (HK, voda),
uvniti cely bylo pfipevnéno zlaté michadlo, cela byla uzaviena a postupné zasouvana
do pfistroje,

o bylo nastaveno michéani na 90 otacek za minutu,

o do druhé ocelové cely byl dén referentni vzorek - voda, cela byla uzaviena
a postupn¢ zasouvana do pfistroje,

o stiikacka s kapilarou (Hamilton, objem 250 ul, kapildra- ocel) byla naplnéna
titracnim roztokem opatrné, tak aby neobsahovala bubliny,
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po zasunuti obou cel do pfistroje, byla do mérné cely zasunuta kapilara ze stiikacky,
ve které byl titracni roztok.

nastaveni méreni

- pocet injekci 50

- ptidavek 5 ul, doba ptidavku 5 s

- interval mezi pfidavky 10 min, doba méfeni 8 hodin
- celkovy objem titracniho roztoku: 250 pl

- teplota 25 °C

realizovand méreni timto postupem

- suspenze HK o koncentraci 20 g/l byla titrovana 0,1 M CuCl,
- slepy vzorek: voda titrovana 0,1 M CuCl,

- slepy vzorek: voda titrovana 0,01 M CuCl,

2) Byly pfipraveny suspenze huminovych kyselin o koncentraci 20 g /1 a 10 g /1. Postup

vyroby suspenzi stejny jako v bod¢ 1).

Pro titraci byla jako titracni roztok vybrana destilovana voda.

Postup a nastaveni pristroje TAM 111

)

do mérné ocelové cely bylo mikropipetou napipetovano 800 pul vzorku (HK-20 g/l,
10 g/1), uvnitt cely bylo pfipevnéno zlaté michadlo, cela byla uzaviena a postupné
zasouvana do pfistroje,

bylo nastaveno michéani na 90 otacek za minutu,

do druhé ocelové cely byl dan referentni vzorek - voda, cela byla uzaviena
a postupné¢ zasouvana do pfistroje,

stiikacka s kapilarou (Hamilton, objem 250 ul, kapildra- ocel) byla naplnéna
titracnim roztokem opatrné, tak aby neobsahovala bubliny,

po zasunuti obou cel do pfistroje, byla do mérné cely zasunuta kapilara ze sttikacky,
ve které byl titracni roztok.

nastaveni méreni

- pocet injekci 40

- pftidavek 5 pl, doba ptidavku 5 s

- interval mezi pfidavky 35 min, doba méteni 24 hodin
- celkovy objem titra¢niho roztoku: 200 pl

- teplota 25 °C

realizovand méreni timto postupem
- suspenze HK o koncentraci 20 g/l byla titrovana vodou, méteni provadéno 2x
- suspenze HK o koncentraci 10 g/l byla titrovana vodou, méfeni provadéno 2x

3) Byla pfipravena suspenze huminovych kyselin o koncentraci 20 g/l. S tim rozdilem,

ze nebyl pfipraven odmérny roztok, ale suspenze byla pfipravena pfimo v cele.
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Pro titraci byly jako titracni roztoky pfipraveny roztoky 0,1 M CuCl, a 0,5 M CuCl,.
Navazky chloridu médnatého byly kvantitativné pievedeny do odmérnych banck
0 objemu 50 cm’ a doplnény po rysku &isténou vodou.

Postup a nastaveni pristroje TAM 111

o do mémé ocelové cely bylo navazeno 16 mg HK (odpovidd koncentraci 20 g/l),
mikropipetou bylo napipetovano 800 pl vody-ptiprava suspenze HK, uvnitf cely bylo
piipevnéno zlaté michadlo, cela byla uzaviena a postupné zasouvana do pfistroje

o bylo nastaveno michéani na 90 otacek za minutu,

o do druhé ocelové cely byl dén referentni vzorek - voda, cela byla uzaviena
a postupn¢ zasouvana do pfistroje,

o stiikacka s kapilarou (Hamilton, objem 250 ul, kapildra- ocel) byla naplnéna
titracnim roztokem opatrné, tak aby neobsahovala bubliny,

o po zasunuti obou cel do pfistroje, byla do mérné cely zasunuta kapilara ze sttikacky,
ve které byl titracni roztok.

o nastaveni méreni
- pocet injekci 40
- ptidavek 5 pl, doba ptidavku 5 s
- interval mezi pfidavky 35 min, doba méfeni 24 hodin
- celkovy objem titra¢niho roztoku: 200 pl
- teplota 25 °C

o realizovand méreni timto postupem
- suspenze HK o koncentraci 20 g/l byla titrovana 0,1 M CuCl,
- suspenze HK o koncentraci 20 g/l byla titrovana 0,5 M CuCl,
- suspenze HK o koncentraci 20 g/l byla titrovana vodou, méteni provedeno 2x

cvwr

koncentrace Cinila 1 g/l. Pfesn¢ navazené mnozstvi HK bylo kvantitativné ptfevedeno
do kadinky, nésledné¢ bylo pfidano 10 ml 0,1 M NaOH, roztok byl michdn pomoci
magnetické michacky do uplného rozpusténi HK. Po rozpusténi HK bylo k roztoku
pfidano stejné mnozstvi 10 ml 0,1 M HNO:s.

Tabulka 1  Pripravené vzorky solii

Vzorek Koncentrace (g/1) Navazka (g)
sol 1 20 0,402
sol 2 10 0,201
sol 3 1 0,0201

Pro titrace soli HK byly pfipraveny titracni roztoky chloridu méd'natého rozpusténého
v 0,1 M dusi¢nanu draselném, ve tfech riznych koncentracich. Tyto koncentrace byly
0,1M CuCl,, 0,5M CuCl,, 1M CuCl,. Vzdy bylo navazeno mnozstvi chloridu
méd'natého o odpovidajici pozadované koncentraci do odmérné banky. Odmeérna barnka
byla doplnéna po rysku roztokem 0,1 M dusi¢nanu draselného.
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Postup a nastaveni pristroje TAM 111

o do mérné ocelové cely bylo mikropipetou napipetovano 800 ul vzorku solu, uvniti
cely bylo pfipevnéno zlaté michadlo, cela byla uzaviena a postupné zasouvana
do pfistroje,

o bylo nastaveno michéani na 90 otacek za minutu,

o do druhé ocelové cely byl dan referentni vzorek (voda, titratni roztok), cela byla
uzaviena a postupné zasouvana do pfistroje ,

o stiikacka s kapilarou (Hamilton, objem 250 ul, kapiléra- zlato) byla naplnéna
titracnim roztokem opatrné, tak aby neobsahovala bubliny,

o po zasunuti obou cel do pfistroje, byla do mérné cely zasunuta kapilédra ze sttikacky,
ve které byl titracni roztok.

o nastaveni méreni
- pocet injekci 40
- pftidavek 5 pl, doba ptidavku 5 s
- interval mezi pfidavky 35 min, doba méteni 24 hodin
- celkovy objem titra¢niho roztoku: 200 pl
- teplota 25 °C

o realizovand méreni timto postupem

- vzorek HK o koncentraci 1 g/l byl titrovan 0,1 M CuCl,

- vzorek HK o koncentraci 10 g/l byl titrovan 0,5 M CuCl,

- vzorek HK o koncentraci 20 g/l byl titrovan 0,5 M CuCl,

- vzorek HK o koncentraci 20 g/l byl jeste titrovan 1 M CuCl,

- jako referentni vzorek byl do druhé ocelové cely dan vzdy titracni roztok, ktery
se pouzival pfi dané titraci

-  byly méfeny slepé vzorky: sol 1 byl titrovan  prostfedim
(0,1 M NaOH + 0,1 M HNOs), druhy slepy vzorek byla titrace solul vodou, jako
posledni slepy vzorek byla titrace solu 1 roztokem 0,1 M KNO;

shrnuti méfeni soll je uvedeno v tabulce €. 2

Tabulka 2  Jednotlivé titrace solii

vzorek titrace CuNO; [M]
sol 1 1
sol 1 0,5
sol 2 0,5
sol 3 0,1

Optimalizovany postup k méreni na mikrokalorimetru TAM II1

Isotermicka titracni kalorimetrie
Byly pouzity HK ve tfech rtiznych koncentracich vodnych roztokd (soli). Nejvyssi
koncentrace byla vybrana 20 g/l (podle ¢lanku), dalSi koncentrace byla zvolena 10 g/l

v
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pfevedeno do kadinky, nasledné bylo pfidano 10 ml 0,1 M KOH, roztok byl michan pomoci
magnetické michacky do tplného rozpusténi HK. Po rozpusténi HK bylo k roztoku ptidano
stejné mnozstvi 10 ml 0,1 M HNOs. Timto postupem byly vyrobeny vzorky (Tabulka €. 3):

Tabulka 3  Pripravené vzorky huminovych kyselin

Vzorek Koncentrace (g/1) Navazka (g)
sol 1 20 0,402
sol 2 10 0,201
sol 3 1 0,0201

K méfeni isotermické titracni kalorimetrie pro porovnani s vysledky huminovych kyselin
byly vybrany jednoduché organické slouceniny. Jako tzv. modely. Témito modely byly
kyselina benzoova, kyselina ftalova, kyselina salicylova, fenol a pyrokatechol. Jednalo se
o molekuly obsahujici karboxylové a hydroxylové skupiny.

Roztoky téchto modelti byly pfipraveny ve 3 stejnych koncentracich jako huminové
kyseliny, navazku jsme ziskaly vypoctem pites pocet karboxylovych a hydroxylovych skupin,
pfesnéji feCeno zjejich kyselosti, tak aby odpovidaly kyselosti huminovych kyselin
o koncentraci 20 g/I, 10 g/, 1 g/l (tabulka €. 4, 5). Pfesnad navazka byla pievedena do odmérné
baiiky a doplnéna po rysku roztokem 0,1 M KNOs. Nepodafilo se ovSem timto zplsobem
pripravit vSechny roztoky modelovych sloucenin o danych koncentracich. Tato skute¢nost
byla zplsobena malou rozpustnosti nékterych organickych sloucenin ve vodném prostiedi.
(tabulka €. 5)

Tabulka4  Modely huminovych kyselin — obsah COOH, OH skupin, kyselost

Vzorek sumarné M, [g/mol] | COOH OH > COOH OH >
HK - - - - - 2,22 1,9 4,12
benzoova kyselina C;HqO, 122,12 1 0 1 8,19 0 8,19
ftalova kyselina CsHeO4 166,13 2 0 2 12,04 0 12,04
salicylova kyselina ~ C;Hg O; 138,12 1 1 2 7,24 7,24 14,48
fenol CsHsO 94,11 0 1 1 0 10,63 10,63
pyrokatechol Ce¢HeO, 110,11 0 2 2 0 18,16 18,16

pocet skupin v molekule | kyselost [mmol/g HK]

Tabulka 5  Rozpustnost modelii, piipravené vzorky v

Navazky [g/1] Piipravené vzorky

Vzorek rozpustnost [g/1] 1g/1 10 g/l 20 g/1 1g/1 10g1 20¢g/1
HK - 1 10 20 4 v v
benzoova kys. 34 0,5032 5,0315 10,0629 4 x x
ftalova kys. 6 0,3422 3,4223 6,8446 v v x
salicylova kys. 2 0,2845 2,8453 5,6907 v x x
fenol 82,8 0,3878 3,8775 7,7549 4 4 4
pyrokatechol 200 0,2268 2,2683 4,5366 4 v v
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Pro titrace HK a modelll byly pfipraveny stejné titracni roztoky dusi¢nanu médnatého
rozpusténého v 0,1 M dusicnanu draselném, ve tfech rGznych koncentracich. Tyto
koncentrace byly 0,1 M Cu(NOs),, 0,5M Cu(NOs),, 1 M Cu(NOs),. Vzdy bylo navdzeno
mnozstvi dusi¢nanu méd’natého o odpovidajici pozadované koncentraci do odmérné barky.
Odmérna baiika byla doplnéna po rysku roztokem 0,1 M dusi¢nanu draselného.

Postup a nastaveni pristroje TAM 111

©)

do mérné ocelové cely bylo mikropipetou napipetovano 500 ul vzorku (HK, model),
uvniti cely bylo pfipevnéno zlaté michadlo, cela byla uzaviena a postupné zasouvana
do pfistroje,

bylo nastaveno michéani na 90 otacek za minutu,

do druhé ocelové cely byl dan referentni vzorek (voda, titratni roztok), cela byla
uzaviena a postupné zasouvana do pfistroje,

stfikacka s kapilarou (Hamilton, objem 250 pl, kapilara-zlato nebo ocel podle vybéru
titraniho roztoku) byla naplnéna titracnim roztokem opatrné¢, tak aby neobsahovala
bubliny,

po zasunuti obou cel do pfistroje, byla do mérné cely zasunuta kapilara ze stiikacky,
ve které byl titracni roztok.

nastaveni méreni

- pocet injekci 50

- ptidavek 5 pul, doba ptidavku 5 s

- interval mezi pfidavky 10 min, doba méfeni 8 hodin
- celkovy objem titracniho roztoku: 250 pl

- teplota 25 °C

realizovand méreni optimalizovanym postupem

- vzorek HK a modelt o koncentraci 1 g/l byly titrovany 0,1 M Cu(NOs),

- vzorek HK a modelt o koncentraci 10 g/l byly titrovany 0,5 M Cu(NO3),

- vzorek HK a modell o koncentraci 20 g/l byly titrovany 0,5 M Cu(NOs),

- vzorek HK o koncentraci 20 g/l byl jesté titrovan 1 M Cu(NOs),

- jako referentni vzorek byl do druhé ocelové cely dan vzdy titracni roztok, ktery
se pouzival pfi dané titraci,

- byly métfeny slepé vzorky: titrace prostfedi, ve kterém byl vzorek HK.
0,1 M KOH + 0,1 M HNOs titrovano vodou. Druhy slepy vzorek bylo titrovani
prostiedi roztokem 0,1 M KNOs, tteti slepy vzorek byla titrace solu 1, ktery byl
titrovan prostfedim, ve kterém byla HK (0,1 M KOH + 0,1 M HNOs)

- vSechny provadéné titrace byly pro kontrolu méfeny 2x, vicekrat se z hlediska
dlouho trvajici titrace (n¢kolik hodin) neprovadélo.

shrnuti méfeni soll a modelt je uvedeno v tabulce €. 6
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Tabulka 6  Shrnuti méreni optimalizovanym postupem

vzorek titrace CuNO; [M]

sol 3 0,1
benzoova 1g/1 0,1
ftalova 1g/l 0,1
salicylova 1 g/l 0,1
fenol 1 g/l 0,1
pyrokatechol 1 g/l 0,1
sol 2 0,5
ftalova 10 g/l 0,5
pyrokatechol 10 g/l 0,5
fenol 10 g/l 0,5

sol 1 0,5 1
fenol 20 g/l 0,5
pyrokatechol 20 g/l 0,5

Obr. 11 Titracni cela mikrokalorimetru TAM 111



Ze ziskanych dat z mikrokalorimetru TAM III, pfi méfeni solii huminovych kyselin byly
ziskavany hodnoty entalpiii jednotlivych reakci a byly vytvafeny grafy zavislosti entalpii
na ptidavku méd’natych iontl. Z jednotlivych méteni bylo mozné poznat, kdy reakce prob¢hla
a byla méd’ navdzana na vSechna vazebna mista v huminovych kyselinach, predpokladame, ze
se Cu *" navazuje na karboxylové a hydroxylové skupiny, coz ve skute¢nosti nemusi vzdy
uplng odpovidat realité, protoze Cu®  ionty jsou schopny se vazat téZ na jind vazebna
mista.[34]

Z titracnich méteni modelovych sloucenin byly také ziskany hodnoty entalpii jednotlivych
reakci, stejné¢ jako v pripadé¢ méfeni soli. Vysledky entalpii byly porovndvany s modely
ptedchozi studie [11, 26], tyto modely byly pfirovnavany s vyslednymi vysledky entalpii
z jednotlivych méfeni.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Charakterizace huminovych Kkyselin

Elementarni analyza HK

Huminové kyseliny jsou vSeobecné povazovany za komplexni aromatické makromolekuly.
Nejvétsi zastoupeni v huminovych kyselinach maji prvky uhlik, vodik, kyslik, dusik, sira
a fosfor. Tato skutecnost se potvrdila ve vysledcich elementarni analyzy. Nejvétsi zastoupeni
v huminovych kyselindch z jihomoravského lignitu maji uhlik a vodik, o néco méné je
zastoupen kyslik a minimélni mnozstvi prakticky zanedbatelné jak vidime ve vysledcich
elementarni analyzy je u dusiku a siry. Bylo zjiSténo, ze HK maji 30, 53 % popela, vlhkost
5, 54 %.

Tabulka 7  Zastoupeni prvkii v HK v atomovych %, vztazeno na vzorek bez popela

prvek mnoZstvi (at. %)
uhlik 41,14
vodik 45,07
kyslik 12,85
dusik 0,81
sira 0,14
Stanoveni kyselosti HK

Ze ziskanych dat vodivosti a pH zavislych na pfidavku titra¢niho ¢inidla, byly sestaveny
grafy, ze kterych byly vypocitany kyselosti HK - celkovd kyselost huminové kyseliny
a karboxylatova kyselost.

Zde uvedena hodnota celkové kyselosti byla vypocitana zprimérovanim hodnot celkové
kyselosti ziskané pfimou (obr. 13) a zpétnou titraci (obr. 12). Celkova kyselost byla
4,12 mmol na gram HK. Karboxylatova kyselost byla vypocitdna obdobnym zptisobem. Jedna
hodnota byla ur¢ena ze spotteby titracniho ¢inidla odpovidajicimu inflexnimu bodu na kiivce
pH. Druha hodnota karboxylatové kyselosti odpovidala mnozstvi spotieby titracniho Cinidla
v hodnoté pH=9,8. Celkova karboxylatova kyselost (obr. 14) byla ziskana zprimérovanim
téchto dvou hodnot. Karboxylatova kyselost se rovna 2,22 mmol na gram HK.

Vypocitand zdanlivd hodnota pK, vzorku huminovych kyselin ur¢end z Henderson-
Hasselbachovy rovnice byla 5,9. Jelikoz je pK, > 4, disociace huminovych kyselin nastava
v zasadité a neutralni oblasti. Huminové kyseliny se podle ptedpokladii chovaji jako slabé
kyseliny.

Charakterizace huminovych kyselin pomoci titraci a znalost kyselosti huminovych kyselin

jsou velmi dalezitymi charakteristikami HK, které vyznamnym zptisobem ovliviiuji reaktivitu
HK a jejich interakce s jinymi latkami.
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Obr. 13 Zavislost merné vodivosti a pH na pridavku NaOH pri primé titraci HK

vodivost [ uS.cm™]

35



12

11 A

vzorek HK

slepy vzorek

Vxaon [ml]

Obr. 14 Zavislost pH na pridavku NaOH pri karboxylatové titraci HK

FT-IR spektrum obr. 15 odpovida spektru huminovych kyselin, které byly publikovany
mnoha pfedchozimi autory.

Ve spektru se potvrdila pfitomnost charakteristickych skupin pro huminové kyseliny.
Témito skupinami jsou: hydroxylové, karboxylové, fenolové, amidové akarbonylové
skupiny.

V absorpéni oblasti 3 600-3 000 cm™ se nachazi iroky pas, ktery odpovida valentnim
vibracim —OH skupin, kter¢ jsou svazany vodikovymi vazbami. Tyto —OH skupiny pochazeji
ptedevsim z karboxylovych a fenolickych skupin. Tento Siroky diftzni pas je natolik vyrazny,
coz zpusobuje piekryv nékterych diagnosticky vyznamnych past spektra. Pravé diky témto
vodikovym mistkim vytvafi makromolekuly huminovych kyselin slozitou polymerni
strukturu. Pro volné —OH skupiny, které nejsou spojeny vodikovou vazbou, odpovida ostry
pik p¥i 3 629 cm™. Volnym — NH, skupindm odpovida pik p¥i 3 702 cm™.

Daldi viditelné pasy v absorpéni oblasti 3 000-2 800 cm™ piipadaji symetrickym
a antisymetrickym valen¢nim vibracim —CH, — a —CHj; skupin. Tento pas byva Casto obtizn¢
rozpoznatelny, jelikoz byva ¢astecné prekryt Sirokym pasem —OH vibraci a jednak z hlediska
polymorfniho zastoupeni uvedenych skupin v riznych molekularnich forméach.

Shluk pasii (dublet) mezi 1 800—1 600 cm™ piedstavuje valendni vibrace karbonylovych
skupin (1720 cm™), karboxylu a deformadnim vibracim —NH;" skupin ve strukturach
aminokyselin. Valen&ni vibrace -NH; " skupin v oblasti 3 1303 030 cm™ jsou zastinény jako
v pfedchozim piipadé Sirokym difuznim pasem hydroxylovych skupin.

V oblasti 1450-1350 cm™ jsou spojené valenéni vibrace karbonylu s rovinnymi
deformacénimi vibracemi —OH karboxylu. V této oblasti se také vyskytuji mody aromatickych
struktur, tyto mody jsou predevSim kruhové nebo polokruhové. Vyskytuje se zde takeé
destnikova vibrace koncovych —CH; skupin. Pas vokoli 1200 cm” je spojovéan
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s deformacnimi vibracemi fenolickych — OH skupin. Znateln¢ vyraznéjsi péas je v okoli
1 030 cm™ upozortiuje na pritomnost C-O—C vazeb v anhydridech a esterech.
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Obr. 15 FT-IR spektrum huminové kyseliny

37



6.2 Optimalizace metody méreni na mikrokalorimetru TAM III

Vzhledem k tomu, ze nebyly k dispozici podklady z praci jinych autord, kteti by studovali
interakce HK pomoci titracni kalorimetrie, bylo nutné si vhodné navrhnout postup méfeni,
ktery by byl vyuzitelny v dalSim huminovém vyzkumu a slouzil by k moznému objasnéni
vazebnych moznosti huminovych kyselin a jejich zabudovéavani kovi do slozité polymerni
struktury téchto makromolekul. Jako hlavni aspekty k navrhnuti vhodného postupu bylo nutné
stanovit a vybrat nejvhodnéjsi charakter vzorku - roztok, suspenze, sol. Zjistit optimalni
koncentraci studovanych vzorkli a vhodné navrhnout poméry s koncentracemi titracnich
roztokli. Déle také bylo nutno optimalizovat mnozstvi pfidavkd a stanovit intervaly mezi
jednotlivymi ptidavky, tak aby reakce pifi pfidavku probéhla a nedochézelo k piekryvani
jednotlivych pikt pfi titracich.

Tato metoda byla vybrana z hlediska castého vyuziti k charakterizaci mezimolekuldrnich
interakci a rozpoznavani reakci, velky vliv na vybér této metody byl i fakt, Ze neni omezena
molekulovou hmotnosti studovanych latek, coz by u huminovych latek mohl byt problém
z hlediska jejich slozitych polymernich struktur. Z poznatkti o titra¢ni kalorimetrii je znamo,
ze metoda neni omezena moznosti studovat jen roztoky, ale lze ji aplikovat také na suspenze,
protoze zékal nebo zbarveni nemaji vliv na méfeni. Proto bylo jako prvni postup navrhnuto
méfeni suspenze huminovych latek. Tuto suspenzi lze totiz velmi snadno a rychle pfipravit.

Ad1)
V tomto postupu byla k titraci vybrana suspenze o koncentraci 20 g/, tato suspenze byla
pfipravena jako odmérny roztok do odmérné bailkky. Do mérné ocelové cely bylo odebrano

1 ml roztoku. Interval mezi pfidavky byl nastaven na 10 min (viz postup). Titra¢nimi roztoky
byly zvoleny 0,1 M CuCl, a 0,01 M CuCl,.

Pti téchto métenich doSlo k nékolika poznatkim, pfi titraci se nepodatila udrzet hladina
baseline, baseline méla rostouci tendenci s pfibyvajicimi pridavky titratniho roztoku. Odezva
hodnot tepelného toku se nepohybovala podle ocekavani. Narist (odpoveéd’) tepelného toku se
pohyboval okolo 20 uW, coz u tak slozitého systému se predpokladala mnohem vétsi odezva
tepelného toku.

Dalsi poznatek se naskytl pifi méfeni slepého vzorku. Konkrétné pii titrovani vody
roztokem 0,1 M CuCl, Z toho vysledku se ukdzalo, ze roztok chloridu méd’natého mél velky
vyznam na samotny prubéh reakce s vodou, ale ne uz studovand huminova kyselina, protoze
se v roztoku slepého vzorku nevyskytovala. Bylo to kontrolni méteni, které mélo potvrdit
reakci huminovych kyselin s médi, toto tvrzeni se nepotvrdilo, jelikoz oba dva ziskané grafy
mély podobny prakticky stejny pribéh. Baseline zlstavala prakticky stejna, az ke konci titrace
se objevil necekany vzrist baseline, odezva tepelné¢ho toku se pohybovala také okolo 20 pW
jako u méfeni suspenze. Dva rizné vysledky mezi méfenimi byly logicky oCekdvanéjsi nez
jejich prakticky shodny pribéh.

Vysledné grafy z postupu €. 1 piimo odebrané z TAM softwaru jsou uvedeny nize
v obrazcich. Obrazek ¢. 16 HK 20 g/l titrovana 0,1 M CuCl,, obrazek ¢. 17 voda titrovana
0,1 M CuCl,. V obou grafech lze pozorovat piekryv jednotlivych pikd. Mohlo to byt
zpusobeno malym ¢asovym intervalem mezi ptidavky titracniho roztoku.
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Obr. 16 Graf: HK 20 g/l titrovana 0,1 M CuCl; (software TAM)
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Obr. 17 Graf: voda titrovana 0,1 M CuCl, (software TAM)

39



Z vysledkt vyplynulo, ze pfi dalSim méfeni by bylo vhodné zvysit Casové intervaly mezi
jednotlivymi ptidavky.

Ad?2)

V tomto postupu byla ktitraci opét zvolena suspenze HK o koncentraci 20 g/l,
pro porovnani byla pfipravena suspenze o nizsi koncentraci 10 g/l. Byl zvolen interval mezi
pridavkem titra¢niho roztoku 35 min, tim se doba méteni zvysila na 24 hod. Z vysledkd bylo
zjisténo, zda k méfenim postaci 8 hod, nebo je nutné mit méieni na delsi dobu, aby reakce
probéhla.

Zvolené koncentrace HK byly titrovany vodou. Timto kontrolnim meéfenim mélo byt
prokézano, ze piidavky vody nemaji vliv na reakci s huminovymi kyselinami a mtzeme
provadét dalsi métfeni s reakcemi s kovy.

U obrazku ¢. 18 mizeme vidét prabeh titrace HK vodou.
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Obr. 18 Graf: HK o koncentraci 20 g/l titrovana vodou (software TAM)

Z vysledki bylo zjisténo, ze ptidavek vody nema vyrazny vliv na huminové kyseliny.
Tento vysledek byl o¢ekavan. Na prab¢h titrace neméla vliv ani zména koncentrace huminové
kyseliny v roztoku. U titraci huminovych kyselin o koncentracich 20 g/l, 10 g/l vodou byly
odezvy tepelné¢ho toku velmi malé, hodnoty se pohybovaly kolem 2 pW, ale opét se baseline
neudrZela kolem hodnot nuly, rostla smérem nahoru. Po prodlouZeni intervali mezi ptidavky
byla dosazena lepsi rozliSitelnost pikt.
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Z ptedchozich méteni vyplynula pochybnost, ze kdyz bylo odebirano mnozstvi 1 ml
(poptipad¢é 800 ul) z pfipravené suspenze huminové kyseliny, tak nemohlo byt dodrzeno
ptesného odebrani, tak aby v cele byla vzdy pfi kazdém méfeni stejnd koncentrace huminové
kyseliny. Z tohoto diivodu byl navrhnut zplisob pfipravy suspenze piimo v mérné ocelové
cele, dale v diskuzi o postupu €. 3)

Ad 3)

Aby bylo docileno pfesné koncentrace suspenze huminové kyseliny, byla HK (16 mg)
navazena rovnou do mérné ocelové cely, tato navazka odpovidala koncentraci 20 g/l. Kvuli
zméné piipravy suspenze HK byly opakovany titrace s chloridem médnatym 0,1 M CuCl,.
Nebyl uz vsak pouzit odmérny roztok 0,01 M CuCl,, protoze nevykazoval zadnou vyraznéjsi
reakci. Dale byly opakovany titrace s vodou.

Misto né&j byl navrhnut roztok 0,5 M CuCl, (obrazek ¢. 19). OvSem pii této titraci doslo ke
korozi ocelové kapilary 0,5 M CuCl,. Kapildra davkuje pies stfikacku titracni roztok. Situace
je zteteln¢ viditelnd na grafu titrace HK 0,5 M chloridem méd’natym. Nebyl ptidavan titracni
roztok a reakce dale nemohla probihat. Musela byt zakoupena zlatd kapildra, kterd je
odoln¢jsi, aby pfi nasledujicich titracich nenastal stejny problém. Na obrazku ¢. 20 je
zobrazena titrace HK 0,1 M CuCl,, tento vysledek potvrdil neprobihajici reakci, kterd mohla
byt zplisobena Spatnym vybérem titraéniho roztoku o nizké koncentraci. Titrace suspenzi HK
vodou dopadla stejné jako pfi predchozim postupu (obrazek ¢. 21). Dalsim problémem pfi
titracich suspenzi mohl byt fakt, ze huminové kyselina neni rozpusténa, ale jen rozptylena
v roztoku a tim padem nedochézi k pozadovanému efektu.
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Obr. 19 Graf: HK 20 g/l titrovana 0,5 M CuCl; (software TAM)
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Obr. 20 Graf: HK 20 g/l titrovana 0,1 M CuCl; (sofiware TAM)
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Obr. 21 Graf: opakovana titrace HK 20 g/l vodou (software TAM)
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Ad 4)

Dalsi moznosti na méteni po vysledcich z titraci suspenzi bylo vyzkouset titraci na solech
huminovych kyselin. Piedpokladalo se, ze by mohly byt s vyraznéjsi odezvou, jelikoz
huminova kyselina byla rozpusténa v hydroxidu. Soly byly pfipraveny podle postupu
v kapitole 5.4.2. Vzorku bylo napipetovano 800 pl a titrovalo se Ctyficeti ptidavky, celkovy
objem titracniho ¢inidla byl 200 ul. Odezva se pohybovala v fadech stovek uW, coz byl
mnohem lepsi vysledek, nez pfi ptfedchozich métenich. Piiklad uveden na obrazku ¢. 22

.Z grafti bylo mozné vyhodnotit, ze reakce jesté po 40 pridavcich s Casovym intervalem
35 min neprobéhla do konce, vypadalo to, ze zkoumana méd jeSté neobsadila vSechny
vazebna mista v huminovych kyselinach. Dal§im moznym divodem mohl byt fakt, ze sol
obsahoval sodik a vtitratnim roztoku byl chlorid médnaty rozpusStény v dusi¢nanu
draselném, tyto kationty spolu mohly navzajem svadét kompetici na vazebnd mista. Jako
dalsim divodem zvySené odezvy mohl byt 1 M CuCl,. Chlorid jak se ukézalo v piedchozich
méienich, zpisoboval sam vyraznou odezvu tepelného toku uz pfi titraci vody a to mél nizsi
koncentraci.

Proto bylo navrzeno pro dal§i méfeni zménit poméry mezi vzorkem a titracnim roztokem.
Novy navrh byl titrovat vzorek o objemu 500 pl titraénim roztokem s 50 piidavky, celkovym
objemem 250 pl, ¢asovy interval ponechan jen na 10 min, jelikoz z vysledkli métfeni se dalo
usoudit, ze 35 min byl moc dlouhy ¢as a postacil by Cas krat$i. Dal$i upravy byly navrhnuty
pii ptipravé solii. Misto NaOH byl navrhnut KOH, aby nedochézelo ke kompetici kationtd.
Bylo navrhnuto misto vysoce reaktivniho roztoku chloridu médnatého aplikovat roztok
dusi¢nanu médnatého.
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Obr. 22 Graf: sol 1 titrovan 1 M CuCl; (software TAM)
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Na zdklad¢ piredchozi studie bylo dosazeno optimalizovaného postupu k méfeni
isotermické titracni kalorimetrie, aplikovatelného na huminové kyseliny.

Vsechny obrazky ze softwaru pftistroje TAM III jsou v diplomové praci uvedeny jen jako
ukazky vysledkl pfi optimalizaci metody, nebyly z nich pocitany celkové energie reakci,
z toho divodu nebyly ptevadény do jiného programu ke zpracovani vysledkl a k vytvaieni
grafil.

6.3 Optimalizovany postup aplikovany na soly HK

V optimalizované ptipravé solu byl nahrazen hydroxid sodny hydroxidem draselnym, kvli
mozné kompetici. Docilili jsme tim, ze byla pfedpokladdna jen reakce navazovani médi
na vazebna mista huminovych latek. U titraci sola titracnimi roztoky médi rizné koncentrace
bylo vidét, ze probiha reakce a pak uz se tzv. nic nedéje, z téchto méteni byly dale pocitany
hodnoty entalpie pro jednotlivé piidavky titracniho roztoku. Ze zavislosti entalpie na ptidavku
meédi bylo v grafu jasné pozorovatelné, kdy doslo k vytitrovani a ze zlomu se zjistilo, kolik se
médi navazalo na huminové kyseliny a byla ziskdna reakcni entalpie reakce.

Na obrazku ¢. 23 vidime pribéh titrace solu 1 titracnim roztokem 0,5 M Cu(NO;), —
ukazkovy vysledek, métfeni bylo provadéno 2x. Z konecnych vysledki byl vytvoren graf
zévislosti entalpie na piidavku Cu **. P¥iklad experimentalnich dat ziskanych pro sol 1 je
uveden na obrazku €. 24. V grafu jsou vidét dva zlomy, coz znamena, Ze se cely d¢j
pravdépodobné sklada zvice krokli. V prvni fazi ziejm& dochazi hlavné k interakcim
médnatych iontl s kyselymi skupinami HK a vytvaieni inter a intramolekuldrnich komplext
s vazbou kovu s koordina¢nim ¢islem 4. Piebytek méd'natych iontl v posledni fézi titrace pak
pravdépodobné zpiisobi rozrusovani t&chto struktur a vznik novych vazeb mezi Cu®’ ionty
a kyselymi funkénimi skupinami spojenych se snizenim koordina¢niho cisla Cu. To je
pravdépodobné zplisobeno tim, Ze v tomto piipad¢ byl pouzit roztok 0,5 M Cu(NOs),, ¢imz
bylo dosazeno mensich ptidavkl vzhledem k obsahu HK v solu a tedy ,,podrobnéjsi titrace®.
Pti pouziti 1 M roztoku Cu(NOs), nebylo mozné tyto dva zlomy zachytit, coz se potvrdilo
ipti titracich daliich solti s odpovidajicim pomérem ptidavek Cu*" / obsah HK (viz dalsi
odstavce).

Ostatni titrace solli byly zpracovany stejnym zptisobem, jak je popsano vyse. Uz se
ve vysledcich nevyskytovaly dva zlomy, ale pouze jeden zlom (obrazek ¢. 25, 26). Soly byly
tittovany odpovidajicim pomérem Cu®", nebylo provadéno zjemnéni jak u nejvice
koncentrovaného solu 1. U kazdé titrace solu byla vypocitana celkova reak¢ni entalpie. Podle
pfedem stanovenych pomérti koncentrace soll a jejich titracnich roztokt, mély byt hodnoty
entalpii u vSech reakci stejné. Rzné koncentrace byly méteny z divodu ziskani vysledkii,
od kterych by se dalo odrazit pro dal§i méfeni huminovych kyselin pomoci isotermické
titracni kalorimetrie. Vysledky potvrdily podobné hodnoty entalpie pfi navazovani médi. Byly
zjistény poméry navazovani médi na karboxylové a fenolové skupiny v huminovych
uvedeny v tabulce ¢. 8. Zde jsou vypsany hodnoty dvou riznych entalpii, které odpovidaji
dvéma riznym zlomtm v grafu na obrazku €. 9 solu 1, ktery byl titrovan 0,5 M Cu(NO3),.
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Tabulka 8  Vysledky titraci solu huminovych kyselin

Cu(mol/l) HK (g/) Cu/HA (mol/l) Cu/COOH (mol/l) AH (J/mol)

sol 3 0,1 1 1,4 2,6 -784
sol 2 0,5 10 1,9 3,5 =758
sol 1 1 20 1,7 3,2 -686

Primérna AH (J/mol) -743

Tabulka 9  Vysledky titrace sol 1 huminovych kyselin titrovan 0,5 M Cu(NO3),

Cu(moll) HK(gl) Cu/HA (mol/l) Cu/COOH (mol/l)  AH (J/mol)

sol 1 0,5 20 1,0 1,9 -715
sol 1 0,5 20 1,9 3,5 -612
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Obr. 23 Graf: sol 1 titrovan 0,5 M Cu(NO3),
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Obr. 24 sol 1, titrace 0,5 M Cu(NO3),, zavislost entalpie na pridavku Cu’*
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Obr. 25 sol 2, titrace 0,5 M Cu(NO3),, zdvislost entalpie na pridavku Cu’
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Obr. 26 sol 3, titrace 0,1 M Cu(NO3),, zavislost entalpie na pridavku Cu’*

Vypocet reakéni entalpie byl pocitan podle ¢lankt [11, 26]. Tento vypocet byl pouzit
i u modelovych sloucenin. Jedna se o semiempirickou metodu INDO molekulovych orbitali
parametrizovanou pro slouceniny prechodnych prvki, v nasem piipadé pro méd’.
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6.4 Optimalizovany postup aplikovany na modely HK

Jednoduché organické slouceniny se vyuzivaji k zjiSténi a popsani interakci mezi kovy
a huminovymi latkami, kdy slouzi pfedev§im jako modely hlavnich vazebnych mist
huminovych kyselin, které se téchto interakci tcastni. Modely huminovych kyselin byly
pfipraveny ve tfech koncentracich 20 g/l, 10 g/1, 1 g/1.

Vysledky titraci modelti byly zpracovany stejnym zplisobem jako soly huminovych
kyselin. (tabulky ¢. 10, 11, 12) Byly vypocitany hodnoty reakénich entalpii. Byly vytvofeny
grafy zévislosti entalpie na piidavku médi. Vybér z vysledkit modela je na obrazku ¢. 27, 28.
Ve vysledku pyrokatecholu se objevila nejasnost a to ve formé¢ jednoho odlouc¢eného bodu
k hodnoté entalpie 1192 J/mol kolem ptidavku 10 pl. Tato nejasnost mohla byt zptisobena
nahlou zménou proudu v pfistroji. Ze zlomu v grafech bylo zjisténo, kdy doslo k vytitrovani.
Vysledné entalpie se jesté navic porovnavaly s vypolty ze studie [26], kde byly uvedeny
vazebné moznosti (modely M1-M10) a vypocitany entalpie pro kyselé a zasadité prostiedi.
(tabulka ¢. 13).
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Obr. 27 Pyrokatechol jako 20 g/l , zavislost entalpie na pridaviu Cu’*
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Obr. 28 Kyselina ftalovd jako 1 g/l , zavislost entalpie na pridaviu Cu*"

Tabulka 10 Vysledky titraci modelii pro koncentraci 1 g/l

vzorek Cu (mol/l) jako HK (g/1) model AH (J/mol)
benzoova 0,1 1 M9 91
benzoova 0,1 1 Ml -301
fenol 0,1 1 M10 -105
fenol 0,1 1 M2 -37
ftalova 0,1 1 M7 -1055
ftalova 0,1 1 M4 -589
pyrokatechol 0,1 1 M8 -162
pyrokatechol 0,1 1 M5 -111
salicylova 0,1 1 M6 -1765
salicylova 0,1 1 M6 -1648
Tabulka 11  Vysledky titraci modelii pro koncentraci 10 g/l
vzorek Cu (mol/l) jako HK (g/) model AH (J/mol)
fenol 0,5 10 M10 -123
fenol 0,5 10 M2 -52
ftalova 0,5 10 M7 -862
ftalova 0,5 10 M4 -304
pyrokatechol 0,5 10 M8 -243
pyrokatechol 0,5 10 M5 -279
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Tabulka 12 Vysledky titraci modelii pro koncentraci 20 g/l

vzorek Cu (mol/l) jako HK (g/1) model AH (J/mol)
fenol 1 20 M10 -92
fenol 1 20 M2 -53
pyrokatechol 1 20 M8 -187
pyrokatechol 1 20 M5 -178

Tabulka 13 Reakcni entalpie AH, vypocitana pro Cu — modelové komplexy (“ kyselé

prostiedi,” zdsadité prostiedi)
AH, AH,
vzorec modelu (J-mol™) vzorec modelu (Jmol™)
[ @—o KO hol9" -102.73¢ Eo o a4 568.73°
RN H,0 Bk ‘ / -568.
M1 Pr M6
H0™ o Hi0 b o/H‘o 0-C b
L ) -1108.26 2 &5 -3687.62
[ zO O -76.12° [ o_H0 a4 512.87°
\\ /
M2 M7
©/20 HO Hzol b C[C O jgl b
: -987.16 s o ¥, -3208.74
q-2 a q-4 a
3 o N 1 a8 O\Hf;/ojij -309.27
o ‘0 "ol 212483 0 Ho™ 2328.67"
i 9 0 HO HO O
&-o N Hzo]qZ :301.79° o boeTo k97 -16248°
w X oo (j
/ 2 2
: (-0 o O 002,93 I -1462.82"
[ o_MO po)** -168.23° i Oqufo -101.75¢
M5 /r‘wq M10 O \©
HO
"0 o 151276 i -1259.81"

V tabulce €. 13 jsou uvedeny modely téchto vazebnych mist huminovych kyselin:

1. Vazba komplexu ptechodného prvku na jednu funkéni skupinu HL:

a) M1

— funk¢ni skupinou pro vazbu je karboxylatova skupina

b) M2 — funk¢ni skupinou je hydroxylova skupina

a) M3 — funk¢nimi skupinami ligandu jsou 1-karboxyl, 2-hydroxyl
b) M4 — funk¢énimi skupinami jsou 1, 2-dikarboxyl
¢) M5 — funk¢nimi skupinami jsou 1, 2-dihydroxyl

ligandy:

. Vazba komplexu pfechodného prvku chelatovym zptisobem na jeden ligand:

. Vazba komplexu piechodného prvku chelatovym zpiisobem na dva dvojfunkéni
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a) M6 — funkénimi skupinami obou ligandt jsou 1-karboxyl, 2-hydroxyl
b) M7 — funk¢nimi skupinami obou ligandu jsou 1,2-dikarboxyly
¢) M8 — funk¢énimi skupinami obou ligandi jsou 1,2-dihydroxyly

4. Vazba komplexu prechodného prvku je zabezpeCena monodentatnim zplisobem
na dva rizné ligandy:
a) M9 — oba ligandy maji stejnou karboxylovou funkéni skupinu
b) M10 — oba ligandy maji stejnou hydroxylovou funk¢ni skupinu

Ve vysledcich titraci modelt pro jednotlivé koncentrace je ke kazdému vzorku pfifazen
model z tabulky ¢. 13. Pro nds byly dilezité hodnoty pro kyselé prostfedi (horni hodnota
oznacena indexem a), protoze méfeni bylo provadéno v kyselém prostiedi. Tyto hodnoty
entalpie byly vypocitiny pomoci semiempirické metody INDO. Vysledné hodnoty
studovanych modelt byly blize hodnotam v kyselém prostiedi podle o¢ekavani. Hodnoty se
mens$im rozdilem liSily, coz mohlo byt zptsobeno tim, Ze vysledky z ptedchozi studie byly
stanoveny pro systémy v siln¢€ kyselém prostfedi, v nasem piipad¢ se hodnoty pH pohybovaly
kolem 5, prostiedi nebylo silné kyselé, coz mize byt jednim z divodi.

Byla studovana méd’ jako Casto vyuzivany modelovy kov. V budoucnu by bylo vhodné
zamg¢fit se na dalsi kovy, coz nebylo v ramci prace mozné z hlediska dlouho trvajici titrace,
kdy se jedno méteni provadélo 24 hodin a z velmi obtizného optimalizovéani postupu méteni
na titracnim kalorimetru s vyuzitim na huminové latky.

M¢Ed’ byla vybrana jako prvni kov k prostudovani na titra¢ni kalorimetrii, protoze se ¢asto

vyuziva jako tradiéni model pro studium interakce kovu s huminovymi kyselinami, diky své
silné afinité¢ vazby na vazebnd mista huminovych kyselin.
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7 ZAVER

Tato diplomova prace se zabyva kalorimetrickou studii interakci huminovych latek
s vybranymi kovovymi ionty. Konkrétng s ionty méd'natymi Cu **. Hlavni naplni této prace
bylo optimalizovat postup méfeni isotermické titracni kalorimetrie, tak aby byla pouzitelna
a pfinosna pro huminovy vyzkum v oblasti vazebnych interakci.

Studované huminové kyseliny byly charakterizovany zakladnimi metodami. Elementarni
analyzou bylo zjisténo obvyklé prvkové slozeni huminovych kyselin.FT-IR spektrometrie
také potvrdila typické infracervené spektrum pro lignitické huminové kyseliny, publikovany
mnoha autory. Potenciometrickou a konduktometrickou titraci byla zjisténa celkova kyselost
huminovych kyselin 4,12 mmol/g HK. Karboxylatova kyselost byla 2,22 mmol/g HK, tyto
hodnoty odpovidaly pfedpoklddanym kyselostem huminovych kyselin lignitového ptvodu.

Charakterizace huminovych kyselin pomoci titraci a znalost kyselosti huminovych kyselin
jsou velmi dalezitymi charakteristikami HK, které vyznamnym zptisobem ovliviiuji reaktivitu
HK a jejich interakce s jinymi latkami.

Optimalizace isotermické titraéni kalorimetrie se skladala z vhodného navrhnuti postupu
méfeni: charakteru vzorku, vybrani optimalni koncentrace vzorku a titracniho ¢inidla, jejich
optimalniho poméru, vhodné zvolit mnozstvi piidavku a stanovit idedlni intervaly mezi
ptidavky. Tato optimalizace se podafila a jako vhodny vzorek pro studium se projevil sol
huminové kyseliny. Suspenze byla nevhodna z toho hlediska, Ze se nedala zarucit vzdy stejna
koncentrace vzorku pfi jednotlivych méfeni. Optimalizovanym postupem byly studovany
huminové kyseliny rtiznych koncentraci, jestli vykazuji stejnou kalorimetrickou odpovéd.
M¢tenim bylo zjisténo, ze AH u reakci huminovych kyselin s médi odpovidala ptiblizné
stejnym hodnotam, coz byl pozadovany vysledek v této prvni studii isotermické titracni
kalorimetrie. Objevila se tim metoda pouzitelnd na prostudovani vazebnych interakci
huminovych latek.

Dalsi méfeni pomoci optimalizovaného postupu bylo aplikovano na jednoduché organickeé
slouceniny, které slouzi jako modely funkénich skupin HL, které jsou odpovédné za interakce
mezi kovem a huminovymi latkami. Méfeni bylo aplikované stejnym zptisobem jako u solt
huminovych latek-stejné koncentrace. Vysledné AH modelti byly porovnavany se studii, ve
které¢ jsou semiempirickou metodou INDO vypocitany AH, pro jednotlivd vazebna mista.
Vysledky modell byly pfifazeny k t¢émto hodnotam. Opét bylo potvrzeno vyuZiti této metody,
jelikoz hodnoty odpovidaly vysledkiim v kyselém prostiedi.

Tato studie muze poslouzit jako odrazovy mustek k vyuziti isotermické titracni
kalorimetrie ke studiu interakci huminovych latek. Vhodné by bylo v této metod¢ dale
pracovat a zjiStovat jeji dals$i moznosti. Prozkoumat zéavislosti na pH, teploté, typech vzork,
ptidavka atd. Dal$i postup bych navrhla prostudovat optimalizovanym postupem interakce
huminovych kyselin sjinymi kovy. Celkové se da fici, ze je tato metoda pouzitelna
v huminovém vyzkumu.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

HL

HK

FK

ITC
TAM
UV-VIS
NIR

IR

EPR
FT-IR

AG
AS

AH

huminové¢ latky

huminové¢ kyseliny

fulvinové kyseliny

isothermal titration kalorimetry, isotermicka titra¢ni kalorimetrie
thermal activity monitor

ultrafialova a viditelna spektrometrie

near-infrared spektrometry, blizka infracervena spektrometrie
infraervend spektrometrie

electron paramagnetic resonance

infraCervena spektrometrie s Fourierovou transformaci
Transmitance

Absorbance

volna Gibbsova energie

zmény Entropie

objem
entalpie
reak¢ni entalpie

vazebna konstanta
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10 SEZNAM PRILOH

- PRILOHA 1  mikrokalorimetr TAM III (TA Instruments, USA)

PRILOHA 1
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