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ABSTRAKT

Chovani huminovych kyselin ve vodnych roztocich dizeouvisi s obsahem kyselych
funkénich skupin a jejich disoataimi schopnostmi. Pro studium acido-bazickych viasti
huminovych kyselin jsou n&stji vyuzivany titra&ni metody, jejichZ vysledky by &y vést

ke stanovovani obsahu jednotlivych fdnkch skupin a jejich Ig,. Stanovené hodnoty ovSem
zavisi na mnoha faktorecletre rychlosti titrace. Tato prace si klade za cikittvmoZnost
vyuziti UV/VIS spektrofotometrie jako alternativmetody pro stanovenikp huminovych
kyselin a srovnat dosazené vysledky s dosud vyodivametodou podle Hendersona-
Hasselbacha. Principem nowouzité spektrofotometrické metody jeigrava roztok
huminovych kyselin ve féch fiznych prostedich s rozdilngmi hodnotami pH. V siln
zasaditém prosedi jsou kyselé skupiny huminovych kyselin prakyiakplné disociovany

a mefend absorbance je igobena aniontem ,humatu“. Naopak v &ikyselém prosedi je
jejich disociace potlgena natolik, Ze ®&fime absorbanci nedisociovanych molekul
huminovych kyselin. Bylo zjigho, Ze po Upravach je moZné spektrofotometrickotodue
pouZzit pro stanovenily téchto latek, picemz pouzitelnost metody byla &ena na iech
raiznych vzorcich huminovych kyselin. Na zaldadameienych dat byl stanoven optimalni
pongr huminové kyseliny — voda a rozsah vinovych dgdek meéteni UV/VIS spekter. Bylo
potvrzeno, Ze hodnotyKp stanovené touto metodou lépe popisuji skdedisoci&ni chovani
huminovych kyselin ve vad nez tradini Henderson-Hasselbachova metoda. Ziskana
UV/IVIS spektra v kombinaci s vysledky éieni pH a vodivosti dale prokazala odliSnosti
v chovani @zr¢ pripravenych vzorik huminovych kyselin.

ABSTRACT

The behaviour of humic acids in aqueous solutisndasely connected to the content of acid
functional groups and their dissociation abilitid$e titration methods are the most often
used for the research of acid-basic characterisfiteimic acids, their results should lead to
the determination of the content of functional grewand their .. However the determined
values depend on many factors including the tdraspeed. The aim of this bachelor’s thesis
is to verify the possibility of UV/VIS spectrophatetry’s use as alternative method for the
determination of K, of humic acids and to compare the gained resuits 8o far used
method according to Henderson-Hasselbach. Theiplenof newly used spectrophotometry
method is the preparation of humic acids solutionthree different media with different pH
values. Acid groups of humic acids are practicaliynpletely dissociated in intensely basic
environment and the measured absorbance is caysadidn of ,humate”. On the contrary
their dissociation in acid environment is supprdsse much that we measure the absorbance
of non-dissociated molecules of humic acids. It veasd out that after the modification it
was possible to use the spectrophotometry methodht determination of K, of these
substances, while the use of method was verifigdinvithe three different samples of humic
acids. The optimal ratio humic acids — water anel ¢éitent of wavelength for measuring
UV/VIS spectra were determined. It was proved thatvalues of K, determinated by these
methods better describe the real dissociation hetawof humic acids in water than
traditional Henderson-Hasselbach method. The US/$fpectra gained in combination with
the results of pH measuring and the conductivitst sbowed the differences in the behaviour
of differently prepared samples of humic acids.
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1. UVOD

Huminové kyseliny jsodazeny do Siroké skupiny organickych latek, ktergi mastlinny
puvod. Jsou definovany jako frakce huminovych latkleré nejsou rozpustné v kyselém
prostedi. Jedna se o vysokomolekularni organickécsloimy, v jejichZ struktte se nachazeji
aromatické cykly a hlawnvelké mnozstvi kyselych fugkich skupin. Pro stanoveni jejich
obsahu a i, existujerada metod poskytujicictasto rozdilné vysledky. Celkova kyselost
i obsah jednotlivych funinich skupincasto zavisi na Zygobu jejich stanoveni. Vyuzivany
jsou zejména titkani metody, u kterych vSak hraji roli takové faktofpko je obsah
huminovych kyselin v titrované suspenzi, rychlogtate apod. Vzhledem ke slozitosti
struktury huminovych kyselin v nich existuji kysedkupiny fizné sily, a tedy itzné K,
Presto je snaha charakterizovat huminové kyselinygedstedni hodnotou Ig,, ktera by
mohla byt snadno vyuZita ke srovnaidmych vzork.

Tato bakaléska prace je za#ena na studium disociace huminovych kyselin. Jejiem je
spektrofotometrické stanoveni zdanlivych diségiah konstant a posouzeni moznosti vyuziti
této metody ve vyzkumu huminovych latek. Déle at tstudie zabyva vlivem izolace
a zpisobu Upravy vzork huminovych kyselin na jejich acido-bazické viastino



2. TEORETICKA CAST

2.1 Huminove latky

Huminové latky jsolrazeny mezi nejvice rozéné pirodni produkty na zemském povrchu.
Jsou zastoupeny ve vodach, &dp a v kaustobiolitech (raSelin hnedém uhli a lignitu).
Vznikaji procesem humifikace, coz je chemickybiochemicky rozpad (tleni) organicke
hmoty a gipadre do ni mize byt zahrnovana i syntézu mikroorganiznielikoz slozeni
Zivocisnych i rostlinnychd je velice rozmanité, vede ke vzniku nekédmé&ho paétu molekul,

z ¢ehoz vyplyva, Ze se huminové latky nedaji char@deat jednotnou strukturou ani
vlastnostmi. Jejich velikost, molekulova hmotnostruktura, slozeni, @et a poloha
funkeénich skupin je zavisla na materialu,&haz vznikly[1].

2.1.1 Rozdéleni huminovych latek

Existuje rekolik zpiasohi klasifikace huminovych latek. Jedno z dajgjSich je déleni do ti
skupin na zaklatlrozpustnosti ve vodnych roztocich:

- fulvinové kyseliny — rozpustné v kyselinach i z&sad

- huminové kyseliny — rozpustné véednych zasaditych roztocich @st&né jsou
i v roztocich kyselych

- huminy — nerozpustné ani v kyselinach ani v zasadac

Fulvinové kyseliny jsou nejmen&idstice mezi huminovymi latkami. Jejich molekulova
Ve své struktie maji vice nasycenydetézci a mért aromatickych jader.ifitomnost ¥tSiho
mnoZstvi karboxylovych a hydroxylovych skupin #dpuje jejich rozpustnost v celé Skéale
pH[2], [3].

Huminové kyseliny maji molekulovou hmotnost vyséF riulvinové kyseliny a zaroienizsi
nez huminy. Jejich Spatna rozpustnost v kyselémstigdi je zapi¢cinéna protonaci
karboxylovych skupin, ktera vede az k jejich sraZéh

Huminy maji vysokou molekulovou hmotnost, relativmaly specificky povrch a nizky pet
karboxylovych skupin. dmito vlastnostmi je zafinéna jejich nerozpustnof].

Je znamé @eni huminovych latek podle barvy — du& huminové kyseliny, které se
v bazickém roztoku nesraztigavkem elektrolytu a Sedé huminové kyseliny, kexéaopak
srazi po pdani elektrolytu. Je zde jedna charakteristik&r&tudava, Zze tmavé huminové
latky obsahuji sloZzky s vysokou molekulovou hmotho& Obr. 1 je patrneé, Ze fulvinove
kyseliny jsou Zluté, huminové kyseliny jsouédé nebo Sedé a huminy jsou obvykrné.
Na molekulovou hmotnost huminovych kyselina maiy vizmény v obsahu uhliku a kysliku
a zneny v kyselost{4].
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Obr. 1Klasifikace huminovych kyseljg]

2.1.2 Slozeni huminovych kyselin

Huminové kyseliny maji velice rozmanitou struktuktera nebyla doposudgsré urcena a to
i pres to, Ze se hojrvyskytuji v Zivotnim progedi. V jejich stavh se totiZz objevuje obrovské
mnoZzstvi iznych funknich skupin1].

Zakladni slozeni huminovych kyselin z&visi nav@du, vzniku, std a zpisobu ziskani
vzorku. Na jejich kompozici ma velky vliv i rychloextrakce &chto latek po odebrani
vzorku. Huminové kyseliny obsahuji zejména prvkiilyhvodik a kyslik. V menSi n# jsou
zde pak pitomny dusik, sira a fosfor. MnoZzstvi uhlikuddpich huminovych kyselinach bylo
stanoveno na 36 — 49 atomovych %, vodiku na 29 atdihovych %, dusiku na 0,6 — 3,3
atomovych % a kysliku na 18 — 25 atomovychi3}o

V literatuie se objevuje mnoho pokus objaskni struktury huminovych kyselin a vytieni
jejich obecného vzorce. Na obrazci@b¢. 2,0br. 3,0br. 4,0br. 5) jsou uvedenyifklady
nekterych z nich.

SISt SRS & S
o)
HO o o o0 [ COOH
{ CH-CHg
oH  OH o o A ) COOH
= 0

|
(‘T=O peptide
MH

Obr. 2 Struktura huminovych kyselin podle Stevengéha



on I

Obr. 3Cast strukturniho vzorce huminové kyseliny od Sehala Schnitzerfs]
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Obr. 4Pacitacowe vytvaeny model huminové kyselifé}
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Obr. 5 Cast struktury huminové kyselifi]

2.1.3 Obsah kyselych funkénich skupin v huminovych kyselinach

Huminové kyseliny jsou tiweny alifatickymi fetzci a aromatickymi cykly, na&i jsou
navazany funéni skupiny. Mezi tyto charakteristické futtd skupiny sefadi zejména
karboxylova skupina — COOH, ktera tvanajoritni ¢ast celkové kyselosti, skupiny alkohol
a fenoli — OH, dale pak chinolova, hydroxychinolova, lalkdea skupina, atd. Zakladni
jednotky mohou byt spojeny pomociistki, kterymi jsounap —O —, - S —, — NH —, — NH
[4].

Metody pro stanoveni obsahu funkch skupin v huminovych latkach jsou zaloZzeny na
kyselych vlastnostecke¢hto skupin. AvSak vysledky takovychto stanovenisimoyt brany

s ohledem na moZznostgkryvani kyselosti ¢kterych skupin mezi sebou navzjem. DalSi
nevyhody tkvi zejména ve Spatné rozpustnosti humyiclo kyselin ve vod a ve &tSing
organickych rozpoustllech. DalSi problémy mohou ugobovat oxideni a redukni
vlastnosti.

NejbezrejSi metodou stanoveni jsou rtgpé potenciometrické titrace a to konkétmetoda
urcovani kyselosti pomoci hydroxidu barnatého &wuéani karboxylovych skupin metodou
vymeény acetatu vapenatého. Analyza kyselych &miéh skupin v3ak d¥e byt provadna
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celou fadou fiznych titraci, nap primou titraci, peruSovanou titraci, néjmou titraci,
negimou spojenou titraci, atd. U huminovych kyselinus&ni obsahu kyselych futtkich
skupin miZe rozaélit na metodu stanoveni celkové kyselosti humindvygyselin nebo
na ugovani obsahu karboxylovych a fenolovych faéinich skupin.

U huminovych kyselin je iezity obsah kyslikatych furtkich skupin, ktery se tuje
zjisténim obsahu kysliku \&thto latkach, jenz je ifiomen zejména v karboxylovych
skupinach a dale pak i ve fenolovych, enolovycHkalelovych skupinach. Takto ziskané
hodnoty jsou vSak dosti nespecifické, a protdgea brat je s rezervou.

Zawrem lze konstatovat, Ze celkova kyselost je mnokggsi u fulvinovych kyselin nez
u huminovych. Row& bylo zjiS€no, Ze fulvinové kyseliny obsahuji mnohem vice
kyslikatych funknich skupin nez ostatni organické polymery, kteeéb&n¢ vyskytuji
na Zemi[5].

2.2 Rozpustnost a disociace huminovych kyselin

Rozpustnost latek je obecmelmi vyznamnym jevem v chemické praxi, zejmérapalnych
roztoki. Rozpustnost dité latky je definovana jako koncentrace nasycen@&atoku utité
latky pri urcitych fyzikélnich podminkach (teplota, tlajd).

Rozpustnost huminovych kyselin je zkoumana zejn@oto, aby byly objagmy d&je mezi
huminovymi kyselinami a vodou vigé. Rozpustnost huminovych kyselin se odviji od [gjic
pH, iontové sily a sily elektrolytickych iaint Huminové kyseliny jsou migndisociovany
diky jejich polyaniontovému charakteru, coz &ijuje, Ze se mohou spojovat s katigay.
Pritomnost disociovatelnych futikich skupin ve strukie huminovych kyselin Zfsobuje, Ze
se chovaji jako slabkyselé polyelektrolyty4]. Disociaci vznik& polyaninont o velkém dto
elementarnich nabbja ekvivalentni pg&et malych protiiont opaného naboje (KDY).
Dulezity je fakt, Ze sila kyselé skupiny disociuji Updny zatimco slab kyselé skupiny
disociuji pouze do diteého stups [10].

Chovani huminovych kyselin ve vodnych roztocichdharakterizovat disoaiai konstantou
podobr jako u jednoduchych organickych kyselin.

Slaba jednosytna kyselina HA disociuje podle rognic

HA=H"+A". Q)

Rovnovéazna konstanta této reakce se nazyva disvdianstantou kyseliny. Plati pro ni:
2
_ [, - _ S le,- i
aHA c:HA |:yHA m:St

Jestlize se v systému neuvazuje zadna dalSi rdalkge disociaci vody), mize byt slozeni
rovnovazneé sisi vyjadeno pomoci stugndisociace:

K

(2)

Cha = (1 - a) (¢ 3)
C,.=alet 4)
c,.=alt (5)

kdea je aktivita,c je molarni koncentrace, je aktivitni koeficient a je stup@ disociace.

12



Rovnici (2) Ize potom napsat ve tvaru:

a? eh?
T, ©
kdec je pa:ateni koncentrace kyseliny.
Silna dvojsytna kyselina #A disociuje do prvniho stugniplne
H,A =H*+HA" 7)
a do druhého stugrdo ustaveni rovnovahy
HA™ =H* +A%. (8)
Pro disociani konstantu reako@) plati:
K= —CH; E’EM (9)
HA™ st
V souladu s Debyeovym-Huickelovym limitnim vztahesrpgedpoklada, ze:
Via- = Ve (10)
Vo =Vi (11)

NeuvaZuji-li se v roztoku zadné jiné ionty nezkteré vznikly reakcem(7) a(8), mize byt
rovnice(9) prepsana na:

« = clrifi+a);

c. .I[¢&

HA™ st

(12)

kdec je pa:ateni koncentrace kyselinyastupé disociace aniontu HA
2.2.1 Metody studia rozpustnosti a disociace huminovychyselin

2.2.1.1 Titraéni metody

Pro studium disociaich rovnovah séasto pouzivaji titeni metody. Jako titgani ¢inidlo se
negastji pouziva hydroxid sodny nebo barnaty. Zpravidla gedpoklada disociace
koncentrovanych furdnich skupin, jako jsou COOH skupiny, enolické aofaké OH
skupiny a za uitych podminek také aminoskupiny.

Pro ugeni zdanlivé disoctai konstanty se obvykle pouziva Henderson-Hassktyac
metoda, ktera je popsana v publikg] nasledujici rovnici:

- nlogi (13)

H=pK
pH=p 1-a

app

kde Kappje zdanliva disocieni konstanta & je stupé disociace.
Stupe disociacex muze byt vyjaden z titr&ni kiivky pro celkovou kyselost:

— CNaOH WNaOH + [H +] [ﬁvsusp +VNaOH)
bc I:‘QHA

a

(14)

13



kde cy,o j& molarni koncentrace odnmého roztoku a/,,.,, je jeho objemV,, je objem

suspenze fed titraci, H"] je koncentraceH", b, je celkova kyselost ay,, je navazka
vzorku huminové kyseliny ptgbna pro titraci.

Titracni kiivka podle Hendersona-Hasselbacha se wyjadako zavislost pH ntogLL} .
-a

Autori prace [17] titrovali huminové kyseliny v présti s iznou iontovou silou a podle
svych vysledk rozclili jejich funkéni skupiny do dvou podskupin: na silné a slaligemz
kazdé podskupth prisoudili jistou distribuci K. Experimentélni data prokladaji viastnim
modelem odvozenym na zaktadebye-Hickelovy teorie. Vysledky srovnavaji s daty
ziskanymi pro kyselinu galovou, jako modelovou aatiokou hydroxykyselinu.

V praci [13] se zkoumaji vlastnosti ionizovatelnych fdénich skupin huminovych kyselin.
Potenciometrickou titraci se stanovuje stechioraedrigK, téchto funkénich skupin. Podle
vysledki bylo ukeno, Ze existuji dva a# ruzné druhy karboxylovych kyselin vyskytujicich
se ve zkoumanych huminovych kyselinach. Z vysleldle rovréz usuzovat, Zze heterogenita
mezi funknimi skupinami vyznanthovliviiuje acidobazické vlastnosti huminovych kyselin.

Velice jednoduchy zjsob potenciometrické titrace byl pouzit v prddi4]. Byly zde

zkoumany acidobazické vlastnosti u dvaienych vzork padnich huminovych kyselin.
Titraci byla u huminovych kyselin &gna pufréni kapacita, hodnoty zanlivych disoéich

konstant a povrchovy nabo;.

V préci [15] se vychazi ofi z Debye-Huckelovy teorie. Je ji popsan efekt tetedtatické
interakce na protonovou disociaci huminovych kysefiplikace této teorie poskytuje igob
odctleni elektrostatického efektu na protonovou disoeiad fisobeni heterogenity mezi
disociovanymi skupinami.

Autori ¢lanku [16] provedli potenciometrickou titraci u huminovwyd&yselin extrahovanych
ze sprasovychia. K ziskani experimentalnich dat navrhli afingpektrum, podle &z urcili
spravny postup titrace. Z tithaich Kivek potom uéili mnozZstvi kyselych fun&nich skupin
a jejich disociani konstanty. Podlesthto udaji odvodili pribéh celé disociace a potvrdili,
Ze huminové kyseliny obsahuji velké mnozstvinych druli kyselych funknich skupin.
Celkovy stupé disociace mize byt stanoven na zakkadasledujici rovnice:

e s @

kde c je koncentrace kyselych futkich skupin pitomnych v molekulach huminové
kyseliny a K, je jejich disociani konstanta,[Li] je koncentrace ionizovanych fufrkich
skupin.

V publikaci [17] urcovali védci u rmizné ziskanych huminovych kyselin acidobazické
vlastnosti, ¥etrg jejich disoci&ni konstanty. Pouzivali k tomu speciélni snimafgrdncialni
potenciometrii. Vysledky této metody porovnavabégnymi metodami wiovani disociani
konstanty a to i s potenciometrickou titraci. Autosgli k zaweru, Ze jejich data se shoduji
s hodnotami z jinych metod.

Potenciometricka titrace heterogenni¢hqunich polyeletrolyt je v praci[18] aplikovana na
huminové kyseliny. Tato metoda je zaloZzena na sfaeerii polyelektrolyt. Cilem autok
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tohotoc¢lanku bylo objasnit podstatu acidobazickych vlasthpolyelektrolyl s fiznymi typy
iontovych skupin. Bylo prokadzano, Ze huminové kiygemohou byt Wastech jejich struktur
povazovany za linearni polyelektrolyty.

V praci [19] byly zkoumany metody frakcionace fumich skupin huminovych kyselin
pomoci konduktometrickych titraci. Fuittk skupiny byly v této studii rozteny do ti
skupin: na skupiny, které obsahuji hydroxylové skhypa ¢ast karboxylovych skupin, dale
na karboxylové skupiny tenych alifatickych a aromatickych monomernich jeeéko
a na skupiny, které obsahuji karboxylové skupinyz&ymi hodnotami disocémich konstant,
silicylaty a ftalaty.

Publikace [20] se \nuje nevodnym titracim fulvinovych kyselin. Jedné& e velice
jednoduchy a spolehlivy fsob, jak ziskat informace o spektru kyselosti darlatek. V této
praci byl jako nevodné prasdi pouZzit dimethylformamid a jako titrant tetrajdatmonium
hydroxid. Jako vnitni standard byla pouzita p-hydroxybenzoova kyselihato metoda
umoziuje porovnavat rozloZeni funkci karboxylovych a iopg/lovych skupin pouZzitim
vnitini  referedni sloweniny kEhem nevodnych titraci, nabizi mozZnost lépe zkoumat
raiznorodost huminovych latek a poskytuje jednoduclgtyp jak porovnavat huminové
kyseliny z fiznych zdroj.

2.2.1.2 Spektrofotometrické metody

Urceni disociani konstanty B, u huminovych kyselin je ideZitou metodou studia jejich
vlastnosti. Tato prace je z&mna na relativhjednoduchou, ale iipsto gesnou metodu a to
na absorgni spektrofotometrii v UV/VIS oblasti. Absatpi spektra huminovych kyselin
vSeobecd zaviseji na pH prostdi. Spektroskopickd metoda stanoveii, e zaloZena
na zng&né tvaru a intenzity absoépich spekter fp zméne pH prostedi.

Spektrofotometrické deni disociani konstanty se objevuje i v publikd@il][12], kde je tato
metoda pouzita ke stanoveni disg@oiakonstanty vyluh pykrati alkalickych kovi a pykratu
tetrabutylamonného, které jsou rozp@éo$tv roztoku 4-methyl-2-pentanonu. Touto studii se
potvrdilo, Ze k UpIné disociaci dochazi v roztocikmizkou koncentraci a se zvySujici se
koncentraci disociace klesa. Disociace pykralkalickych kowi se mezi sebou navzajem
skoro nelisi. Pykrat tetrabutyluamonny disociujgoo |épe nez pykraty alkalickych kv

V préci[22] byl zjistovan vliv disoci&ni konstanty na povrchovou koncentraci. Zkoumanou
latkou byl pralidoxim, ktery jgéazen mezi oximy, jez vazaunukleofilni skupinu. Pralidoxim
byl rozpoust v ¢isté vod nebo v 50% roztoku acetonitrilu. Bylo prokdzane, disocigni
konstanta pralidoximu nema vliv na jeho povrchokouacentraci.

V publikaci [23] se uvadi, Ze spektrofotometrick&emi disoci&ni konstanty neni vhodné
pro rekteré kyselé herbicidy. K tomuto zfiv se dosglo na zaklad porovnani vysledk
s daty ziskanymi z potenciometrické a konduktorolkrititrace.

Védci v publikaci[24] rozpou&tli methyloranz, methylerver a methylviolé ve vod nebo
v micelarnich roztocich aiznych koncentracich. Rozpo&$é latky znané meénily hodnoty
disocia&nich konstant, coz bylo #Apobeno zejména &enim castic a fsobenim
elektrostatickych sil.
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V praci [25] byly porovnavany vysledky spektrofotometricképotenciometrické metody.
Disociani konstanty byly uwovany u fi derivati 2-merkapto-5-R-amino-1,3,4-thiadiazolu.
Ok¢ metody prokazaly, ze vSechny derivaty maji veldiekou kyselost. Potvrdila se zde
teorie, Ze hodnoty disodiaich konstant jsou ovlivmy zejména vlastnostmi amino skupin.
Z vyslediki jasre vyplyva, Ze spektrofotometrické stanoveni je jednoejvhodgjSich

a nejuziténgjSich pro uéeni disocianich konstant organickych latek.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité pristroje
- pH-metr METTLER TOLEDO, Seven Easy
- konduktometr METTLER TOLEDO
- UV/VIS spektrofotometr HITACHI U-3900H

3.2 Pouzité chemikélie
- vzorky huminovych kyselin: HK 1, HK 2, HK 3
- HCI 35% p.a., Lach-Ner., s.r.o.
- NaOH p.a., Merci, s.r.o.

- deionizovana voda

3.3 Priprava vzorka huminovych kyselin

V rdmci reSeni této prace byly pouZityi rizné vzorky huminovych kyselin tak, aby byl
zarover studovan vliv izolace a Upravy vzdrka jejich acido-bazické vlastnosti a chovani
ve vodnych progedich.

HK 1 je vzorek technické kvality a je izolovan redjicim zgsobem. 60 g lignitu bylo
zalito 2 dni extrakniho roztoku (0,1 gim™®> NaOH + 0,084 gim™ Na,;P,0O;). Extrakce
probihala pes noc za stalého ptepavani suspenze. Nasledujici den byl roztok afi&n
pies hustou tkaninu a tuhy zbytek po filtraci byl va@xtrahovan stejnyrinidlem, tentokrat
pouze 60 minut. Poté byla &pprovedena filtrace. Oba filtraty byly spojeny leyseleny 20%
HCI do pH = 1. Roztok byl ponechan v ledniéep noc. Druhého dne byla odséata kapalina
nad usazeninou, zbytek byl 10 minut gd$ovan v centrifuze i 4000 ot&kach za minutu
atermostatu nastaveném na 10 °C. Usazenina bifigtt promyta HClI o koncentraci
0,2 gdm™ (pH < 1) a jednou destilovanou vodou. Nakonec lzykané huminové kyseliny
vysuSeny pi 50 °C.

HK 2 je vzorek izolovany podobnym @&gobem jako HK 1 s tim rozdilem, Ze jako extrak
roztok byla pouZita sis 0,5 gdm™> NaOH + 0,1 gim™ NaP,O;. Vysu$ené huminové
kyseliny byly dale pesistsny smési HCl a HF (10 crh konc. HCI + 20 crh konc. HF
+1970 cmi H,0). Tento roztok byl ponechan 24 hodiepat a naslednbyl odstedn.
Po dekantaci byla usazenina znovu zalitednym roztokem HCl + HF a 24 hodin
prottepavana. Roztok byl znovu slit a usazenina promgwésdou, dokud nebyla zkouska
AgNO;3 na CT negativni. Poté byly ziskané huminové kyselinyuggny pi 50 °C.

HK 3 je vzorek izolovany stejnym extrakm cinidlem jako HK 2, ale vychozi pai
lignit : extrakeni ¢inidlo byl 50 g : 1 dm Po odstedéni byla snés HCI a HF pidana rovnou
ke sraZzeni# a vSe bylo ponechano na mi¢ba res noc. Nasledujici den byl vzorek promyt
destilovanou vodou, znovu o#éstén a nasledd dialyzovan v membranach (3500 Da) proti

17



destilované vo& po dobu jednoho tydne (voda byla&mina kazdy den z#&erstvou). SuSeni
bylo provedeno v lyofilizatoru (15 °C).

3.4 Charakterizace huminovych kyselin

Ziskané vzorky byly charakterizovany pomoci eleréerit analyzy a stanovenim celkové
kyselosti.

Elementarni analyza byla provedena hiatpji CHNSO Mikroanalyzator Flash 1112 (Carlo
Erba) v Ustavu struktury a mechaniky hornin @R v Praze.

Celkové kyselost byla stanovena na zaklednduktometrické titrace suspenze huminovych
kyselin (1 g : 50 crf) roztokem NaOH o koncentraci 0,2dgi>. V pribshu titrace byl
zaznamenan vlivifidavku odrngrného roztoku na vodivost. Bod ekvivalence byl vgthacen
jako prisetik dvou linearnicteasti (vizObr. 6).

3.5 Stanoveni K, huminovych kyselin

Hodnoty K; huminovych kyselin byly stanoveny &wa iiznymi zpisoby. Prvni zfisob
spaival ve vyhodnoceni potenciometrickych ténéch Kivek, které byly ziskany
pii stanoveni celkové kyselosti vzdrkviz kapitola 3.4), tradni metodou podle Hendersona-
Hasselbacha.

Druhym zpisobem bylo spektrofotometrické stanovenK,pprovedené nasledujicim
zpasobem Byly pripraveny vodné suspenze huminovych kyselifiznych koncentracich (2,
20, 40, 100 a 500-gm ). Po 24-hodinovémi¢pani bylo u vyluh zmsieno pH, vodivost,
UV/VIS spektrum. Poté byly vyluhyiediny v ponéru 1:10 s vodou (bylo zéieno pH), HCI

a NaOH o koncentracich 0,3dgr>. Byla prongiena UV/VIS spektra v rozsahu vinovych
délek A D<200;800> nm. Disocia&ni konstanta byla stanovena podle nasledujicihahuzt

Avevodé _Av NaOH
pK, =pH +log , (16)
AVHCI —-A

vevod

Absorbance A byly dosazovany vzdy pro stejnou vinodélku, XD<250;300> nm. Za pH
bylo dosazovano pH vyluhvody.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Charakterizace huminovych kyselin

U jednotlivych vzork huminovych kyselin byla provedena elementarniyaaalktera ufila
obsah popela u jednotlivych vzdrkhuminovych kyselin a déle procentudlni zastoupeni
uhliku, vodiku, kysliku, dusiku a siry. Vysledkgedentarni analyzy jsou uvedenyhab. 1.

Ve zkoumanych huminovych kyselinach byl obsah kyslistanoven vrozmezi 39,0
az 47,7 atomovych % a obsah kysliku se pohybuje @@ a 16,7 atomovych %. Nejmen
kysliku je obsaZzeno v huminové kyseéliiK 2 a nejvice pak v huminové kyselihlK 3.

Je patrné, Ze v huminovych kyselinach jsou nejzistoupeny prvky kyslik, uhlik a vodik.
Prvky sira a dusik jsou ¥dhto latkach zastoupeny pouze ve stopovém mnozstvi.

Tab. 1 Elementarni analyza vzérkuminovych kyselin (atomova %epatena na suché
bezpopelové huminové kyseliny)

vzorek atomova % hm. %
C H O N S popel
HK 1 39,0 43,7 16,1 0,9 0,3 28,8
HK 2 43,9 40,2 15,0 0,7 0,2 19
HK 3 47,7 33,9 16,7 1,0 0,7 3,6

Béhem analyzy vzork huminovych kyselin bylo zji8ho, Ze vyrazé nejvice popela je
obsazeno v HK 1. Nejmérmpopela bylo fitomno v HK 2. To souvisi se @gobem pipravy
vzorka. Jak je uvedeno v kapitoR3. HK 1 byla totiz pouzeikrat promyvana HCI a jednou
destilovanou vodou, kdeZzto HK 2 byldkiadreé promyta smisi HCI s HF a potom vodou
az do uplného odstrani CI ionta. U HK 2 je rovrez obsah popela nizky, byla totiz promyta
smesi HCI a HF a poté byla ptidtena dialyzou proti vod

Tab. 2Celkova kyselost huminovych kyselin

vzorky celkova kyselost [mmy ]
HK 1 6,38
HK 2 4,94
HK 3 5,75

Tady se opt projevilo to, Ze vzorky huminovych kyselin bylyfipravovany tiznymi
metodami. HK 1 byla ffijpravena bez zvlastnih&isteni, proto ma nejvic obsahu popela,
na druhé strahse vynechanintisteni zamezuje vymyti nejrozpusjdich frakci, ¢ili téch
které obsahuji nejvice kyselych skupin. HK 3 pgtath kthem své fpravy dialyzu
a lyofilizaci. HK 2 byla opakovan¢isténa zedtnym roztokem HCI + HF. Z toho vyplyv4, Ze
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HK 3 i HK 2 maji nizSi celkovou kyselost i#gobenou vymyvanim kyselych fugrkich
skupin Ehem gipravy.

Ze zjiseénych hodnot celkové kyselosti (viZab. 2) je patrné, Zze ze vSech pozorovanych
huminovych kyselin je nejkyselejsi HK 1. Naopakméje kysela je HK 2.

HK 2 ma nejméa kysliku i nejnizSi kyselost (viZTab. 1,Tab. 2). HK 3 obsahuje nejvice
kyselych funknich skupin, pestoze ma kysliku ménnez HK 2. To vypovida otieném
rozlozZeni kysliku mezi jednotlivé futii skupiny a to zejména mezi karboxylové skupiny,
které jsou nejvyznan@si v podilu celkové kyselosti, ale i mezi skupinaikohoki a fenoti.
Rovrez se kyslik nize vyskytovat nap v heterocyklickych strukturach nebo jakaistek

-0-.

20

15 A

pridavek NaOH (mmol/g)

Obr. 6Titrace suspenze HK 2 pro stanoveni celkové kytselos

4.2 Stanoveni p<; huminovych kyselin

Pro stanoveni hodnotyKp byly pouzivany pouze hodnoty absorbanci v rozsahavych
délek 250 — 350 nm a to zivbdu, aby absorbance nebyly moc nizké ani moc \§/sok
a spektra jednotlivych vzoikhuminovych kyselin se néiila. V Obr. 7 je vidt, Ze hodnoty
absorbanci pod hranici vinové délky 250 nm dosahiogiorgniho maxima a dokonce zde
dochézi i ke Kzeni jednotlivych spekter. Na stejném grafu jempatZze hodnoty absorbanci
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nad hranici vinové délky 350 nm jsotili® nizké a rozdily mezi absorbancemi u jednotivy
vzorki jsou minimalni, coz by mohlafigejich porovnavani vést k paime velké chybovosti.

0,8

absorbance

0 T T I =‘
200 300 400 500 600

A (nm)

Obr. 7 UVIVIS spektrum ve ved(modra), vroztoku HCIcervena) a NaOH (zelend)
pro HK 1 pi koncentraci40 g [dm™.

V grafu naObr. 8 je zndzormo UV/VIS spektrum vyluh HK 1 ve vod, v HCI a v NaOH
rozpoustny v HCI. Tyto hodnoty jsou ¥adech setin a pro vinové délky nad 350 nm se blizi
nule. Dosazeni takovychto hodnot do rovnice (17végio ke zn&né negesré stanovenym
hodnotdm K, Obr. 9 pgedstavuje graf UV/VIS spekter u vylwhHK 2 ve stejnych
prostedich jako u HK1. Situace je zde obdobna jako ulHK/yluhy rozpu&né v HCI maji
piilis nizké hodnoty absorbance. U HK 2 je gon$ nizka absorbance i u vyltitzredénych

s vodou.

U koncentrace 2-gm™ jsou [li§ nizké hodnoty absorbance, zejména u Wlatedsnych
SHCIl a rkdy i u vyluhi ztednych svodou. Ztohotoudodu je u této koncentrace
zaznamenana velkd chyba vémni i ve vypdtu. Tato koncentrace je nevhodna
pro spektrofotometrické stanoveni dis@aiskonstanty.
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Obr. 8 UV/VIS spektrum ve ved(modra), vroztoku HCIcervena) a NaOH (zelend)
pro HK 1 pi koncentraci2 g [ein?
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absorbance

Obr. 9 UV/VIS spektrum ve ved(modra), vroztoku HCIcervena) a NaOH (zelend)
pro HK 2 pi koncentraci2 g [’
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Koncetrace 500 -gm™ je rovrsZz nevhodna pro spektrofotometrické stanoveni dioti
konstanty. Absorbance vyltitve vod& maji velice podobné hodnoty jako absorbance wyluh
v HCI. Je to zaficinéno tim, Ze p takto vysoké koncentraci samotna disociace huwayicio
zpasobi takovy pokles pH, ze vyluh je i befidani HCI pondrné siln¢ kysely (viz.Tab. 4).

Z tohoto divodu jsou hodnoty ziskandigedini vodou a HCI velmi podobné. Tato situace je
zachycena na obrazkobr. 10, kde je uvedertiflad UV/VIS spektra u HK 1ipkoncentraci
500 gdm . Je zde vid, Ze UV/VIS spektrum HK 1 ve védse jen miniméala lisi od spektra
vzorku nereného v HCI.

0,8 A

0,6 ~

absorbanct

0,4 A

0,2 4

0 T T T T
300 310 320 330 340 350

A (nm)

Obr. 10 UV/VIS spektrum ve ved(modra), vroztoku HCIc¢ervend) a NaOH (zelend)
pro HK 1 pi koncentraci500 g [

Tab. 3Hodnoty pH vyluli po 7edeni vodou (v tabulce jsou uvedeny koncentrace suspen
pred//ednim)

vzorek pH

2 gdm® 20 gdm’® 40 gdm’® 100 gdm® | 500 gdm?
HK 1 4,74 3,94 3,48 3,24 2,57
HK 2 5,54 3,48 3,50 2,82 2,11
HK 3 8,87 7,44 6,37 4,61 3,65
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Na Obr. 11 je uvedenifklad UV/VIS spektra HK 2  koncentraci 100 gni>. Opst zde
dochéazi k tomu, Ze pH vyluhu ve voge @iliS nizké diky disociaci, a proto jsou UV/VIS
spektra vyluli ve vod a v HCI téndt stejna.

0,5

0,4 -

0,3 1

absorbance

0,2 1

0,1 -

O T T T T T T T T T
250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350

A (nm)

Obr. 11 UV/VIS spektrum ve ved(modra), vroztoku HCIc¢ervend) a NaOH (zelend)
pro HK 2 pi koncentraci100 g [em®

Nevhodnost koncentrace 100dgi® je patrnd i z UV/VIS spektra HK 3 uvedeného
na obrazkuObr. 12. Hodnoty absorbanci u HK 3 jsou velice kgs@ tedy nepouzitelné
pro vypaet K, Je vidt, Ze i kdyZz na ose y jsou absorbance aziid{coz jsou ptad ilis
vysoké hodnoty)spektra térék miji poZzadované rozmezi vinovych délek pro vyhamwva@ni
ziskanych dat. Row je zde hodnota absorbanci vyiuwe vod velmi podobnadm v HCI

a v rekterych mistech dokonce hodnoty absorbanci wyluhHCI prevySuji hodnoty
koncentraci vyluh ve vod. Tato koncentrace mohla byt pouzita pro WgiopK, pouze

u vzorku HK 1, kdy nartena spektra odpovidala pozadavkjak v hodnotach absorbanci,
tak v dostatéenych rozdilech meziednim vodou a HCI, obe¢nji vSak pro tento &el nelze
doporuit.
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Obr. 12 UV/VIS spektrum ve ved(modra), vroztoku HCIcervend) a NaOH (zelena)
pro HK 3 pi koncentraci100 g [dm®

Tab. 4Zdanlivé disociani konstanty ziskané spektofotometrickou metodou

20 gdm™ 40 gdm™ 100 gdm™
vzorek
PKapp * PKapp * PKapp *
HK 1 3,86 0,06 3,73 0,05 3,19 0,25
HK 2 4,27 0,11 3,88 0,11 X X
HK 3 7,68 0,11 6,49 0,28 X X

Idedlni pro porovnavani jsou proto koncentrace 2Bng a 40 gdm>. Stanovené hodnoty
pKa pro jednotlivé vzorky jsou uvedeny v Tab. 4. Padlsh nejsnaze disociuje HK 1, néfie
HK 3. Vysledky ziskané pro HK 1 a 2 jsou p&me blizké, coz je zfisobeno podobnosti
piipravy. Mirrg snizena schopnost disociace u HK 2 jejmé¢ zpisobena vymytim
nejrozpustijSich frakci i ¢iSteni vzorku. Vzorek HK 3 je velmi odliSny a pogidno K, by
se mohlo zdat, Ze bude téz nejéozpustnyZ grafi na obrazciclObr. 13 aObr. 14 je ale
patrné, ze HK 3 se déb rozpousti a ma vysoké hodnoty absorbanci v pardva HK 1

i HK 2. To je Zejme zpasobeno odliSnym Zsobem pipravy, zejména lyofilizaci.
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Obr. 13 UV-VIS spektrum ve vedpro HK 1 (modra), HK 2 (fialova) a HK 3c¢érna)
pri koncentraci40 g [em.
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Obr. 14 UV-VIS spektrum HK 1 (modra), HK 2 (fialova) a HK(&rna) pi koncentraci
20 g [dm™.
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Posuzujeme-li stanovené hodnoti,ps zavislosti na pouzité koncentraci vychozi sugpen
zjistime, Ze hodnoty s rostouci koncentraci ghkiesaji. To bylo zji&no u vSechif vzorki,

i kdyZz pouze u HK 1 se potie ziskat vysledky proit rizné koncentrace (viZlab. 4).
Pokles je zpisoben tim, ZeipvysSich koncentracichigdnosti disociuji vice kyselé frakce
huminovych kyselin, pokles pH pak posunuje rovhavélsociace méhkyselych funknich
skupin snérem Kk jejich protonizované forfn U vySSich koncentraci, pak zpravidla téz roste
chyba stanoveni, co? je patrné zejména u koncent@@ gdm>.

Z téchto vysledk uvedenych v tabulcdab. 4 Ize vyvodit, Ze nejvhodsi koncentraci
pro spektrofotometrické stanoveni dis@cizh konstant je 20-gm™. Vysledky pro tuto
koncentraci byly proto vybrany pro srovnani s vgikiepodle Hendersona-Hasselbacha, které
jsou uvedeny vTab. 5. Piklad stanoveni g, touto metodou pro HK 1 je uveden @ar. 15,
hodnoty K, jsou pak vlab. 5.

Podle Hendersona-Hasselbacha bffamejmér disociovat HK 2, coZz ovSem neni pravda.
Srovname-li hodnoty pH u vyluihsuspenzi jednotlivych vzolkpred fedénim (Obr. 16),
zjistime, ze produkce Honti je nejtsi u HK 1, nasleduje HK 2 a nejméhyselé vyluhy
dava HK 3. Ptadi tedy odpovida hodnotanKjp stanovenym spektrofotometricky a tato
metoda nam tedy zprdstlkovava takové hodnoty disoéidch konstant, které koresponduji
se skuténymi disocig&nimi schopnostmi, coZz je vyhoda oproti iat ziskanych podle
Hendersona-Hasselbacha. Spektrofotometrické stahalisoci&ni konstanty je i mnohem
jednodusi, nebhbu metody podle Hendersona-Hasselbacha je nutn@gitomnohdy dosti
komplikované titrace.

Tab. 5Zdanlivé disociani konstanty ziskané metodou podle Hendersona_lBasba

Henderson-Hasselbach (2(01@11‘3)
vzorky
PKapp *
HK 1 6,63 0,15
HK 2 9,33 0,10
HK 3 7,89 0,12
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5. ZAVER

Cilem této bakakské prace bylo aiit moznost vyuZziti UV/VIS spektrofotometrie jako
alternativni metody pro stanovenKphuminovych kyselin a srovnat dosazené vysledky
sdosud vyuzivanou metodou podle Hendersona-Hasselb Prace byla zaloZzena
na shromazehi materiah pro reSersnicast, ktera tvid jeji teoreticky zaklad. Déle byla
provedena experimentaldést, ktera navazovala naepchozi provedené prace na Ustavu
fyzikalni a spatebni chemie Fakulty chemické VUT v Btn

Na experimentélntast byly pouzity vzorky huminovych kyselin extralaoych z lignitu.
U vyluht huminovych kyselin bylo prodteno pH, vodivost a UV-VIS spektra. Z vyluh
byly pripraveny roztoky huminovych kyselin véeth fiznych prostedich s rozdilnymi
hodnotami pH. Vyluhy bylyedény vodou, HCI a NaOH.

Z nameienych dat byly uteny koncentrace huminovych kyselin, které se hodiyv/VIS
spektrofotometrické stanovenKphuminovych kyselin.

U dat pro nejvhod¥si koncentraci byly vyhodnoceny hodnoty disdnigh konstant jak
UV/VIS spektrofotometricky, tak metodou podle Herstma-Hasselbacha. Po porovnani
vysledlka jsem doSla k nadzoru, Zze UV/VIS spektrofotometriak&toda koresponduje se
skute&nymi disoci&nimi schopnostmi kyselin, coz je vyhodou oproti hoidm z metody
podle Hendersona-Hasselbacha, které se dopasird pouZzivaji. Co se t provedeni, je
spektrofotometrické stanoveni mnohem jednodus$iadé u Hendersona-Hasselbacha jsou
totiz casto dosti slozité a zdlouhavé.

Spektrofotometricka metoda ma §istplatréni v dalSim vyzkumu. V budoucnu by bylo lepsi
misto vody pouZzivat pufr, aby nebylo pH rozidkk moc ovlivieno disociaci kyselin a bylo
by tak mozné pozorovat i hodnoty disagiach konstant pro vySSi koncentrace. Prieggni
pouZziti této metody, by bylo dobré préitt disociani konstanty pro vzorky huminovych
kyselin IHSS.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOL U

PKa
pH

uv
VIS
HA

OHA

HA 1
HA 2
HA 3
IHSS

disoci&ni konstanta

hodnoty pH

oblast ultrafialového sila elektromagnetického &ni
viditelna oblast elektromagnetickéhaedi
slabé& jednosytna kyselina
rovnovazna konstanta

aktivita

molarni koncentrace

stupe disociace

aktivitni koeficient

sttedni aktivitni koeficient

silna dvojsytna kyselina

zdanliva disocieni konstanta

objem

celkova kyselost

navazka vzorku huminové kyseliny
ionizované funkni skupiny

vinova délka

vzorek huminové kyseliny

vzorek huminové kyseliny

vzorek huminové kyseliny

vzorky huminovych kyselin z International HenSubstances Society
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