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ABSTRAKT

Huminové kyseliny patii do skupiny huminovych latek, coZ jsou latky ptirodniho pavodu
vyskytujici se v pudach, raSelinach sedimentech a mladych uhli. Tyto latky jsou smési
sloucenin raznych molekulovych hmotnosti a struktury. Huminove kyseliny jsou ve vodnych
roztocich pouze ¢astecné rozpustné a jejich rozpustnost stoupa s rostouci hodnotou pH.

Bakalaiskd prace vyuzZivd vhuminovém vyzkumu dosud nepouZivanou metodu
chronopotenciometrické titrace a jejim cilem je ovéfit moznosti uplatnéni této metody pro
stanoveni koncentrace rozpusténych huminovych kyselin. Touto metodou se uréuji zejména
stopové koncentrace analytu. Vysledky ziskané chronopotenciometrickou titraci jsou
srovnany s vysledky bézné pouzivanych metod jako UV/VIS spektrometrie a potenciometrie.

ABSTRACT

Humic acids are part of humic substances, which are substances of natural origin occurring
in soil, peats, sediments and young coal. These substances are mixture of compounds with
different molecular weight and structures. Humic acids are only partially soluble in aqueous
solutions and their solubility is growing up with icreasing pH value.

Bachelor thesis uses method of chronopotentiometric titration, which has not been used yet
for humic research. This bachelor thesis is trying to check possibility of exercise this method
for assessment concentration of soluble humic acid. Especially trace amounts of analyt are
measured by this method. Results obtained by chronopotentiometric titration are compared
with results in common used method as UV/VIS spetctromerty and potentiometry.

Kli¢ova slova
Huminoveé kyseliny, chronopotenciometrie, disociace, rozpustnost

Keywords
Humic acids, chronopotentiometry, dissociation, solubility
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1. UvVOD

Huminové latky vznikaji rozkladnym procesem rostlin a tkanémi Zivocichu, tento proces
se nazyva humifikace. Tyto latky se nachazeji ve vodach, puadach, sedimentech, uhli
a raSelinach. Huminové latky se nejéastéji déli podle své rozpustnosti na huminové kyseliny
(rozpustné v alkalickém prostiedi, ale nerozpustné v kyselém prostiedi), fulvinové kyseliny
(rozpustné v obou prostiedich) a huminy (nerozpustné v obou prostiedich).

Huminoveé kyseliny jsou vysokomolekuldrni organické slouceniny, které ve sve struktuie
obsahuji aromatické cykly a velké mnoZstvi funkénich skupin, nejvice vSak karboxylové
a fenolické. Struktura huminovych kyselin je velmi rozmanitad a liSi se podle ptvodu,
naleziste, ale i doby odbéru vzorku, nebot” huminové latky se chovaji jako Zivy organismus
aza vhodnych podminek mohou meénit svou strukturu. Maji amfifilni charakter, ktery
umoznuje huminovym Kyselindm snadny transport v Zivotnim prostiedi.



2. CIL PRACE

Cilem této bakalarské préace bylo zavést do huminového vyzkumu metodu chronopotencio-
metricka titrace pro stanoveni obsahu karboxylovych skupin frakci humnovych latek
rozpusténych ve vodnych roztocich. Dil¢im cilem bylo pomoci jednoduchych organickych
kyselin urc¢it limity této metody z hlediska koncentrace a pKa.



3. TEORETICKA CAST
3.1 Huminove latky

Huminové latky jsou produkty biochemického rozkladu organickych rostlinnych
i ZivogiSnych latek, jejichZ kone¢nou fazi rozkladu je humus. [1]

Huminové latky se ve vodach tvoii humifikacnimi reakcemi odumielych rostlin
a zivocichu. [2]

Huminoveé latky jsou sloZité vysokomolekularni polycyklické slouc¢eniny tmavohnédého
zbarveni, které predstavuji komplex organickych latek, produktti kondenzace aromatickych
latek fenoloveho typu s aminokyselinami a bilkovinami. | ptes rozsahlé vyzkumy neni vSak
jejich struktura dosud piesné znama. NA&zory jednotlivych autorti se dokonce zna¢né
rozchazeji. [3]

Huminové latky se podle fyzikéalné-chemickych a chemickych vlastnosti déli na:

1. Humusové kyseliny

a. Huminové kyseliny — jsou rozpustné v zasaditém prostiedi, ale nerozpustné
v prostiedi kyselém
b. Fulvokyseliny — jsou rozpustné jak v zasaditém prostiedi, tak v prostredi
kyselém
c. Hymatomelanové kyseliny
2. Huminy
3. Humusové uhli [2,3]

3.2 Huminové kyseliny
3.2.1 Vznik a vyskyt huminovych kyselin

Rozkladnymi a syntetickymi pochody se z odumielé rostlinné a Zivocisné hmoty v pudé
tvoii tzv. humus, tmavé zbarvend amorfni organickd slozka pady. Humifikuje se zhruba
polovina primarni organické hmoty, zbytek se mineralizuje. OdliSuje se pudni a vodni humus,
ktery se svym sloZzenim ponékud lisi. Vodni humus vznika rozkladem planktonu a vodnich
rostlin. Huminové kyseliny se z humusu ziskaji extrakci do vody a poté vysrazenim v kyselém
prostiedi, kdy vznikaji tak zvané agregaty. Huminové kyseliny v zasaditém prostiedi tvori
prevazne praveé roztoky. [4]

V dnesni dobé se huminové kyseliny ptipravuji i synteticky (HULIS). HULIS ptipravené
v ramci této préce [8] se nechovaly jako polyelektrolyty. Autoti uvadgéji, Ze na kazdém z jejich
fetézcu byla piitomna pouze jedna disociovatelna karboxylova skupina.

3.2.2 Vlastnosti a struktura huminovych kyselin

Huminoveé kyseliny jsou slabé disociované, vicesytné organické kyseliny. Hodnoty
disociaénich konstant se pohybuji obvykle v rozmezi 10™-10°. Hodnoty pH jejich roztoka
jsou priblizné 3,5 v zavislosti na koncentraci. V roztocich se chovaji jako micelarni koloidy.
Koloidni ¢astice maji zaporny naboj a jejich izoelektricky bod leZi v kyselé oblasti. V silné
alkalickych roztocich tvoti pievazné pravé roztoky. MuZeme je ziskat i vyluhovanim
zasaditymi roztoky a vysrazenim v kyselém prostredi.



Struktura huminovych kyselin je velmi rozmanitd a liSi se podle pavodu, nalezisté, ale
i doby odbéru vzorku, nebot” huminové latky se chovaji jako Zivy organismus a za vhodnych
podminek meéni svou strukturu. Tento cyklus premeny struktury je dileZitou soucasti
padotvornych procesi.

Jevi se jako netavitelné amorfni slouceniny kyselého charakteru, které pii karbonizaci
neposkytuji dehet, ale poskytuji velké mnozstvi CO,. Jsou nehydrolyzovatelné, peptizovatelné
za normalnich teplot a maji velkou odolnost vaci rozkladu. V roztocich se chovaji jako
lyofobni koloidy se zna¢nou sorpeni schopnosti. Vyznacuji se vysokym obsahem vody, kterou
nelze mechanicky odstranit. [20]

Za zd&Kkladni strukturni jednotku huminovych kyselin muaZzeme povaZovat cyklické
slouceniny, nejcastéji aromatické s bo¢nimi tetézci a hydrofilnimi skupinami vazanymi na
jadre i bocnich fetézcich. Nasli se i chinoidni struktury. Pfitomné jsou i heterocyklické
slouceniny, jako derivatu furanu, pyridinu, indolu, purinu a pirimidinu. Jde o nakondenzované
anebo mustkové systémy. [7]

HC=0
|
COOH COOH o COOH ‘:H?.OH)‘ (Sugar)
H CH HC 0

R -CH
l
C=0 (peptide)
|
NH

J
v

Obr. 1 Modelova struktura huminovych kyselin (Stevenson 1982)



Obr. 2 Pocitacovy model huminové kyseliny (Stevenson)

3.2.3 Funkéni skupiny huminovych kyselin

Huminové kyseliny razného puvodu maji i razné zastoupeni funkénich skupin a boénich
fetézci. Z toho miazeme usuzovat, Ze prakticky jde o rtizna stadia mikrobialniho odbouravani,
a tim o zna¢nou komplikaci pti urceni struktury jednotlivych komponentd huminovych
kyselin. VVSeobecnym a charakteristickym znakem téchto latek zastava i nadale piitomnost
karboxylové a hydroxylové skupiny, dale fenolické, alkoholické a methylové skupiny.
Karboxylové a hydroxylové skupiny jsou pri¢inou kyselosti, sorpéni a vymeénné kapacity
huminovych kyselin, které jsou razné v zavislosti od typu kationtu. V jedné molekule
huminové kyseliny se obvykle nachazeji 3—4 karboxylové skupiny a 3—7 hydroxylovych
(fenolovych) skupin. V soucasnosti si nazory a teorie struktury huminovych kyselin ¢asto
navzajem odporuji, a to piedevSim z dtvodu nejednotnosti ndzori na pavod huminovych
kyselin. Komplikace nastavaji i z hlediska studovani huminovych kyselin na zakladé udaju
elementarni analyzy, protoZe je evidentni, Ze huminové kyseliny predstavuji smeés sloucenin
s riznou molekulovou strukturou. [7]

Elementérni analyza huminovych latek poskytuje informace o distribuci hlavnich prvki
(C, H, O, N, S). Proto pavodni struktury muZzeme dedukovat jen po frakéni analyze
huminovych kyselin. Analyza funk¢nich skupin osvétluje vyskyt hlavnich funkenich skupin
(COOH, OH a C=0) v huminovych materialech a urcuji index jejich reaktivity. Tato analyza
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je daleZita na urceni struktury jednotlivych subjednotek a charakteru funkénich skupin v nich
obsazenych a taky na uréeni jejich vzajemné vazby v makromolekule. [3]

Obsah karboxylovych skupin v molekule huminovych latek je duleZity, protoZe ovliviuji
rozpustnost slouc¢eniny ve vod¢, ktera je souc¢asti atmosférickych a povétrnostnich procesu
i procesu tykajicich se Zivotniho prostiedi.[8]

Tabulka 1 Obsah funkénich skupin v huminovych kyselinach [3]

Skupina Huminové kyseliny [mmol/mol]*
-OCHjs 0,2
-OH (celkové) 51
-OH (fenolové) 2,9
-OH (alkoholoveé) 2,2
>C=0 55
-COOH 8,6

*mmol funkéni skupiny na mol huminové kyseliny

Tabulka 2 Obsah hlavnich prvki: v huminovych kyselinach [3]

Prvek Huminoveé kyseliny [% hm]
C 50-60
O 30-35
H 4-6
N 2-4
S 0-2

3.3 Metody stanoveni acido-bazickych vlastnosti huminovych kyselin
3.3.1 Obsah funkénich skupin

Celkova kyselost — K urc¢eni celkové kyselosti huminovych kyselin mame 3 z&kladni
metody:
e Tradicni baryum-hydroxidova metoda — je zaloZena na reakci huminove kyseliny
s hydroxidem barnatym, kdy reakci vznikaji barnaté soli huminové kyseliny a voda.
Nadbyte¢ny hydroxid barnaty je pak nasledné titrovan standardni kyselinou.
Vysledky vSak byly ziskdny pouze v urcitych substituentech fenolu a ve
fenolformaldehydovych pryskyficich. Pii této metodé byla pozorovana Spatna
analyticka presnost, ktera byla prisuzovana karbonaci. Vysledky byly nizsi diky
nevytvoieni sraZzeniny soli barya pti reakci slabé kyselé slouceniny s hydroxidem
barnatym. Velice rozSitena je nepiima metoda, ktera byla pouZivana na stanoveni
uhli a poté byla pfizpasobena na huminové latky. Nejdiive byly slabé kyseliny
disociovany a vysrazeny. Nezreagované —OH byly odfiltrovany a poté titrovany
standardni kyselinou az do pH 8,4. [9,10,11]
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e Potenciometricka titrace — Pti této metodé se nejprve huminové latky okyseli na

pH 4 a poté se titruji do bodu ekvivalence. Tato metoda zpisobuje hydrolyzu,
oxida¢ni reakci a elektrodovou interferenci v silné alkalickych roztocich. Tato
metoda je presnéjSi na stanoveni celkové kyselosti huminovych latek. Wright
a Schnitzer titrovali huminové piipravky s bezvodym epoxidem sodnym za pouZziti
pyridinu, dimethyl formamidu nebo etylen diaminu jako rozpoustédla. VeétSina
ktivek ukézala pouze jeden ohyb, ktery odpovidal celkové kyselosti. [5,9,10,12]
V préaci [6] autori pouZivali nelinedrni metodu na stanoveni koncentrace a na
stanoveni hodnoty pK,. Ziskana data byla také zpracovana linearni metodou na
zaklad¢ Granovy funkce. V této préaci bylo vobou piipadech pristupovano
k huminovym kyselindm jako k jednosytnym kyselindm. Vysledky titraci byly
porovnany s vysledky riznych metod a zjistilo se, Ze huminové kyseliny s 5-6
vazebnymi misty byly nejlépe stanovitelné pomoci potenciometrické titrace.

« Bezvoda titracni metoda — Tato metoda zahrnuje konduktometrickeé titrace suspenzi
huminovych nebo fulminovych kyselin v acetonu s roztokem hydroxidu draselného
v izopropylalkoholu v dusikaté atmosfére. Ziskané hodnoty jsou srovnatelné s jiz
diive zminénou baryovou metodou. [13]

Karboxylové skupiny — Stanovuji se pomoci kalcium-acetatovou metodou, kdy pii reakci
s huminovymi  kyselinami vznika kyselina octova. Vznikla Kkyselina octova je
potenciometricky titrovana standardizovanym roztokem hydroxidu sodného (sklenéna
kalomelova elektroda). DalSi metodou je jodometricka titrace davajici vy3ssi hodnoty nez
kalcium-acetatova metoda, ale vysledky nejsou reprodukovatelné. [6,10]

VSechny hydroxylové skupiny — Acetylace s acetanhydridem v pyridinu se pouZiva pro
odhad celkovych OH skupin. Prebytek anhydridu je hydrolyzovan na kyselinu octovou, ktera
je poté titrovana standardizovanou zasadou. [10]

Fenolické hydroxylové skupiny — Pro odhad se pouZziva upraveny Ubaldiniho postup, ktery
zahrnuje refluxovani huminovych latek s alkoholickym roztokem hydroxidu sodného.
Piebytec¢né alkalie jsou oddéleny filtraci, zbytek byl promyt a suspendovan v 85% alkoholu
s nasycenym oxidem uhli¢itym. Suspenzni roztok se filtruje, promyva a kapalna faze je
titrovana odmérnym roztokem ke stanoveni uhli¢itanu draselného. [6,10]

Alkoholické hydroxylové skupiny — Na stanoveni téchto skupin madme nékolik metod. Tyto
skupiny jsou méné reaktivni nez fenolické. Obsah alkoholickych hydroxyla se vypocita tak,
Ze se od celkového obsahu hydroxylovych skupin odecte obsah fenolickych hydroxylovych
skupin. [10]

Karbonylové skupiny — Postup podle Fritze je zaloZzen na reakci huminové kyseliny

v metanol-2-propanolu s piebytkem hydroxylaminu. Nezreagonany hydroxylamin je titrovan
standardizovanym roztokem kyseliny chloristé. Schnitzer a Skinner rozviji polarografickou
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metodu. Huminové latky jsou rofluxovany s piebytkem 2,4-dinitrophenylhydrazinu
v okyseleném etanolu. Nasleduje polarografické stanoveni ¢inidla v piebytku. Obsah se poté
vypocte z mnozstvi spotiebovaného ¢inidla. Metoda podle Browna pro odhad C=0 na z&kladé
jejich redukce —CH,OH s boranem sodnym (NaBH,). Redukce je provadéna v alkalickém
prostiedi a vodik je uvolnény z nepouzitého NaBH, je odhadnut manometricky. [10]

Methoxylové skupiny — Upravena Zeiselova metoda. Methoxy skupina je oddélena varicim
jodovodikem a vznik& methyljodid. Poté je oxidovan bromem na kyselinu jodovou. Toto je
zpracovano s piebytkem jodidu draselného v kyselém roztoku, kde je obsaZzeny jod, ktery se
ur¢i titraci standardizovanym roztokem thiosiranu sodného. [10]

3.3.2 Stanoveni disociaénich konstant

Disociacni konstanta slouzi ke kvantitativnimu urceni sily kyseliny v roztoku. Jedna se
0 rovnovaznou konstantu chemickych reakci mezi kyselinou a zasadou. Rovnice disociace:

HA© A +H' (3.1)

Kde HA je obecna kyselina, ktera disociuje na konjugovanou bazi kyseliny A™ a vodikovy
ion H*. Chemicka reakce tik4, Ze rovnovaha nastava, kdyz se koncentrace jednotlivych slozek
nemeni v ¢ase. Disociacni konstanta se vypocita z rovnovaznych koncentraci slozek podle
rovnice:

_ N 2
S L P PN & ¢2)
[HA] CHYN Cha “7ha "Cy

Kde a je aktivita, ¢ je molarni koncentrace a y je aktivitni koeficient Z divodu velmi

nizkych hodnot disocia¢ni konstanty K, se pouzivd hodnota pK,, coZ je zaporny dekadicky
logaritmus disocia¢ni konstanty:

pK, = _Ioglo K. (3.3)

Cim vy33i je hodnota pKa, tim je nizsi stupen disociace. Silna kyselina se Uplné disociuje
ve vodnych roztocich. Hodnota disocia¢ni konstanty se meéni v zavislosti na teploté. [28]

JelikoZ jsou huminové kyseliny polyelektrolyty, tak jednotlivé karboxylové i fenolické OH
skupiny maji razné kyselé disocia¢ni konstanty. Tyto disocia¢ni konstanty se méni (kolisaji),
z tohoto davodu se pouZivaji pramérné hodnoty disociacnich konstant. Na zjisténi jejich pK
hodnot se pouZivaji titra¢ni metody[14]

Ve veétsing prirodnich vod se pii béZznych hodnotdch pH huminové latky vyskytuji jako
negativné nabité, povrchove aktivni makromolekuly. Jejich zaporny ndboj je dan pritomnosti
funkénich skupin, zejména karboxylovych a hydroxylovych. Piitomnost téchto skupin
vazanych na huminovém skeletu je i jednou z pticin kyselosti vod s kyselou koncentraci
huminovych latek. Zejména karboxylové skupiny maji relativné silné¢ kysely charakter
(disocia¢ni konstanty jsou fadu 102 —107), zatimco hydroxylové skupiny jsou jen slab&
kyselé (disociacni konstanty fadu 10° — 10™). [22]

Zdanliva disocia¢ni konstanta byva vypocitdvana z potenciometrické titrace s upravenou
Henderson-Hasselbachovou rovnici. Tato rovnice se nejéastéji pouziva pro analyzu
potenciometrickych titra¢nich ktivek slabych polykarboxylovych kyselin: [5,25]
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pK, = pH + Iog(l_—aJ (3.4)
(04

V ptipadg, Ze je stupen disociace o = 0,5, pak pK, = pH

V préaci [16] se disociacni konstanta vypocitala pomoci automatické potenciometricke
titrace z davodu nizké koncentrace vzorku v roztoku. U této titrace se zaznamenava presna
spotieba titra¢niho roztoku a vysledné pH.

Existuji i nepiimé techniky, které se pouZivaji na piiblizné urc¢eni disocia¢ni konstanty.
Tyto techniky vyuZivaji isosbestického bodu pfti spektrdlnich metodach, a to tak, Ze se
pripravi roztoky stejné latky, ale v jiném prostredi (kyselé, neutrélni, alkalické), nebo se
pripravi vice roztoki o jiném pH. Isosbesticky bod je bod protnuti vSech absorpénich spekter.
Zavislost absorbance kterékoliv formy kyseliny (disociované i nedisociované) na pH ma tvar
sigmoidalni krivky symetrické podle bodu inflexe. V bodé¢ inflexe plati: pK, = pH [15,23,24]

3.4 Pouzité metody stanoveni
3.4.1 UV/VIS spektroskopie

Podstatou ultrafialové (UV) a viditelné (VIS) spektroskopie je absorpce ultrafialového
a viditelného zéfeni (200 az 800 nm) ziedénymi roztoky molekul. P#i absorpci dochazi
k excitaci valen¢nich elektront, které jsou soucasti molekulovych orbitala. Proto molekulova
absorpéni spektra v UV/VIS oblasti jsou svou podstatou elektronova spektra.

Meéieni absorbance se hojné vyuziva k uréeni koncentrace sloucenin s chromofory. Pracuje
se obvykle metodou kalibra¢ni kiivky. UV/VIS spektrometrie je vyuZivana v prato¢nych
celach detektora raznych separa¢nich metod. Méteni je provadéno bud’ pti vhodné vinové
délce, nebo jsou sniména cela spektra v kratkych ¢asovych intervalech. [17]

Ve viditelné oblasti (400-800 nm) jsou adsorpéni spektra neutrdlniho, alkalického
a kyselého vodného roztoku huminovych kyselin nevyrazné, neukazuji Zadné maxima ani
minima.[10]

UV-VIS spektroskopie se nejéastéji vyuziva pro charakterizaci kvality humusovych latek.
HK maji vysokou schopnost svételné absorbance v UV-VIS oblasti, proto miZzeme pouZit
elektronova absorpcni spektra pro charakteristiku téchto makromolekulérnich latek a priblizné
ur¢it chemickou strukturu a typy vazeb v molekule.[26] Spektrélni ¢ary piedstavuji zavislost
absorbance HK na vinove délce a jejich tvar zavisi na chemickém sloZeni HK (tj. intenzité
zbarveni meeného roztoku). Cim vice klesa absorbance roztoku HK, tim strm&jsi tvar kiivka
ma a tim vysSi hodnoty ma barevny index (Qas).[26] Hodnota barevného indexu Qg je dana
pomérem absorbance HK pii vinové délce 465 nm a 665 nm. Hodnota E4s piedstavuje pomer
absorbance HK pti vinové délce 400 nm a 600 nm.

Zralost huminovych latek byla stanovena na zakladé méteni absorbance v UV-VIS oblasti
spektra — z rozdilu logaritmickych hodnot absorbance pii 400 nm a pii 600 nm. Podle hodnot
koeficientu Alog K muZeme rozdélit na typy: ,,A“, ,,B*“ a ,,Rp“podle zralosti:

e Typ A predstavuje huminové kyseliny s vysokym stupném humifikace (hodnoty
Alog K do 0,60). Huminové kyseliny vtéto skupiné jsou vysoce stabilni, maji
vysokou molekulovou hmotnost a vysoky stupen kondenzace aromatickych skupin.
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e Typ B je skupina huminovych kyselin s hodnotou Alog K od 0,60 do 0,80. Tyto
huminové kyseliny maji nizsi molekulovou hmotnost a nizsi stupen humifikace.

e Typ Rp piedstavuje huminové kyseliny s hodnotou Alog K od 0,80 do 1,10. Tato
skupina obsahuje huminové kyseliny s jest¢ nizSi molekulovou hmotnosti a

s niz8im stupném humifikace a vysokym obsahem alifatickych skupin.[27]

3.4.2 Chronopotenciometricka titrace

Pro Gcely stanoveni obsahu H™ ionti Ize vyuzit modifikované chronopotenciometrické
metody, pfi nichZ se v podstaté méii ¢asova zavislost potencialu mérné elektrody. Tato
elektrochemicka metoda je zaloZena na stanoveni zejména stopovych koncentraci latek, které
se vylucuji na pracovni elektrodé a zpétné jsou rozpustitelné konstantnim proudem. Ze zmeény
potencialu pracovni elektrody se urci doba trvani rozpusténi vyloucené latky (chronopotencio-
metricky prechodovy ¢as), kterd je tmérna koncentraci analytu v analyzovaném vzorku.

SCP - galvanostatickd rozpoustéci (stripping) chronopotenciometrie je dvojfazova
analyticka metoda, kde v prvni fazi se na povrchu pracovni elektrody z tekouciho roztoku
vzorku vylou¢i pii konstantnim potencidlu, nebo pti konstantnim proudu analyt, ktery se
v druhé fazi konstantnim proudem rozpusti, pticemz se registruje zména potencidlu pracovni
elektrody v pribéhu rozpousténi, E=f(t). Zmeéna potencialu od ¢asu mé tvar oxida¢né-
redukeni titraéni krivky, ¢imz ve skutecnosti je. Z této zavislosti je mozné zjistit hodnotu tzv.
prechodového ¢asu. Naméiené hodnoty potencialu se ukladaji do paméti pocitace systémem
»memory mapping“, tj. nacitané a digitalizované hodnoty potencidlu se pokladaji za adresy
pamétovych jednotek, kterych nomindlni hodnota se inkrementuje, dt/dE=f(t). Viny
v pavodnim zaznamu odpovidajici rozpusténi urcité latky se méni na piky, kterych plocha
udéavéa piechodovy cas. [18,19]
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4. EXPERIMENTALNI CAST
4.1 PouZité pristroje

pratokovy analyzator EcaFlow model 150 GLP
UV/VIS spektrofotometr HITACHI U-3900H
pH metr METTLER TOLEDO, Seven Easy
konduktometr Hanna HI 8820 N

ptistroj CHNSO Mikroanalyzétor Flash 1112, Carlo Erba

4.2 Pouzité chemikalie

Siran sodny dekahydrat (PENTA, spol. s.r.o.)
Kyselina chlorovodikova (Lach-Ner, s.r.0.)
Kyselina benzoova (LACHEMA, s.r.0.)

Kyselina citronova monohydrat (ONEX, spol. s.r.0.)
Kyselina octova (Lach-Ner, s.r.0.)

Kyselina Stavelova (LACHEMA, s.r.0.)

Kyselina ftalova (Fluka, s.r.0.)

Kyselina salicylova (LACHEMA, s.r.0.)

Huminové kyseliny

4.3 lzolace huminovych kyselin

60 g lignitu (lokalita Mikulgice, CR) bylo zalito 2 dm® extrakéniho roztoku o sloZeni
0,1 M NaOH + 0,084 M - NasP,0; - 10 H,O. Extrakce probihala pies noc v inertni dusikové
atmosféie za stadlého protiepavani. Nasledujici den byl roztok zfiltrovan pies hustou tkaninu
atuhy zbytek po filtraci byl znovu extrahovan, tentokrat pouze 60 min. Poté byla opét
provedena filtrace. Oba filtraty byly spojeny a opatrné okyseleny 20% HCI do pH = 1. Roztok
byl ponechan v lednici pies noc odstat. Druhého dne byla odsata kapalina nad usazeninou,
zbytek byl 10 minut odstied’ovan v centrifuze pii 4000 otdckdch za minutu a termostatu
nastaveném na 10°C. Usazenina byla trikrdt promyta kyselinou chlorovodikovou
o koncentraci 0,1-0,2M a pH < 1 ajednou destilovanou vodou. Nakonec byly ziskané
huminové kyseliny vysuSeny pti 50°C. Takto ziskany vzorek byl nésledné piecistén
nasledujicim postupem. 1g huminové Kkyseliny byl zalit 250 ml roztoku kyseliny
chlorovodikové a fluorovodikové v poméru: 10 ml konc. HCI + 20 ml konc. HF + 1970 ml
H,O. Tento roztok byl ponechan 24 hodin tiepat a nasledn¢ byl odstiedén. Po dekantaci byla
usazenina znovu zalita roztokem HCI + HF a 24 hodin protiepavana. Roztok byl znovu slit
a usazenina promyvana vodou, dokud nebyla zkouSka AgNOs; na CI" negativni. Poté byly
ziskané huminové kyseliny vysuseny pii 50°C.

4.4 Stanoveni obsahu kyselych funkénich skupin

Pro stanoveni celkové kyselosti byla pouZita metoda konduktometrické titrace. Byla
ptipravena vodnéa suspenze huminovych kyselin (20 g/dm® a ponechana 24 hodin tiepat.
Titrace byla provedena celkem ttikrat, vZzdy v objemu 25 ml standardizovanym roztokem 1M
NaOH.
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Obsah karboxylovych skupin byl stanoven metodou octanu vapenatého. 50 mg huminové
kyseliny bylo navdZeno do kadinky o objemu 100 ml a zalito 25 ml vody a 25 ml 0,81 M
roztoku octanu vapenatého. Kadinky byly uzavieny parafilmem a ponechany 24 hodin trepat.
Druhy den byl roztok zfiltrovan a filtrat doplnén destilovanou vodou v odmérné bance na
objem 100 ml. Tento roztok byl titrovan 0,1 M NaOH do pH 9,8, které je povaZovéano za bod
ekvivalence. Byl rovnéZz proveden tzv. slepy pokus (stejny postup ale bez huminovych
kyselin).

Tabulka 3 Charakterizace pouZitych huminovych kyselin

; Kove slozent
li)e/lsl:I);/si COOH popel | vlhkost T (2;/9(;) ;Zem
mmol/ hm. %) | (hm. % '
(mmolfg) | (MMOVe) | (hm. ) | (hm. %) === A1 = T g
7,01 4,39 2,13 5,53 42,76 | 41,31 | 14,73 | 0,87 | 0,34

" prepocteno na suché bezpopelové HK

Elementarni analyza (prvkové sloZeni) byla provedena na pfistroji CHNSO
Mikroanalyzator Flash 1112 (Carlo Erba), tato analyza byla spolu se stanovenim obsahu
popela a vihkosti provedena v Ustavu struktury a mechaniky hornin AVCR v Praze

4.5 Pracovni postup

Nejprve byl ptipraven roztok R—022, coZ je 1,5% roztok siranu sodného rozpusténého
v destilované vod¢. Tento roztok byl pouZit jako extrakeni ¢inidlo pro huminové kyseliny
a jako rozpoustédlo pro kyseliny organické. Déle byl pouZit jako nosny elektrolyt pro mefeni
koncentrace na pristroji EcaFlow.

4.5.1 Priprava roztoka organickych kyselin

Roztoky organickych kyselin byly ptipraveny tak, Ze bylo navazeno potiebné mnoZstvi
organické kyseliny, ktera byla rozpusténa v roztoku R—022. Vysledny objem roztoku byl
100 ml. U téchto roztoka bylo zméteno jejich pH.

Jednosytné kyseliny (salicylova, benzoova a octova) byly pfipraveny v koncentracich 5, 10
a 20 mM. Dvojsytné kyseliny (Stavelova a ftalova) byly pfipraveny v koncentracich 2,5; 5; 10
a 20 mM, tj. s obsahem COOH skupin v roztocich 5, 10, 20 a 40 mM. Trojsytna kyselina
citronova byla pripravena v koncentracich 1,66; 3,33; 5; 6,66; 10 a 20 mM, tj. s obsahem
COOH skupin v roztocich 5, 10, 15, 20, 30 a 60 mM. U vsech latek tak byly pouZity jednak
stejné koncentrace kyselin a stejné koncentrace COOH skupin.

4.5.2 Priprava vyluha huminovych kyselin

Suspenze huminovych kyselin byly piipravovany tak, Ze se navazilo urcité, piedem dané
mnozstvi huminovych Kyselin, které byly extrahovany v daném mnoZstvi roztoku R—022.
Kazdé navazené mnozstvi huminovych kyselin bylo extrahovano v roztoku po dobu jednoho
tydne. Suspenze byla poté piefiltrovana pies mikrofiltr 0,35 um pomoci injekéni stiikacky.
Po prefiltrovani bylo u kaZzdého roztoku zméteno pH a poté byla zmérena UV/VIS spektra
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v rozsahu 200 — 900 nm. Byly piipraveny tii sady vzorka huminovych kyselin. Zadané
navazky, piesné navazky a mnozstvi roztoku R—022 jsou uvedeny v nasledujicich tabulkach.

Tabulka 4 Prvni sada vzorki
zadana navézka [g] | piesna navéazka [g] | mnoZstvi R-022 [ml] | koncentrace [g/dm®]
0,001 0,0014 100 0,014
0,010 0,0100 100 0,100
0,050 0,0504 100 0,504
0,100 0,1050 100 1,050
0,500 0,5017 100 5,017
1,000 1,0012 100 10,012

V této tabulce se nachazi zakladni koncentraéni rozsah huminovych kyselin. Tento rozsah

koncentraci byl roz

v vy v v

S

ifen o vyssSi koncentrace, které se nachazeji v nasledujici tabulce.

Tabulka 5 Druha sada vzorkii

zadana navézka [g] | piesna navéazka [g] | mnoZstvi R-022 [ml] | koncentrace [g/dm®]
0,2 0,2013 10 20,13
0,3 0,3010 10 30,10
0,4 0,4005 10 40,05
0,5 0,5001 10 50,01
0,6 0,6003 10 60,03
0,7 0,7000 10 70,00
0,8 0,8000 10 80,00
0,9 0,9000 10 90,00
1,0 1,0010 10 100,10

Vy38i koncentrace byly pouzivany pro stanoveni limitu méieni této metody.

Tabulka 6 Treti sada vzorki
zadana navazka [g] | presna navazka [g] | mnoZstvi R-022 [ml] | koncentrace [g/dm?]
0,005 0,0054 100 0,054
0,150 0,1503 50 3,006
0,400 0,3996 50 7,992
0,750 0,7494 50 14,988
0,250 0,2494 10 24,940
0,350 0,3496 10 34,960

Treti sada vzorki slouzi na doplnéni koncentraci mezi prvni a druhou sadou vzorka.
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4.5.3 Méreni na Istranu pomoci chronopotenciometrické titrace

Byl zapnut pratokovy analyzator EcaFlow a pocitac. Poté byl spustén program EcaFlow,
kde tlacitkem regenerace byla elektroda regenerovana. Nejprve byly prométeny standardy pro
vytvoreni kalibra¢ni primky. Jako standard byla pouZita kyselina chlorovodikova, jejiz
koncentrace byly 5, 10 a 20 mM. Po zmg¢teni kalibrace byly proméieny organické kyseliny se
zadanou stejnou koncentraci. Nakonec byly prométeny vyluhy huminovych kyselin. Jako
nosny elektrolyt byl pouZit roztok R—022, do kterého byly huminové kyseliny extrahovany.
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5. VYSLEDKY A DISKUZE
5.1 Jednoduché organické kyseliny
5.1.1 Stanoveni pH jednoduchych organickych kyselin

Hodnoty pH jednotlivych roztoka pouZitych organickych kyselin byly stanoveny pomoci
pH metru. Z téchto hodnot byly vypog¢itany koncentrace vodikovych ionta.

Tabulka 7 Namerené pH kyseliny salicylové — pK,=2,97
Ciys [MM] Ccoon [MM] pH Ch+ [MM]
5 5 3,17 0,68
10 10 2,97 1,07
20 20 2,92 1,20
Tabulka 8 Nameérené pH kyseliny benzoové — pK,=4,19
Ciys [MM] Ccoon [MM] pH Ch+ [MM]
5 5 3,35 0,45
10 10 3,17 0,68
20 20 3,04 0,91
Tabulka 9 Namerené pH kyseliny octove — pK,=4,75
Ciys [MM] Ccoon [MM] pH Cu+ [MM]
5 5 3,60 0,25
10 10 3,20 0,63
20 20 2,97 1,07
Tabulka10  Namerené pH kyseliny Sravelové — pK,=1,23; 4,19
Ciys [MM] Ccoon [MM] pH Ch+ [MM]
2,5 5 3,08 0,83
5 10 2,93 1,17
10 20 2,73 1,86
20 40 2,36 4,37
Tabulka 11 ~ Nameérené pH kyseliny ftalove — pK,=2,89; 5,41
pKa<5 VSechny COOH
Ciys [mM] CcooH [mM] CcooH [mM] pH Ch+ [mM]
2,5 2,5 5 3,21 0,62
5 5 10 2,85 1,41
10 10 20 2,66 2,19
20 20 40 2,47 3,39
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Tabulka 12 ~ Namerené pH kyseliny citronové — pK,=3,06; 4,77; 6,39

pKa<5 VSechny COOH
Cikys [MM] Ccoon [MM] Ccoon [MM] pH Ch+ [MM]
1,66 3,32 5 3,6 0,25
3,33 6,66 10 3,36 0,44
5 10 15 3,16 0,69
6,66 13,32 20 2,86 1,38
10 20 30 2,78 1,66
20 40 60 2,54 2,88

Zmetené pH roztoki uréuje mnozstvi disociovanych H* ionti. Namétena koncentrace H”
ionta je tedy vZzdy mensi neZ je celkovy obsah COOH skupin. Z tabulek je patrné, Ze se
vzrastajici  koncentraci kyselin klesd jejich hodnota pH, a tim roste i koncentrace
disociovanych H* ionti.

5.1.2 Stanoveni koncentrace jednoduchych organickych kyselin

Kazdy roztok kyseliny byl na pratokovém analyzatoru EcaFlow proméien 5x, poté byly
jednotlivé kiivky ohrani¢ené cervenymi svislymi ¢arami, které ndm urcuji velikost piku.
Timto zptisobem byly odecteny koncentrace jednotlivych méreni v kazdém vzorku a vysledna
koncentrace kyselin byla uréena zpriamérovanim jednotlivych meéteni pro jednotlivé
pripravené koncentrace.

Tabulka 13  Stanoveni koncentrace kyseliny salicylové

Ciys [MM] Ccoon [MM] Ch+ [MM] odchylka [mM] %
5 5 5,01 0,15 100,16
10 10 9,93 0,12 99,28
20 20 18,98 0,97 94,915

Tabulka 14  Stanoveni koncentrace kyseliny benzoové

Ciys [MM] Ccoon [MM] Ch+ [MM] odchylka [mM] %
5 5 4,75 0,30 95,00
10 10 9,90 0,11 98,98
20 20 19,23 1,04 96,15

Tabulka 15  Stanoveni koncentrace kyseliny octové

Cikys [MM] Ccoon [MM] Ch+ [MM] odchylka [mMM] %
5 5 4,80 0,17 95,92
10 10 9,66 0,28 96,62
20 20 19,80 0,87 98,99
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Tabulka 16

Stanoveni koncentrace kyseliny Sravelové

Cikys [MM] Ccoon [MM] Ch+ [MM] odchylka [mM] %
2,5 5 5,06 0,05 101,20
5 10 9,83 0,13 98,26
10 20 19,14 0,42 95,68
20 40 38,81 0,38 97,02
Tabulka 17  Stanoveni koncentrace kyseliny ftalové
VSechny VSechny
pKa<5 pKa<5
COOH COOH
Ckys CCcooH CCcooH Chi+ odchylka
[ka/I] [mM] [mM] [mM] [mli//l] & &
2,5 2,5 5 4,79 0,05 191,60 95,80
5 5 10 9,61 0,04 192,20 96,10
10 10 20 17,70 0,40 176,97 88,48
20 20 40 34,64 1,27 173,18 86,59
Tabulka 18  Stanovené koncentrace kyseliny citronové
VSechny VSechny
pKa<5 pKa<5
COOH COOH
Ckys CCcooH CCcooH Ch+ odchylka
[ka/I] [mM] [mM] [mM] [mli//I] v v
1,66 3,32 5 3,76 0,16 113,37 75,28
3,33 6,66 10 7,48 0,18 112,31 74,80
5 10 15 12,39 0,21 123,90 82,60
6,66 13,32 20 18,32 0,70 137,52 91,59
10 20 30 28,30 0,72 141,48 94,32
20 40 60 40,87 0,09 102,18 68,12

Na toto méieni byly pouZzity jednosytné i vicesytné kyseliny sraznymi disocia¢nimi
schopnostmi COOH (pK,). Cilem bylo ovéfit limity pouzité metody. Konkrétné byla pouZita
aplikace vyvinuta vyrobcem pro stanoveni koncentrace silnych a stiedné silnych kyselin.
Mezi kyselinami, které je tato aplikace schopna stanovit, vyrobce uvadi i kyselinu octovou,
jejiz pK;, je 4,75. Tuto kyselinu jsme povazovali za predbéZznou horni hranici pK,. K této
aplikaci jsou oviem dva aplika¢ni listy, které se liSi v rozsahu stanovitelnosti z hlediska
koncentraci. Proto bylo nutné tyto aplikace piedem provérit.

U jednosytnych kyselin bylo stanoveno, Ze celkova koncentrace se shoduje se zadanou
koncentraci. U dvojsytnych kyselin (Stavelové a ftalové) se zadana koncentrace musela
zdvojnasobit, diky obsahu dvou karboxylovych skupin. Tyto kyseliny byly jesté dobie
zmétitelné na pristroji EcaFlow. Na Obr. 4 je zobrazen zdznam kyseliny ftalové, na kterém je
dobie vidét, Ze se jedna o dvojsytnou kyselinu (2 maxima). Takové piky se vyskytovaly
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i u kyseliny Stavelové, kterd je téZ dvojsytna. Nameieneé zéznamy tedy navic vypovidaly
0 sytnosti pouZzitych kyselin.

U kyseliny citronové byl limit méieni stanoven do koncentrace 10 mM, je to diky vétSimu
obsahu karboxylovych skupin v jeji molekule. U pavodni koncentrace 20 mM by méla
celkovd koncentrace byt 60 mM, z davodu obsahu tii karboxylovych skupin, ale byla
nameérena pouze koncentrace 40,87 mM. Hodnota pK, treti COOH skupiny u kyseliny
citronove je prilis vysoké (6,39) na to, aby tyto skupiny mohly byt pouZitou metodou
spolehlivé detekovany. Ptes tuto nepiiznivou hodnotu pK, se v namétrenych hodnotéch
castecné projevila i ptitomnost téchto skupin (viz Tabulka 18).
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Obr. 3 Ukazka zobrazeni piku pro kyselinu benzoovou 20 mM (jednosytna kyselina)
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Obr. 6 Graf zavislosti stanovenych % na koncentraci vsech COOH skupin

Na Obr. 5 jde vidét, Ze mezi hodnotami pK, mezi 4-5 zacind prudce klesat schopnost
metody spolehlivé detekovat COOH skupiny. Pod hodnotou pK, =5 bylo stanoveno jesté nad
90 % COOH, coZ odpovida avizované kyseliné octové, kdy koncentrace 40 mM je stéle jeste
nad 90 % COOH. Pii pK, vétSim neZz 6 bylo stanoveno pouze 80 % z ptritomnych COOH
skupin.

Na Obr. 6 je vidét, Ze pii koncentracich 5—40 mM bylo stanoveno jesté nad 90 % COOH
skupin, ale pti koncentraci 60 mM byla koncentrace stanovena pod 70 %. Limit metody byl
nakonec stanoven na 20 mM, nebot’ pii této koncentraci bylo jeSté stanoveno témei 100 %
ptitomnych COOH skupin.
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na zadané koncentraci (Kyselina ftalova)
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Z Obr. 7 a 8 je patrné, Ze koncentrace H* iontéi namétené pH metrem je podstatng mensi
neZ koncentrace namérena pristrojem EcaFlow. To je zptasobeno tim, Ze pH metr méki pouze
disociované H* ionty, kdezto ptistroj EcaFlow méii i nedisociované H* ionty ptitomné
v roztoku. Jednim z moZnych vyuZiti kombinace dat ziskanych méienim pH a pfistrojem
EcaFlow je stanoveni disociac¢nich konstant bez nutnosti pouZiti zdlouhavych a ¢asto ne prilis

spolehlivych titracnich metod.

5.2 Huminove kyseliny
5.2.1 Stanoveni pH huminovych kyselin

Hodnoty pH vzorka huminovych kyselin byly stanoveny pomoci pH metru. Z téchto
hodnot byly posléze vypogitany jednotlivé koncentrace H* ionti. Z Tabulky 19 vyplyva, Ze
koncentrace disociovanych H* iontd v roztoku roste se zvySujicim se obsahem huminovych
kyselin. P¥i prepoctu na jeden gram piidanych huminovych kyselin ovsem nema mnoZstvi
disociovanych H* iontéi jednoznacny trend. Naméiena data ukazuji maximum pt#i koncentraci
3 g/dm®, pak hodnoty klesaji az k minimu pii 40 g/dm?®, nad touto koncentraci opét stoupaji.
Duavodem je ziejmé sama podstata huminovych latek. V rdmci této prace byly pro méieni pH
i chronopotenciometrickou titraci pouZzity vyluhy huminovych kyselin. Vidy se tedy
v pouzitém roztoku nachazely jen urcité rozpusténé frakce. SloZeni téchto frakci se ziejmé
koncentraci od koncentrace 1isi, 1iSi se i mnoZstvi a pK; COOH skupin, které tyto rozpusténée
frakce obsahuji. Lze predpokléadat, Ze pfi nizkych koncentracich se mohou rozpoustét i frakce,
které obsahuji mén¢ karboxylovych skupin s vyssim pK,. Disocia¢ni stupen téchto funkénich
skupin je pravdépodobné vysoky, nebot’ vodny roztok, ve kterém se tyto frakce rozpousti,
neni nasycen. Do urgitého obsahu huminovych kyselin (v nasem ptipadé 3 g/dm’) tedy mize
dochézet ke zvy$eni mnozstvi disociovanych H* iontd pripadajicich na hmotnostni jednotku
pridanych huminovych kyselin. Je to téZ usek s nejvétSim poklesem pH. Dalsi zvySovani
koncentrace ma ovSem za nasledek to, Ze frakce s menSim obsahem COOH skupin a frakce se
slabSimi karboxylovymi skupinami se rozpousti méné a méng, az je jejich rozpustnost Uplné
potlacena. To zpisobilo nejprve pokles mnoZstvi disociovanych H* ionté ptipadajicich na
jeden gram huminovych kyselin a nasledné narust této hodnoty, kdyz uz se rozpoustély pouze
frakce bohaté na COOH skupiny snizkym pK, Tato hypotéza bude dale ovérena
Vv navazujicim vyzkumu s jinymi vzorky huminovych kyselin véetné standardt International
Humic Substances Society.
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Tabulka 19

Nameiené hodnoty pH a vypocitana koncentrace H*

Craa [0/dM®] | ¢ [g/dmM’] pH cu+ [MM] | cpe[mmol/g]
0,01 0,014 5,75 0,0018 0,1270
0,05 0,054 512 0,0076 0,1405
0,1 0,100 4,75 0,0178 0,1778
0,5 0,504 3,99 0,1023 0,2030

1 1,051 3,66 0,2188 0,2082
3 3,012 3,19 0,6457 0,2144
5 5,034 3,05 0,8913 0,1771
8 8,035 2,88 1,3183 0,1641
10 10,00 2,79 1,6218 0,1622
15 15,14 2,76 1,7378 0,1148
20 20,13 2,76 1,7378 0,0863
25 24,94 2,71 1,9498 0,0782
30 30,10 2,68 2,0893 0,0694
35 34,96 2,66 2,1878 0,0626
40 40,05 2,63 2,3442 0,0585
50 50,01 2,47 3,3884 0,0678
60 60,03 2,35 4,4668 0,0744
70 70,00 2,03 9,3325 0,1333
80 80,00 1,96 10,9648 0,1371
90 90,00 1,81 15,4882 0,1721
100 100,01 1,70 19,9526 0,1995

5.2.2 Méreni absorbance huminovych kyselin

Vzorec pro vypocet AlogK:
q A(400 nm)

AlogK =lo

Byly vypog¢itdny pomery absorbanci pii jednotlivych vinovych délkach a Alog K

HA

og A(600 nm)

(4.1)
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Tabulka 20

Pomeéry absorbanci pri danych vinovych délkach a 4log K

c [g/1] 265/465 265/665 465/665 400/600 AlogK
0,01 7,47 28,00 3,75 4,67 0,67
0,05 7,73 24,29 3,14 4,88 0,69
0,1 9,41 50,80 5,40 6,75 0,83
0,5 13,88 66,60 4,80 9,17 0,96
1 22,20 166,50 7,50 21,00 1,32
3 18,60 176,67 9,50 18,63 1,27
5 29,16 277,00 9,50 19,00 1,28
8 26,29 447,00 17,00 30,80 1,49
10 36,48 383,00 10,50 23,67 1,37
15 32,47 573,67 17,67 34,00 1,53
20 36,66 916,50 25,00 42,25 1,63
25 37,08 482,00 13,00 34,80 1,54
30 43,25 951,50 22,00 39,00 1,59
35 41,67 510,50 12,25 28,00 1,45
40 48,88 684,33 14,00 31,40 1,50
50 54,72 2134,00 39,00 76,50 1,88
60 62,66 668,33 10,67 32,25 151
70 60,68 940,50 15,50 42,00 1,62
80 76,96 2001,00 26,00 58,00 1,76
90 72,63 490,25 6,75 28,00 1,44
100 77,55 749,67 9,67 42,33 1,63
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14 Zavislost absorbance na vinové délce
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Obr. 9 Ukazka spekter absorbanci (prvni sada vzorkai)

Na Obr. 9 je patrne, Ze se stoupajici koncentraci roztoka stoupa i jejich absorbance.
Rozdily absorbanci se zvySuji smérem Kk nizSim vinovym délkdm. Absorbance u vinovych
délek nad 500 nm se pohybovala kolem 0. Pro lepSi zobrazeni pika nebyly hodnoty
absorbanci nad touto vinovou délkou zobrazeny. Ze zmén optickych vlastnosti uvedenych
v Tabulce 20 je ziejmé, Ze se zmeénou koncentrace se méni sloZeni rozpusténych frakci, cozZ se
pak projevilo jak na stanovenych hodnotdch pH, tak na vysledcich ziskanych
chronopotenciometrickou titraci.

5.2.3 Stanoveni koncentrace huminovych kyselin

Kazda sada kyselin byla zméfena na prutokovém analyzatoru EcaFlow. Pocet analyz byl
prizptisoben jednotlivym objemam. U nékterych koncentraci je chyba 0 % a to z divodu
malého mnozZstvi vzorku. Proto byly tyto vzorky méteny pouze jednou. U ostatnich objemu
byly vzorky analyzovany 3x. Jednotlivé kiivky byly ohrani¢ené ¢ervenymi svislymi ¢arami,
které nam uréuji velikost piku. Timto zpasobem byly odeéteny koncentrace jednotlivych
mefeni v kazdém vzorku avyslednad koncentrace kyselin byla urcena zpramérovanim
jednotlivych meéteni pro jednotlivé piipravené koncentrace.
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Tabulka 21

Namerené hodnoty koncentrace a vypocitané hodnoty kyselosti

pH EcaFlow
% stanoveni % stanoveni
° . O+ O+ z celkové | z kyselosti COOH
[g/dm’] [mmol/g] [mmol/g] kyselosti skupin
0,01 0,1270 4,7619 67,95 108,45
0,05 0,1405 2,5926 36,99 59,04
0,1 0,1778 3,7997 54,22 86,53
0,5 0,2030 1,1570 16,51 26,35
1 0,2082 0,8565 12,22 19,51
3 0,2144 0,7393 10,55 16,84
5 0,1771 0,4728 6,75 10,77
8 0,1641 0,3941 5,62 8,98
10 0,1622 0,3373 4,81 7,68
15 0,1148 0,3763 5,37 8,57
20 0,0863 0,6473 9,24 14,74
25 0,0782 0,3007 4,29 6,85
30 0,0694 0,6977 9,96 15,89
35 0,0626 0,3252 4,64 7,41
40 0,0585 0,5845 8,34 13,31
50 0,0678 0,5411 7,72 12,32
60 0,0744 0,4531 6,47 10,32
70 0,1333 0,3871 5,52 8,82
80 0,1371 0,3399 4,85 7,74
90 0,1721 0,3018 4,31 6,87
100 0,1995 0,2730 3,90 6,22

Z Tabulky 21 je ziejmé, Ze koncentrace H" iontti meiené pristrojem EcaFlow jsou mnohem
vy33i nez koncentrace H iontt métené pomoci pH metru (viz Tabulka 19). To je zpasobeno
tim, Ze pH metr me&ti pouze disociované H ionty, ale pristroj EcaFlow by mél pti vhodng
zvolenych koncentracich mérit viechny H™ ionty, tedy i ty nedisociované z COOH skupin
s dostate¢né nizkou hodnotou pK,. Stanovené % z celkové kyselosti jsou vyrazné nizsi, nez
stanovené % pouze z kyselosti COOH skupin, nebot’ obsah COOH skupin (4,391 mmol/g) je
niZsi nez celkova kyselost pouZitého vzorku (7,008 mmol/g). Nepiedpokladé se, Ze by pouZita
aplikace byla schopna detekovat fenolické OH skupiny v huminovych kyselinach. To bylo téz
potvrzeno experimentaln¢é pii méteni roztokt kyseliny salicylove, kterd ve své molekule
fenolickou OH skupinu obsahuje.
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Z Obr. 11 je patrné, Ze nejvysSi hodnoty pH se nachdzeji pti nizSich koncentracich
huminovych kyselin. Cim je nizsi pH, tim je roztok kyselej$i — obsahuje vice disociovanych
H* ionté. Hodnoty pH prudce klesaji az do koncentrace 10 g/dm®, dal je pak pokles velmi
pozvolny. Pokud tyto hodnoty pH prepocteme na koncentraci H* iontt a vztahneme na jeden
gram huminovych kyselin, ziskame data uvedend v grafu na Obr. 12, ve kterém jsou navic

uvedeny stejné prepocitané hodnoty ziskané chronopotenciometrickou titraci.
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Obr. 12 Graf zavislosti nameérené koncentrace na pripravené koncentraci, hodnoty z méreni

pH (zelené) a z EcaFlow (modré)

Z Obr. 12 je patrné, Ze pristroj EcaFlow naméril i vtomto piipadé vetsSi hodnoty
koncentrace H* iontt, neZ pH metr. Hodnoty ziskané chronopotenciometrickou titraci prudce
klesaji az do koncentrace 10 g/dm® a dal se prakticky neméni. Zde bylo jiz ztejmé dosazeno
detekéniho limitu pristroje. Pokles mnoZstvi H' ionti pripadajicich na hmotnostni jednotku
huminovych kyselin je opét zpusoben raznym sloZenim rozpusténych frakci huminovych
kyselin pti danych koncentracich, jak potvrdily i dalSi pouZzité metody — méreni pH a UV/VIS

spekter piipravenych vyluht.

33



6. ZAVER

Tato bakalaiskd prace se zabyvd huminovymi kyselinami a schopnosti méfit jejich
koncentraci chronopotenciometrickou metodou. Zminéna metoda dosud nebyla pouZita na
stanoveni huminovych kyselin.

Prvnim cilem bylo stanovit maximalni hodnotu koncentrace, ktera se da touto metodou
jeste spolehlivé zmerit. Ze ziskanych méteni bylo zjisténo, Ze u jednoduchych organickych
kyselin pristroj EcaFlow byl schopen zmétit koncentraci az 40 mM v zavislosti na pK,.
Maximalni koncentrace, kterou Ize doporugcit na z&kladé vysledka této prace je 20 mM. Dale
bylo zjisténo, Ze =z hlediska disociacnich schopnosti funkénich skupin je hranice
stanovitelnosti u jednosytnych i vicesytnych kyselin kolem pK, = 4-5.

Aplikaci metody chronopotenciometrické titrace na huminové kyseliny bylo zjisténo, Ze
piistroj od koncentrace huminovych kyselin 10 g/dm® dava priblizng stejné hodnoty. To je
ziejmé hranice stanovitelnosti pro vyluhy huminovych kyselin ve vodnych roztocich
(konkrétné v roztoku R-022). V préci [21] byla stredni hodnota pK, stanovena na 3,86, coZ je
mozno, s piihlédnutim k vysledkam ziskanym z méieni s jednoduchymi organickymi
kyselinami, povaZovat za hodnotu odpovidajici silnym az stiedné silnym kyselinam.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

e e
> X023 oy

MHA

R-022
Ckys
CcooH
CH+
Czad

> 0 £ 3

disocia¢ni konstanta

zaporny dekadicky logaritmus disocia¢ni konstanty
aktivita

molarni koncentrace

aktivitni koeficient

stupen neutralizace

absorbance

hmotnost huminové kyseliny vztazené na 100 ml
mérny potencial

¢as

1,5% roztok siranu sodného

poZadovana koncentrace kyseliny
koncentrace karboxylovych funkénich skupin
koncentrace vodikovych ionta

zadana koncentrace

hmotnost

objem

vysledna koncentrace

vinova délka
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9. PRILOHY

Piiloha 1

Aplikacni list ¢. 41 — Stanoveni silnych a st/edné silnych kyselin

istran

Aplikacny list €. 41

» Stanoveniesilnych a stredne silnych kyselin

TYPY VZORIEK

Roztoky silnych a stredne silnych kyselin (kyselina chlorovo-
dikova, sirova, dusicna, octova, atd.)

PRINCIP METODY

Na stanovenie sa pouziva tzv. vnitroelektrodova coulo-
metrickd titracia: Pracovna elektréda sa pri vhodnom
potencidli naplni upravenym roztokom vzorky a H™ iény sa
galvanostaticky zredukujui navodik a tym sa zneutralizuji:

2H’+2e’—)H2|

Pri tomto kroku sa zaregistruje signal - chronopotenciogram,
z ktorého sa vypocita mnozstvo a koncentracia kyseliny vo
vzorke.

POUZITE ROZTOKY
» Nosny (zakladny) elektrolyt: demivoda alebo R-022

» Roztok R-022¢

» Certifikovany referenény material HCl: 1,000 mol /dm’

STANDARDNE ROZTOKY PRE ZOSTROJENIE
KALIBRACNEJ KRIVKY

Standardné roztoky s pripravené v roztoku R-022 z certifiko-
vaného referencného materialu HCl:

) Standard€i  Standard €2 Standard £3
0,005 0,010 0,020
7717 Koncentrciu Standardov maino prispGsobit predpokladané

koncentranému rozsahu v analyzovanych vzorkich

www.istran.sk

UPRAVA VZORIEK

VZORKA

Do suchej 50 ml odmernej banky sa prida 5 ml roztoku R-o22c,
roztok vzorky (mnoZstvo treba prispSsobit predpokladanej
koncentracii kyseliny vo vzorke), objem roztoku sa doplni na
50 ml vodou a vysledny roztok sa po premiesani analyzuje.

Zriedenie vzorky: x ml vzorky na vyslednych 50 ml analyzova-
ného roztoku.

SLEPA VZORKA (BLANK)

Roztok R-022.

ELEKTRODA
E-CAPt

EXPERIMENTALNE PARAMETRE

Potenciostaticky méd

Kalibracia

© Bezkalbradne

@ Kelibraéns priamka
€ Pricavok tardarchs

Norwomadenic | Merarie pozada

 GST € Iba pred pryjm meranim
& PsT

" Predkazdjm meranim

= e 5 ka oorkDu alsb it
€ Priomka ?V”"‘ € Skatdou O . vaoiko debo Starderdom
@ Pelynom 2:tupra Zep
Vieobecné | Preparécia | egenerdcia Meranie | Kaibracia | Vipoget | Vzorky |
i i~ Pauza [s) Obijem (ml)
Edepos : [400 m || Quiesel:[2 Veorka: [4
Idepos: [0 ud Quiese2:[10 Pezadie: [4
- Potenciél (m) Rm:]zﬂ Pfﬂﬂhﬁhilﬂ
Estart1 ;{400 Oane: vaoikis
Estat2:]0 Istip: [10 b & Ne € Aro
Estop:|-700 Max. gas: |600 s Meraci méd
Eregen:fi00 Pumpa: & yp € Zap {6 Mods € ModB
sty {400 Pretok:[6  mi/min

V.2009-11
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ZAZNAM
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VYHODNOTENIE VYSLEDKOV
Technika kalibracnej krivky

METROLOGICKE PARAMETRE

» Koncentraény rozsah 0,002 - 0,02 mol/dm’ H’
(v meranom roztoku)

» Reprodukovatelnost 1,5 % pri 0,01 mol/dm’ H" iénov
(v meranom roztoku)

RUSIVE VPLYVY

» Tuhé Castice vo vzorkich m6zu upchat elektrodu. Takéto
vzorky treba pred meranim prefiltrovat vhodny je nylénovy
filter s velkostou pérov 0,45 pm

POZNAMKY

» Trvanie merania mozno skratit zvySenim rychlosti prietoku
analyzatora z 3 ml/min na 6 ml/min vymenou hadicky
peristaltického Cerpadla - treba primerane pozmenit aj
prietokovii rychlost v parametroch

» Technika pridavkov 3tandardu je pouzitelna len externym
pridavanim S$tandardov. V takom pripade sa pracuje v
bezkalibracnom méde, a vysledky sa vyhodnocuji
samostatne

www.istran.sk
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