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ABSTRAKT 
Huminové kyseliny pat í do skupiny huminových látek, což jsou látky p írodního p vodu 

vyskytující se v p dách, rašelinách sedimentech a mladých uhlí. Tyto látky jsou sm sí 
slou enin r zných molekulových hmotností a struktury. Huminové kyseliny jsou ve vodných 
roztocích pouze áste  rozpustné a jejich rozpustnost stoupá s rostoucí hodnotou pH. 

 
Bakalá ská práce využívá v huminovém výzkumu dosud nepoužívanou metodu 

chronopotenciometrické titrace a jejím cílem je ov it možnosti uplatn ní této metody pro 
stanovení koncentrace rozpušt ných huminových kyselin. Touto metodou se ur ují zejména 
stopové koncentrace analytu. Výsledky získané chronopotenciometrickou titrací jsou 
srovnány s výsledky b žn  používaných 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. 
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1. ÚVOD 
 Huminové látky vznikají rozkladným procesem rostlin a tkán mi živo ich , tento proces 

se nazývá humifikace. Tyto látky se nacházejí ve vodách, p dách, sedimentech, uhlí 
a rašelinách. Huminové látky se nej ast ji d lí podle své rozpustnosti na huminové kyseliny 
(rozpustné v alkalickém prost edí, ale nerozpustné v kyselém prost edí), fulvinové kyseliny 
(rozpustné v obou prost edích) a huminy (nerozpustné v obou prost edích). 

Huminové kyseliny jsou vysokomolekulární organické slou eniny, které ve své struktu e 
obsahují aromatické cykly a velké množství funk ních skupin, nejvíce však karboxylové 
a fenolické. Struktura huminových kyselin je velmi rozmanitá a liší se podle p vodu, 
nalezišt , ale i doby odb ru vzorku, nebo  huminové látky se chovají jako živý organismus 
a za vhodných podmínek mohou m nit svou strukturu. Mají amfifilní charakter, který 
umož uje huminovým kyselinám snadný transport v životním prost edí. 
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2. CÍL PRÁCE 
Cílem této bakalá ské práce bylo zavést do huminového výzkumu metodu chronopotencio-

metrická titrace pro stanovení obsahu karboxylových skupin frakcí humnových látek 
rozpušt ných ve vodných roztocích. Díl ím cílem bylo pomocí jednoduchých organických 
kyselin ur it limity této metody z hlediska koncentrace a pKa.  
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3. TEORETICKÁ ÁST 
3.1 Huminové látky 

Huminové látky jsou produkty biochemického rozkladu organických rostlinných 
i živo išných látek, jejichž kone nou fází rozkladu je humus. [1] 

Huminové látky se ve vodách tvo í humifika ními reakcemi odum elých rostlin 
a živo ich . [2] 

Huminové látky jsou složité vysokomolekulární polycyklické slou eniny tmavohn dého 
zbarvení, které p edstavují komplex organických látek, produkt  kondenzace aromatických 
látek fenolového typu s aminokyselinami a bílkovinami. I p es rozsáhlé výzkumy není však 
jejich struktura dosud p esn  známa. Názory jednotlivých autor  se dokonce zna  
rozcházejí. [3] 

Huminové látky se podle fyzikáln -chemických a chemických vlastností d lí na: 
1. Humusové kyseliny 

a. Huminové kyseliny – jsou rozpustné v zásaditém prost edí, ale nerozpustné 
v prost edí kyselém 

b. Fulvokyseliny – jsou rozpustné jak v zásaditém prost edí, tak v prost edí 
kyselém 

c. Hymatomelanové kyseliny 
2. Huminy 
3. Humusové uhlí [2,3] 

 
3.2 Huminové kyseliny 

3.2.1 Vznik a výskyt huminových kyselin 

Rozkladnými a syntetickými pochody se z odum elé rostlinné a živo išné hmoty v p  
tvo í  tzv.  humus,  tmav  zbarvená  amorfní  organická  složka  p dy.  Humifikuje  se  zhruba  
polovina primární organické hmoty, zbytek se mineralizuje. Odlišuje se p dní a vodní humus, 
který se svým složením pon kud liší. Vodní humus vzniká rozkladem planktonu a vodních 
rostlin. Huminové kyseliny se z humusu získají extrakcí do vody a poté vysrážením v kyselém 
prost edí, kdy vznikají tak zvané agregáty. Huminové kyseliny v zásaditém prost edí tvo í 

evážn  pravé roztoky. [4] 

V dnešní dob  se huminové kyseliny p ipravují i synteticky (HULIS). HULIS p ipravené 
v rámci této práce [8] se nechovaly jako polyelektrolyty. Auto i uvád jí, že na každém z jejich 
et zc  byla p ítomna pouze jedna disociovatelná karboxylová skupina. 

 
3.2.2 Vlastnosti a struktura huminových kyselin 

Huminové kyseliny jsou slab  disociované, vícesytné organické kyseliny. Hodnoty 
disocia ních konstant se pohybují obvykle v rozmezí 10-4-10-5. Hodnoty pH jejich roztok  
jsou p ibližn  3,5 v závislosti na koncentraci. V roztocích se chovají jako micelární koloidy. 
Koloidní ástice mají záporný náboj a jejich izoelektrický bod leží v kyselé oblasti. V siln  
alkalických roztocích tvo í p evážn  pravé roztoky. M žeme je získat i vyluhováním 
zásaditými roztoky a vysrážením v kyselém prost edí.  
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Struktura huminových kyselin je velmi rozmanitá a liší se podle p vodu, nalezišt , ale 
i doby odb ru vzorku, nebo  huminové látky se chovají jako živý organismus a za vhodných 
podmínek m ní svou strukturu. Tento cyklus p em ny struktury je d ležitou sou ástí 

dotvorných proces . 
Jeví se jako netavitelné amorfní slou eniny kyselého charakteru, které p i karbonizaci 

neposkytují dehet, ale poskytují velké množství CO2. Jsou nehydrolyzovatelné, peptizovatelné 
za normálních teplot a mají velkou odolnost v i rozkladu. V roztocích se chovají jako 
lyofobní koloidy se zna nou sorp ní schopností. Vyzna ují se vysokým obsahem vody, kterou 
nelze mechanicky odstranit. [20] 

 Za základní strukturní jednotku huminových kyselin m žeme považovat cyklické 
slou eniny, nej ast ji aromatické s bo ními et zci a hydrofilními skupinami vázanými na 
jád e i bo ních et zcích. Našli se i chinoidní struktury. P ítomné jsou i heterocyklické 
slou eniny, jako derivátu furanu, pyridinu, indolu, purinu a pirimidinu. Jde o nakondenzované 
anebo m stkové systémy. [7] 

 

 
Obr. 1 Modelová struktura huminových kyselin (Stevenson 1982) 
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Obr. 2 Po íta ový model huminové kyseliny (Stevenson) 

3.2.3 Funk ní skupiny huminových kyselin 

Huminové kyseliny r zného p vodu mají i r zné zastoupení funk ních skupin a bo ních 
et zc . Z toho m žeme usuzovat, že prakticky jde o r zná stádia mikrobiálního odbourávání, 

a tím o zna nou komplikaci p i ur ení struktury jednotlivých komponent  huminových 
kyselin. Všeobecným a charakteristickým znakem t chto látek z stává i nadále p ítomnost 
karboxylové a hydroxylové skupiny, dále fenolické, alkoholické a methylové skupiny. 
Karboxylové a hydroxylové skupiny jsou p inou kyselosti, sorp ní a vým nné kapacity 
huminových kyselin, které jsou r zné v závislosti od typu kationtu. V jedné molekule 
huminové kyseliny se obvykle nacházejí 3 4 karboxylové skupiny a 3 7 hydroxylových 
(fenolových) skupin. V sou asnosti si názory a teorie struktury huminových kyselin asto 
navzájem odporují, a to p edevším z d vodu nejednotnosti názor  na p vod huminových 
kyselin. Komplikace nastávají i z hlediska studování huminových kyselin na základ  údaj  
elementární analýzy, protože je evidentní, že huminové kyseliny p edstavují sm s slou enin 
s r znou molekulovou strukturou. [7]  

Elementární analýza huminových látek poskytuje informace o distribuci hlavních prvk  
(C, H, O, N, S). Proto p vodní struktury m žeme dedukovat jen po frak ní analýze 
huminových kyselin. Analýza funk ních skupin osv tluje výskyt hlavních funk ních skupin 
(COOH, OH a C=O) v huminových materiálech a ur ují index jejich reaktivity. Tato analýza 
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je d ležitá na ur ení struktury jednotlivých subjednotek a charakteru funk ních skupin v nich 
obsažených a taky na ur ení jejich vzájemné vazby v makromolekule. [3] 

Obsah karboxylových skupin v molekule huminových látek je d ležitý, protože ovliv ují 
rozpustnost slou eniny ve vod , která je sou ástí atmosférických a pov trnostních proces  
i proces  týkajících se životního prost edí.[8]  

 
Tabulka 1 Obsah funk ních skupin v huminových kyselinách [3] 

Skupina Huminové kyseliny [mmol/mol]* 
-OCH3 0,2 
-OH (celkové) 5,1 
-OH (fenolové) 2,9 
-OH (alkoholové) 2,2 
>C=O 5,5 
-COOH 8,6 
*mmol funk ní skupiny na mol huminové kyseliny 
 
Tabulka 2 Obsah hlavních prvk  v huminových kyselinách [3] 

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

 
 

3.3 Metody stanovení acido-bazických vlastností huminových kyselin 

3.3.1 Obsah funk ních skupin 

Celková kyselost – K ur ení celkové kyselosti huminových kyselin máme 3 základní 
metody: 

 Tradi ní baryum-hydroxidová metoda – je založena na reakci huminové kyseliny 
s hydroxidem barnatým, kdy reakcí vznikají barnaté soli huminové kyseliny a voda. 
Nadbyte ný hydroxid barnatý je pak následn  titrován standardní kyselinou. 
Výsledky však byly získány pouze v ur itých substituentech fenolu a ve 
fenolformaldehydových prysky icích. P i této metod  byla pozorovaná špatná 
analytická p esnost, která byla p isuzována karbonaci. Výsledky byly nižší díky 
nevytvo ení sraženiny solí barya p i reakci slab  kyselé slou eniny s hydroxidem 
barnatým. Velice rozší ená je nep ímá metoda, která byla používána na stanovení 
uhlí a poté byla p izp sobena na huminové látky. Nejd íve byly slabé kyseliny 
disociovány a vysráženy. Nezreagované –OH- byly odfiltrovány a poté titrovány 
standardní kyselinou až do pH 8,4. [9,10,11] 
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 Potenciometrická titrace – P i této metod  se nejprve huminové látky okyselí na 
pH 4 a poté se titrují do bodu ekvivalence. Tato metoda zp sobuje hydrolýzu, 
oxida ní reakci a elektrodovou interferenci v siln  alkalických roztocích. Tato 
metoda je p esn jší na stanovení celkové kyselosti huminových látek. Wright 
a Schnitzer titrovali huminové p ípravky s bezvodým epoxidem sodným za použití 
pyridinu, dimethyl formamidu nebo etylen diaminu jako rozpoušt dla. V tšina 

ivek ukázala pouze jeden ohyb, který odpovídal celkové kyselosti. [5,9,10,12] 
 V práci [6] auto i používali nelineární metodu na stanovení koncentrace a na 

stanovení hodnoty pKa. Získaná data byla také zpracována lineární metodou na 
základ  Granovy funkce. V této práci bylo v obou p ípadech p istupováno 
k huminovým kyselinám jako k jednosytným kyselinám. Výsledky titrací byly 
porovnány s výsledky r zných metod a zjistilo se, že huminové kyseliny s 5 6 
vazebnými místy byly nejlépe stanovitelné pomocí potenciometrické titrace. 

 
 Bezvodá titra ní metoda – Tato metoda zahrnuje konduktometrické titrace suspenzí 

huminových nebo fulminových kyselin v acetonu s roztokem hydroxidu draselného 
v izopropylalkoholu v dusíkaté atmosfé e. Získané hodnoty jsou srovnatelné s již 

íve zmín nou baryovou metodou. [13] 

 
Karboxylové skupiny – Stanovují se pomocí kalcium-acetátovou metodou, kdy p i reakci 

s huminovými kyselinami vzniká kyselina octová. Vzniklá kyselina octová je 
potenciometricky titrována standardizovaným roztokem hydroxidu sodného (sklen ná 
kalomelová elektroda). Další metodou je jodometrická titrace dávající vyšší hodnoty než 
kalcium-acetátová metoda, ale výsledky nejsou reprodukovatelné. [6,10] 

 
Všechny hydroxylové skupiny – Acetylace s acetanhydridem v pyridinu se používá pro 

odhad celkových OH skupin. P ebytek anhydridu je hydrolyzován na kyselinu octovou, která 
je poté titrována standardizovanou zásadou. [10]  

 
Fenolické hydroxylové skupiny – Pro odhad se používá upravený Ubaldiniho postup, který 

zahrnuje refluxování huminových látek s alkoholickým roztokem hydroxidu sodného. 
ebyte né alkálie jsou odd leny filtrací, zbytek byl promyt a suspendován v 85% alkoholu 

s nasyceným oxidem uhli itým. Suspenzní roztok se filtruje, promývá a kapalná fáze je 
titrována odm rným roztokem ke stanovení uhli itanu draselného. [6,10]  

 
Alkoholické hydroxylové skupiny – Na stanovení t chto skupin máme n kolik metod. Tyto 

skupiny jsou mén  reaktivní než fenolické. Obsah alkoholických hydroxyl  se vypo ítá tak, 
že se od celkového obsahu hydroxylových skupin ode te obsah fenolických hydroxylových 
skupin. [10] 

 
Karbonylové skupiny – Postup podle Fritze je založen na reakci huminové kyseliny 

v metanol-2-propanolu s p ebytkem hydroxylaminu. Nezreagonaný hydroxylamin je titrován 
standardizovaným roztokem kyseliny chloristé. Schnitzer a Skinner rozvíjí polarografickou 
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metodu. Huminové látky jsou rofluxovány s p ebytkem 2,4-dinitrophenylhydrazinu 
v okyseleném etanolu. Následuje polarografické stanovení inidla v p ebytku. Obsah se poté 
vypo te z množství spot ebovaného inidla. Metoda podle Browna pro odhad C=O na základ  
jejich redukce –CH2OH s boranem sodným (NaBH4). Redukce je provád na v alkalickém 
prost edí a vodík je uvoln ný z nepoužitého NaBH4 je odhadnut manometricky. [10] 

 
Methoxylové skupiny – Upravená Zeiselova metoda. Methoxy skupina je odd lena va ícím 

jodovodíkem a vzniká methyljodid. Poté je oxidován bromem na kyselinu jodovou. Toto je 
zpracováno s p ebytkem jodidu draselného v kyselém roztoku, kde je obsažený jod, který se 
ur í titrací standardizovaným roztokem thiosíranu sodného. [10] 

 
3.3.2 Stanovení disocia ních konstant 

Disocia ní konstanta slouží ke kvantitativnímu ur ení síly kyseliny v roztoku. Jedná se 
o rovnovážnou konstantu chemických reakcí mezi kyselinou a zásadou. Rovnice disociace: 

HAHA  (3.1) 
Kde HA je obecná kyselina, která disociuje na konjugovanou bázi kyseliny A- a vodíkový 

ion H+. Chemická reakce íká, že rovnováha nastává, když se koncentrace jednotlivých složek 
nem ní v ase. Disocia ní konstanta se vypo ítá z rovnovážných koncentrací složek podle 
rovnice: 

stHAHA

2
AH

HA

AH

[HA]
][H][A

cc
cc

a
aa

K a   (3.2) 

Kde a  je aktivita, c  je molární koncentrace a  je aktivitní koeficient Z d vodu velmi 
nízkých hodnot disocia ní konstanty Ka se používá hodnota pKa, což je záporný dekadický 
logaritmus disocia ní konstanty: 

aa KpK 10log  (3.3) 
ím vyšší je hodnota pKa, tím je nižší stupe  disociace. Silná kyselina se úpln  disociuje 

ve vodných roztocích. Hodnota disocia ní konstanty se m ní v závislosti na teplot . [28] 
Jelikož jsou huminové kyseliny polyelektrolyty, tak jednotlivé karboxylové i fenolické OH 

skupiny mají r zn  kyselé disocia ní konstanty. Tyto disocia ní konstanty se m ní (kolísají), 
z tohoto d vodu se používají pr rné hodnoty disocia ních konstant. Na zjišt ní jejich pK 
hodnot se používají titra ní metody[14] 

Ve v tšin  p írodních vod se p i b žných hodnotách pH huminové látky vyskytují jako 
negativn  nabité, povrchov  aktivní makromolekuly. Jejich záporný náboj je dán p ítomností 
funk ních skupin, zejména karboxylových a hydroxylových. P ítomnost t chto skupin 
vázaných na huminovém skeletu je i jednou z p in kyselosti vod s kyselou koncentrací 
huminových látek. Zejména karboxylové skupiny mají relativn  siln  kyselý charakter 
(disocia ní konstanty jsou ádu 10-2 – 10-5), zatímco hydroxylové skupiny jsou jen slab  
kyselé (disocia ní konstanty ádu 10-9 – 10-11). [22] 

Zdánlivá disocia ní konstanta bývá vypo ítávána z potenciometrické titrace s upravenou 
Henderson-Hasselbachovou rovnicí. Tato rovnice se nej ast ji používá pro analýzu 
potenciometrických titra ních k ivek slabých polykarboxylových kyselin: [5,25] 
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1logpHpK a        (3.4) 

V p ípad , že je stupe  disociace 5,0 , pak pHpKa  
V práci [16] se disocia ní konstanta vypo ítala pomocí automatické potenciometrické 

titrace z d vodu nízké koncentrace vzorku v roztoku. U této titrace se zaznamenává p esná 
spot eba titra ního roztoku a výsledné pH. 

Existují i nep ímé techniky, které se používají na p ibližné ur ení disocia ní konstanty. 
Tyto techniky využívají isosbestického bodu p i spektrálních metodách, a to tak, že se 

ipraví roztoky stejné látky, ale v jiném prost edí (kyselé, neutrální, alkalické), nebo se 
ipraví více roztok  o jiném pH. Isosbestický bod je bod protnutí všech absorp ních spekter. 

Závislost absorbance kterékoliv formy kyseliny (disociované i nedisociované) na pH má tvar 
sigmoidální k ivky symetrické podle bodu inflexe. V bod  inflexe platí: pHpKa  [15,23,24] 

 
3.4 Použité metody stanovení 

3.4.1 UV/VIS spektroskopie 

Podstatou ultrafialové (UV) a viditelné (VIS) spektroskopie je absorpce ultrafialového 
a viditelného zá ení (200 až 800 nm) z ed nými roztoky molekul. P i absorpci dochází 
k excitaci valen ních elektron , které jsou sou ástí molekulových orbital . Proto molekulová 
absorp ní spektra v UV/VIS oblasti jsou svou podstatou elektronová spektra. 

ení absorbance se hojn  využívá k ur ení koncentrace slou enin s chromofory. Pracuje 
se obvykle metodou kalibra ní k ivky. UV/VIS spektrometrie je využívána v pr to ných 
celách detektor  r zných separa ních metod. M ení je provád no bu  p i vhodné vlnové 
délce, nebo jsou snímána celá spektra v krátkých asových intervalech. [17] 

Ve viditelné oblasti (400-800 nm) jsou adsorp ní spektra neutrálního, alkalického 
a kyselého vodného roztoku huminových kyselin nevýrazné, neukazují žádné maxima ani 
minima.[10] 

UV–VIS spektroskopie se nej ast ji využívá pro charakterizaci kvality humusových látek. 
HK mají vysokou schopnost sv telné absorbance v UV–VIS oblasti, proto m žeme použít 
elektronová absorp ní spektra pro charakteristiku t chto makromolekulárních látek a p ibližn  
ur it chemickou strukturu a typy vazeb v molekule.[26] Spektrální áry p edstavují závislost 
absorbance HK na vlnové délce a jejich tvar závisí na chemickém složení HK (tj. intenzit  
zbarvení m eného roztoku). ím více klesá absorbance roztoku HK, tím strm jší tvar k ivka 
má a tím vyšší hodnoty má barevný index (Q4/6).[26] Hodnota barevného indexu Q4/6 je dána 
pom rem absorbance HK p i vlnové délce 465 nm a 665 nm. Hodnota E4/6 edstavuje pom r 
absorbance HK p i vlnové délce 400 nm a 600 nm. 

Zralost huminových látek byla stanovena na základ  m ení absorbance v UV-VIS oblasti 
spektra – z rozdílu logaritmických hodnot absorbance p i 400 nm a p i 600 nm. Podle hodnot 
koeficientu log K m žeme rozd lit na typy: „A“, „B“ a „Rp“podle zralosti: 

 Typ A p edstavuje huminové kyseliny s vysokým stupn m humifikace (hodnoty 
log K do 0,60). Huminové kyseliny v této skupin  jsou vysoce stabilní, mají 

vysokou molekulovou hmotnost a vysoký stupe  kondenzace aromatických skupin. 
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 Typ B je skupina huminových kyselin s hodnotou log K od 0,60 do 0,80. Tyto 
huminové kyseliny mají nižší molekulovou hmotnost a nižší stupe  humifikace. 

 Typ Rp p edstavuje huminové kyseliny s hodnotou log K od 0,80 do 1,10. Tato 
skupina obsahuje huminové kyseliny s ješt  nižší molekulovou hmotností a 
s nižším stupn m humifikace a vysokým obsahem alifatických skupin.[27] 

 
 

3.4.2 Chronopotenciometrická titrace 

Pro ú ely stanovení obsahu H+ iont  lze využít modifikované chronopotenciometrické 
metody, p i nichž se v podstat  m í asová závislost potenciálu m rné elektrody. Tato 
elektrochemická metoda je založena na stanovení zejména stopových koncentrací látek, které 
se vylu ují na pracovní elektrod  a zp tn  jsou rozpustitelné konstantním proudem. Ze zm ny 
potenciálu pracovní elektrody se ur í doba trvání rozpušt ní vylou ené látky (chronopotencio-
metrický p echodový as), která je úm rná koncentraci analytu v analyzovaném vzorku. 

SCP – galvanostatická rozpoušt cí (stripping) chronopotenciometrie je dvojfázová 
analytická metoda, kde v první fázi se na povrchu pracovní elektrody z tekoucího roztoku 
vzorku vylou í p i konstantním potenciálu, nebo p i konstantním proudu analyt, který se 
v druhé fázi konstantním proudem rozpustí, p emž se registruje zm na potenciálu pracovní 
elektrody v pr hu rozpoušt ní, E=f(t). Zm na potenciálu od asu má tvar oxida -
reduk ní titra ní k ivky, ímž ve skute nosti je. Z této závislosti je možné zjistit hodnotu tzv. 

echodového asu. Nam ené hodnoty potenciálu se ukládají do pam ti po íta e systémem 
„memory mapping“, tj. na ítané a digitalizované hodnoty potenciálu se pokládají za adresy 
pam ových jednotek, kterých nominální hodnota se inkrementuje, dt/dE=f(t). Vlny 
v p vodním záznamu odpovídající rozpušt ní ur ité látky se m ní na píky, kterých plocha 
udává p echodový as. [18,19] 
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4. EXPERIMENTÁLNÍ ÁST 
4.1 Použité p ístroje 

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

ístroj CHNSO Mikroanalyzátor Flash 1112, Carlo Erba 
 

4.2 Použité chemikálie 
Síran sodný dekahydrát (PENTA, spol. s.r.o.) 
Kyselina chlorovodíková (Lach-Ner, s.r.o.) 
Kyselina benzoová (LACHEMA, s.r.o.) 
Kyselina citronová monohydrát (ONEX, spol. s.r.o.) 
Kyselina octová (Lach-Ner, s.r.o.) 
Kyselina š avelová (LACHEMA, s.r.o.) 
Kyselina ftalová (Fluka, s.r.o.) 
Kyselina salicylová (LACHEMA, s.r.o.) 
Huminové kyseliny 
 

4.3 Izolace huminových kyselin 

60 g lignitu (lokalita Mikul ice, R) bylo zalito 2 dm3 extrak ního roztoku o složení 
0,1 M NaOH + 0,084 M  Na4P2O7  10 H2O. Extrakce probíhala p es noc v inertní dusíkové 
atmosfé e za stálého prot epávání. Následující den byl roztok zfiltrován p es hustou tkaninu 
a tuhý zbytek po filtraci byl znovu extrahován, tentokrát pouze 60 min. Poté byla op t 
provedena filtrace. Oba filtráty byly spojeny a opatrn  okyseleny 20% HCl do pH = 1. Roztok 
byl ponechán v lednici p es noc odstát. Druhého dne byla odsáta kapalina nad usazeninou, 
zbytek byl 10 minut odst ován v centrifuze p i 4000 otá kách za minutu a termostatu 
nastaveném na 10°C. Usazenina byla t ikrát promyta kyselinou chlorovodíkovou 
o koncentraci 0,1 – 0,2 M a pH  1 a jednou destilovanou vodou. Nakonec byly získané 
huminové kyseliny vysušeny p i 50°C. Takto získaný vzorek byl následn  p išt n 
následujícím postupem. 1 g huminové kyseliny byl zalit 250 ml roztoku kyseliny 
chlorovodíkové a fluorovodíkové v pom ru: 10 ml konc. HCl + 20 ml konc. HF + 1970 ml 
H2O. Tento roztok byl ponechán 24 hodin t epat a následn  byl odst ed n. Po dekantaci byla 
usazenina znovu zalita roztokem HCl + HF a 24 hodin prot epávána. Roztok byl znovu slit 
a usazenina promývána vodou, dokud nebyla zkouška AgNO3 na Cl- negativní. Poté byly 
získané huminové kyseliny vysušeny p i 50°C.  

 
4.4 Stanovení obsahu kyselých funk ních skupin 

Pro stanovení celkové kyselosti byla použita metoda konduktometrické titrace. Byla 
ipravena vodná suspenze huminových kyselin (20 g/dm3) a ponechána 24 hodin t epat. 

Titrace byla provedena celkem t ikrát, vždy v objemu 25 ml standardizovaným roztokem 1M 
NaOH. 
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Obsah karboxylových skupin byl stanoven metodou octanu vápenatého. 50 mg huminové 
kyseliny bylo naváženo do kádinky o objemu 100 ml a zalito 25 ml vody a 25 ml 0,81 M 
roztoku octanu vápenatého. Kádinky byly uzav eny parafilmem a ponechány 24 hodin t epat. 
Druhý den byl roztok zfiltrován a filtrát dopln n destilovanou vodou v odm rné ba ce na 
objem 100 ml. Tento roztok byl titrován 0,1 M NaOH do pH 9,8, které je považováno za bod 
ekvivalence. Byl rovn ž proveden tzv. slepý pokus (stejný postup ale bez huminových 
kyselin). 
 
Tabulka 3 Charakterizace použitých huminových kyselin 

celková 
kyselost 
(mmol/g) 

COOH 
(mmol/g) 

popel 
(hm. %) 

vlhkost 
(hm. %) 

prvkové složení 
(at. %)* 

C H O N S 
7,01 4,39 2,13 5,53 42,76 41,31 14,73 0,87 0,34 

* epo teno na suché bezpopelové HK 
 
Elementární analýza (prvkové složení) byla provedena na p ístroji CHNSO 

Mikroanalyzátor Flash 1112 (Carlo Erba), tato analýza byla spolu se stanovením obsahu 
popela a vlhkosti provedena v Ústavu struktury a mechaniky hornin AV R v Praze 
 
4.5 Pracovní postup 

Nejprve byl p ipraven roztok R 022, což je 1,5% roztok síranu sodného rozpušt ného 
v destilované vod . Tento roztok byl použit jako extrak ní inidlo pro huminové kyseliny 
a jako rozpoušt dlo pro kyseliny organické. Dále byl použit jako nosný elektrolyt pro m ení 
koncentrace na p ístroji EcaFlow.  

 
4.5.1 íprava roztok  organických kyselin 

Roztoky organických kyselin byly p ipraveny tak, že bylo naváženo pot ebné množství 
organické kyseliny, která byla rozpušt na v roztoku R 022. Výsledný objem roztoku byl 
100 ml. U t chto roztok  bylo zm eno jejich pH.  

Jednosytné kyseliny (salicylová, benzoová a octová) byly p ipraveny v koncentracích 5, 10 
a 20 mM. Dvojsytné kyseliny (š avelová a ftalová) byly p ipraveny v koncentracích 2,5; 5; 10 
a 20 mM, tj. s obsahem COOH skupin v roztocích 5, 10, 20 a 40 mM. Trojsytná kyselina 
citronová byla p ipravena v koncentracích 1,66; 3,33; 5; 6,66; 10 a 20 mM, tj. s obsahem 
COOH skupin v roztocích 5, 10, 15, 20, 30 a 60 mM. U všech látek tak byly použity jednak 
stejné koncentrace kyselin a stejné koncentrace COOH skupin. 

 
4.5.2 íprava výluh  huminových kyselin 

Suspenze huminových kyselin byly p ipravovány tak, že se navážilo ur ité, p edem dané 
množství huminových kyselin, které byly extrahovány v daném množství roztoku R 022. 
Každé navážené množství huminových kyselin bylo extrahováno v roztoku po dobu jednoho 
týdne. Suspenze byla poté p efiltrována p es mikrofiltr 0,35 m pomocí injek ní st íka ky. 
Po p efiltrování bylo u každého roztoku zm eno pH a poté byla zm ena UV/VIS spektra 
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v rozsahu 200  900 nm. Byly p ipraveny t i sady vzork  huminových kyselin. Zadané 
navážky, p esné navážky a množství roztoku R 022 jsou uvedeny v následujících tabulkách.  

 
Tabulka 4  První sada vzork  

zadaná navážka [g] esná navážka [g] množství R-022 [ml] koncentrace [g/dm3] 
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 nachází základní koncentra ní rozsah huminových kyselin. Tento rozsah 

koncentrací byl rozší en o vyšší koncentrace, které se nacházejí v následující tabulce. 
 

Tabulka 5 Druhá sada vzork  

zadaná navážka [g] esná navážka [g] množství R-022 [ml] koncentrace [g/dm3] 
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 

 
Vyšší koncentrace byly používány pro stanovení limitu m ení této metody. 
 

Tabulka 6 etí sada vzork  

zadaná navážka [g] esná navážka [g] množství R-022 [ml] koncentrace [g/dm3] 
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 

 
etí sada vzork  slouží na dopln ní koncentrací mezi první a druhou sadou vzork . 

 
  



19 
 

4.5.3 ení na Istranu pomocí chronopotenciometrické titrace 

Byl zapnut pr tokový analyzátor EcaFlow a po íta . Poté byl spušt n program EcaFlow, 
kde tla ítkem regenerace byla elektroda regenerována. Nejprve byly prom eny standardy pro 
vytvo ení kalibra ní p ímky. Jako standard byla použita kyselina chlorovodíková, jejíž 
koncentrace byly 5, 10 a 20 mM. Po zm ení kalibrace byly prom eny organické kyseliny se 
zadanou stejnou koncentrací. Nakonec byly prom eny výluhy huminových kyselin. Jako 
nosný elektrolyt byl použit roztok R 022, do kterého byly huminové kyseliny extrahovány.  
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5. VÝSLEDKY A DISKUZE 
5.1 Jednoduché organické kyseliny 

5.1.1 Stanovení pH jednoduchých organických kyselin 

Hodnoty pH jednotlivých roztok  použitých organických kyselin byly stanoveny pomocí 
pH metru. Z t chto hodnot byly vypo ítány koncentrace vodíkových iont . 

 
Tabulka 7 Nam ené pH kyseliny salicylové – pKa=2,97 

ckys [mM] cCOOH [mM] pH cH+ [mM] 
5 5 3,17 0,68 

10 10 2,97 1,07 
20 20 2,92 1,20 

 

Tabulka 8 Nam ené pH kyseliny benzoové – pKa=4,19 

ckys [mM] cCOOH [mM] pH cH+ [mM] 
5 5 3,35 0,45 

10 10 3,17 0,68 
20 20 3,04 0,91 

 
Tabulka 9 Nam ené pH kyseliny octové – pKa=4,75 

ckys [mM] cCOOH [mM] pH cH+ [mM] 
5 5 3,60 0,25 

10 10 3,20 0,63 
20 20 2,97 1,07 

 

Tabulka 10 Nam ené pH kyseliny š avelové – pKa=1,23; 4,19 

ckys [mM] cCOOH [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 Nam ené pH kyseliny ftalové – pKa=2,89; 5,41 

 pKa < 5 Všechny COOH   
ckys [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 Nam ené pH kyseliny citrónové – pKa=3,06; 4,77; 6,39 

 pKa < 5 Všechny COOH   
ckys [mM] cCOOH [mM] cCOOH [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 

 

Zm ené pH roztok  ur uje množství disociovaných H+ iont . Nam ená koncentrace H+ 
iont  je tedy vždy menší než je celkový obsah COOH skupin. Z tabulek je patrné, že se 
vzr stající koncentrací kyselin klesá jejich hodnota pH, a tím roste i koncentrace 
disociovaných H+ iont . 

 
5.1.2 Stanovení koncentrace jednoduchých organických kyselin 

Každý roztok kyseliny byl na pr tokovém analyzátoru EcaFlow prom en 5×, poté byly 
jednotlivé k ivky ohrani ené ervenými svislými arami, které nám ur ují velikost píku. 
Tímto zp sobem byly ode teny koncentrace jednotlivých m ení v každém vzorku a výsledná 
koncentrace kyselin byla ur ena zpr rováním jednotlivých m ení pro jednotlivé 

ipravené koncentrace. 
 

Tabulka 13 Stanovení koncentrace kyseliny salicylové 

ckys [mM] cCOOH [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 Stanovení koncentrace kyseliny benzoové 

ckys [mM] cCOOH [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 Stanovení koncentrace kyseliny octové 

ckys [mM] cCOOH [mM] cH+ [mM] odchylka [mM] % 
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 Stanovení koncentrace kyseliny š avelové 

ckys [mM] cCOOH [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 Stanovení koncentrace kyseliny ftalové 

 pKa < 5 
Všechny 
COOH 

  pKa < 5 
Všechny 
COOH 

ckys 
[mM] 

cCOOH 

[mM] 
cCOOH 
[mM] 

cH+ 
[mM] 

odchylka 
[mM] 

% % 

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 citrónové 

 pKa < 5 
Všechny 
COOH 

  pKa < 5 
Všechny 
COOH 

ckys 
[mM] 

cCOOH 

[mM] 
cCOOH 

[mM] 
cH+ 

[mM] 
odchylka 

[mM] % % 

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 m ení byly použity jednosytné i vícesytné kyseliny s r znými disocia ními 

schopnostmi COOH (pKa). Cílem bylo ov it limity použité metody. Konkrétn  byla použita 
aplikace vyvinuta výrobcem pro stanovení koncentrace silných a st edn  silných kyselin. 
Mezi kyselinami, které je tato aplikace schopna stanovit, výrobce uvádí i kyselinu octovou, 
jejíž pKa je 4,75. Tuto kyselinu jsme považovali za p edb žnou horní hranici pKa. K této 
aplikaci jsou ovšem dva aplika ní listy, které se liší v rozsahu stanovitelnosti z hlediska 
koncentrací. Proto bylo nutné tyto aplikace p edem prov it. 

U jednosytných kyselin bylo stanoveno, že celková koncentrace se shoduje se zadanou 
koncentrací. U dvojsytných kyselin (š avelové a ftalové) se zadaná koncentrace musela 
zdvojnásobit, díky obsahu dvou karboxylových skupin. Tyto kyseliny byly ješt  dob e 
zm itelné na p ístroji EcaFlow. Na Obr. 4 je zobrazen záznam kyseliny ftalové, na kterém je 
dob e vid t, že se jedná o dvojsytnou kyselinu (2 maxima). Takové píky se vyskytovaly 
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i u kyseliny š avelové, která je též dvojsytná. Nam ené záznamy tedy navíc vypovídaly 
o sytnosti použitých kyselin. 

U kyseliny citrónové byl limit m ení stanoven do koncentrace 10 mM, je to díky v tšímu 
obsahu karboxylových skupin v její molekule. U p vodní koncentrace 20 mM by m la 
celková koncentrace být 60 mM, z d vodu obsahu t í karboxylových skupin, ale byla 
nam ena pouze koncentrace 40,87 mM. Hodnota pKa t etí COOH skupiny u kyseliny 
citronové je p íliš vysoké (6,39) na to, aby tyto skupiny mohly být použitou metodou 
spolehliv  detekovány. P es tuto nep íznivou hodnotu pKa se v nam ených hodnotách 
áste  projevila i p ítomnost t chto skupin (viz Tabulka 18).  

 

 
Obr. 3 Ukázka zobrazení píku pro kyselinu benzoovou 20 mM (jednosytná kyselina) 
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Obr. 4 Ukázka zobrazení píku pro kyselinu ftalovou 10 mM (dvojsytná kyselina) 

 
Obr. 5 Graf závislosti stanovených % na hodnot  pKa 
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Obr. 6 Graf závislosti stanovených % na koncentraci všech COOH skupin 

Na Obr. 5 jde vid t, že mezi hodnotami pKa mezi 4 5 za íná prudce klesat schopnost 
metody spolehliv  detekovat COOH skupiny. Pod hodnotou pKa = 5 bylo stanoveno ješt  nad 
90 % COOH, což odpovídá avizované kyselin  octové, kdy koncentrace 40 mM je stále ješt  
nad  90  %  COOH.  P i  pKa v tším než 6 bylo stanoveno pouze 80 % z p ítomných COOH 
skupin. 

Na Obr. 6 je vid t, že p i koncentracích 5 40 mM bylo stanoveno ješt  nad 90 % COOH 
skupin, ale p i koncentraci 60 mM byla koncentrace stanovena pod 70 %. Limit metody byl 
nakonec  stanoven  na  20  mM, nebo  p i  této  koncentraci  bylo  ješt  stanoveno tém  100 % 

ítomných COOH skupin. 
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Obr. 7 Graf závislosti vypo ítané koncentrace, nam ené pH metrem a p ístrojem EcaFow, 

na zadané koncentraci (Kyselina benzoová) 

 
Obr. 8 Graf závislosti vypo ítané koncentrace, nam ené pH metrem a p ístrojem EcaFow, 

na zadané koncentraci (Kyselina ftalová) 
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Z Obr. 7 a 8 je patrné, že koncentrace H+ iont  nam ené pH metrem je podstatn  menší 
než koncentrace nam ená p ístrojem EcaFlow. To je zp sobeno tím, že pH metr m í pouze 
disociované H+ ionty, kdežto p ístroj EcaFlow m í i nedisociované H+ ionty p ítomné 
v roztoku. Jedním z možných využití kombinace dat získaných m ením pH a p ístrojem 
EcaFlow je stanovení disocia ních konstant bez nutnosti použití zdlouhavých a asto ne p íliš 
spolehlivých titra ních metod. 

 
 
5.2 Huminové kyseliny 

5.2.1 Stanovení pH huminových kyselin 

Hodnoty pH vzork  huminových kyselin byly stanoveny pomocí pH metru. Z t chto 
hodnot byly posléze vypo ítány jednotlivé koncentrace H+ iont . Z Tabulky 19 vyplývá, že 
koncentrace disociovaných H+ iont  v roztoku roste se zvyšujícím se obsahem huminových 
kyselin. P i p epo tu na jeden gram p idaných huminových kyselin ovšem nemá množství 
disociovaných H+ iont  jednozna ný trend. Nam ená data ukazují maximum p i koncentraci 
3 g/dm3, pak hodnoty klesají až k minimu p i 40 g/dm3, nad touto koncentrací op t stoupají. 

vodem je z ejm  sama podstata huminových látek. V rámci této práce byly pro m ení pH 
i chronopotenciometrickou titraci použity výluhy huminových kyselin. Vždy se tedy 
v použitém roztoku nacházely jen ur ité rozpušt né frakce. Složení t chto frakcí se z ejm  
koncentraci od koncentrace liší, liší se i množství a pKa COOH skupin, které tyto rozpušt né 
frakce obsahují. Lze p edpokládat, že p i nízkých koncentracích se mohou rozpoušt t i frakce, 
které obsahují mén  karboxylových skupin s vyšším pKa. Disocia ní stupe  t chto funk ních 
skupin je pravd podobn  vysoký, nebo  vodný roztok, ve kterém se tyto frakce rozpouští, 
není nasycen. Do ur itého obsahu huminových kyselin (v našem p ípad  3 g/dm3) tedy m že 
docházet ke zvýšení množství disociovaných H+ iont  p ipadajících na hmotnostní jednotku 

idaných huminových kyselin. Je to též úsek s nejv tším poklesem pH. Další zvyšování 
koncentrace má ovšem za následek to, že frakce s menším obsahem COOH skupin a frakce se 
slabšími karboxylovými skupinami se rozpouští mén  a mén , až je jejich rozpustnost úpln  
potla ena. To zp sobilo nejprve pokles množství disociovaných H+ iont  p ipadajících na 
jeden gram huminových kyselin a následn  nárust této hodnoty, když už se rozpoušt ly pouze 
frakce bohaté na COOH skupiny s nízkým pKa. Tato hypotéza bude dále ov ena 
v navazujícím výzkumu s jinými vzorky huminových kyselin v etn  standard  International 
Humic Substances Society. 
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Tabulka 19 Nam ené hodnoty pH a vypo ítaná koncentrace H+ 

czad [g/dm3] c [g/dm3] pH cH+ [mM] cH+[mmol/g] 
0,01 0,014 5,75 0,0018 0,1270 
0,05 0,054 5,12 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 ení absorbance huminových kyselin 

Vzorec pro výpo et logK: 

HAHA

)nm600(log)nm400(loglog
m

A
m

AK  (4.1) 

Byly vypo ítány pom ry absorbancí p i jednotlivých vlnových délkách a log K 
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Tabulka 20 Pom ry absorbancí p i daných vlnových délkách a log K 

c [g/l] 265/465 265/665 465/665 400/600 logK 
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 1,51 
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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Obr. 9 Ukázka spekter absorbancí (první sada vzork ) 

Na Obr. 9 je patrné, že se stoupající koncentrací roztok  stoupá i jejich absorbance. 
Rozdíly absorbancí se zvyšují sm rem k nižším vlnovým délkám. Absorbance u vlnových 
délek nad 500 nm se pohybovala kolem 0. Pro lepší zobrazení pík  nebyly hodnoty 
absorbancí nad touto vlnovou délkou zobrazeny. Ze zm n optických vlastností uvedených 
v Tabulce 20 je z ejmé, že se zm nou koncentrace se m ní složení rozpušt ných frakcí, což se 
pak projevilo jak na stanovených hodnotách pH, tak na výsledcích získaných 
chronopotenciometrickou titrací. 

 
 

5.2.3 Stanovení koncentrace huminových kyselin 

Každá sada kyselin byla zm ena na pr tokovém analyzátoru EcaFlow. Po et analýz byl 
izp soben jednotlivým objem m. U n kterých koncentrací je chyba 0 % a to z d vodu 

malého množství vzorku. Proto byly tyto vzorky m eny pouze jednou. U ostatních objem  
byly vzorky analyzovány 3×. Jednotlivé k ivky byly ohrani ené ervenými svislými arami, 
které nám ur ují velikost píku. Tímto zp sobem byly ode teny koncentrace jednotlivých 

ení v každém vzorku a výsledná koncentrace kyselin byla ur ena zpr rováním 
jednotlivých m ení pro jednotlivé p ipravené koncentrace. 
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Tabulka 21 Nam ené hodnoty koncentrace a vypo ítané hodnoty kyselosti 

 pH EcaFlow 

c 
[g/dm3] 

cH+ 
[mmol/g] 

cH+ 
[mmol/g] 

% stanovení 
z celkové 
kyselosti 

% stanovení 
z kyselosti COOH 

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 z ejmé, že koncentrace H+ iont  m ené p ístrojem EcaFlow jsou mnohem 
vyšší než koncentrace H+ iont  m ené pomocí pH metru (viz Tabulka 19). To je zp sobeno 
tím,  že  pH  metr  m í  pouze  disociované  H+ ionty, ale p ístroj EcaFlow by m l p i vhodn  
zvolených koncentracích m it všechny H+ ionty, tedy i ty nedisociované z COOH skupin 
s dostate  nízkou hodnotou pKa. Stanovené % z celkové kyselosti jsou výrazn  nižší, než 
stanovené % pouze z kyselosti COOH skupin, nebo  obsah COOH skupin (4,391 mmol/g) je 
nižší než celková kyselost použitého vzorku (7,008 mmol/g). Nep edpokládá se, že by použitá 
aplikace byla schopna detekovat fenolické OH skupiny v huminových kyselinách. To bylo též 
potvrzeno experimentáln  p i m ení roztok  kyseliny salicylové, která ve své molekule 
fenolickou OH skupinu obsahuje. 
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Obr. 10 Ukázka zobrazení píku pro koncentraci 15 g/l (0,75 g / 50 ml) 

 

 
Obr. 11 Graf závislosti pH na Koncentraci huminových kyselin 
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Z Obr. 11 je patrné, že nejvyšší hodnoty pH se nacházejí p i nižších koncentracích 
huminových kyselin. ím je nižší pH, tím je roztok kyselejší – obsahuje více disociovaných 
H+ iont . Hodnoty pH prudce klesají až do koncentrace 10 g/dm3, dál je pak pokles velmi 
pozvolný. Pokud tyto hodnoty pH p epo teme na koncentraci H+ iont  a vztáhneme na jeden 
gram huminových kyselin, získáme data uvedená v grafu na Obr. 12, ve kterém jsou navíc 
uvedeny stejn  p epo ítané hodnoty získané chronopotenciometrickou titrací. 

 

 
Obr. 12 Graf závislosti nam ené koncentrace na p ipravené koncentraci, hodnoty z m ení 

pH (zelené) a z EcaFlow (modré) 

Z Obr. 12 je patrné, že p ístroj EcaFlow nam il i v tomto p ípad  v tší hodnoty 
koncentrace H+ iont , než pH metr. Hodnoty získané chronopotenciometrickou titrací prudce 
klesají až do koncentrace 10 g/dm3 a dál se prakticky nem ní. Zde bylo již z ejm  dosaženo 
detek ního limitu p ístroje. Pokles množství H+ iont  p ipadajících na hmotnostní jednotku 
huminových kyselin je op t zp soben r zným složením rozpušt ných frakcí huminových 
kyselin p i daných koncentracích, jak potvrdily i další použité metody – m ení pH a UV/VIS 
spekter p ipravených výluh . 
  

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

3,5

4

4,5

5

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

c H
+

[m
m

ol
/g

]

cCOOH [g/l]

pH

EcaFlow



34 
 

 
6. ZÁV R 

Tato bakalá ská práce se zabývá huminovými kyselinami a schopností m it jejich 
koncentraci chronopotenciometrickou metodou. Zmín ná metoda dosud nebyla použita na 
stanovení huminových kyselin. 

Prvním cílem bylo stanovit maximální hodnotu koncentrace, která se dá touto metodou 
ješt  spolehliv  zm it. Ze získaných m ení bylo zjišt no, že u jednoduchých organických 
kyselin p ístroj EcaFlow byl schopen zm it koncentraci až 40 mM v závislosti na pKa. 
Maximální koncentrace, kterou lze doporu it na základ  výsledk  této práce je 20 mM. Dále 
bylo zjišt no, že z hlediska disocia ních schopností funk ních skupin je hranice 
stanovitelnosti u jednosytných i vícesytných kyselin kolem pKa = 4 5. 

Aplikací metody chronopotenciometrické titrace na huminové kyseliny bylo zjišt no, že 
ístroj od koncentrace huminových kyselin 10 g/dm3 dává p ibližn  stejné hodnoty. To je 
ejm  hranice stanovitelnosti pro výluhy huminových kyselin ve vodných roztocích 

(konkrétn  v roztoku R-022). V práci [21] byla st ední hodnota pKa stanovena na 3,86, což je 
možno, s p ihlédnutím k výsledk m získaným z m ení s jednoduchými organickými 
kyselinami, považovat za hodnotu odpovídající silným až st edn  silným kyselinám.  
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8. SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOL  
K disocia ní konstanta 
pK záporný dekadický logaritmus disocia ní konstanty 
a  aktivita 
c  molární koncentrace 

 aktivitní koeficient 
 stupe  neutralizace 

A absorbance 
mHA hmotnost huminové kyseliny vztažené na 100 ml 
E rný potenciál 
t as 
 
R-022 1,5% roztok síranu sodného 
ckys požadovaná koncentrace kyseliny 
cCOOH koncentrace karboxylových funk ních skupin 
cH+ koncentrace vodíkových iont  
czad zadaná koncentrace 
m hmotnost 
V objem 
c výsledná koncentrace 
 vlnová délka 
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9. ÍLOHY 
íloha 1 Aplika ní list . 41 – Stanovení silných a st edn  silných kyselin 
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