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ABSTRAKT

Huminové kyseliny jsou latky pfirodniho ptivodu a tvofi nejkvalitngj$i slozku huminovych latek.
Vznikaji biochemickymi pfeménami organickych zbytkil (pfevazné rostlinnych). Chovaji se jako slabé
kyselé polyelektrolyty s doposud ne zcela piesné popsanou strukturou. Jejich rozpustnost je znacné
ovlivnéna hodnotou pH, ¢im vyssi je hodnota pH, tim vy$si je i jejich rozpustnost. V kyselinach jsou
prakticky nerozpustné.

Bakalatské prace se zabyva studiem disocia¢niho chovani huminovych kyselin. Disocia¢ni konstanta
huminovych kyselin je stanovovana tfemi riznymi metodami — konduktometrickou,
spektrofotometrickou a kombinaci méfeni pH a obsahu kyselych funkénich skupin v N&a,SO,.
Na zaklad¢ ziskanych vysledki jsou jednotlivé metody porovnavany.

ABSTRACT

Humic acids are substances of natural origin and form the finest part of humic substances. They are
formed by biochemical transformations of organic residues (mainly plants). They act as a weakly
acidic polyelectrolytes with not exactly described structure. Their solubility is affected by pH value.
The higher the pH value is the higher the solubility is. They are almost insoluble in acids.

Bachelor thesis deals with the study of the dissociation behaviour of humic acids. Dissociation
constant of humic acids is determined by three different methods — conductometric,
spectrophotometric and combination of measurment pH and the content of acidic functional groups in
Na,SO,4. On the basis of results the methods are compared.

KLICOVA SLOVA

Huminové latky, disociace, rozpustnost, disociacni konstanta
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Humic substances, dissociation, solubility, dissociation constant
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1 UVOD

Huminové latky vznikaji nejcastéji rozkladem organické hmoty nebo syntetickou cinnosti
mikroorganismi a tvoii neoddglitelnou soucast vodni a pildni organické hmoty. Jsou to
vysokomolekuldrni organické latky a maji slozitou, doposud ne zcela presné popsanou strukturu. Lisi
se podle piivodu, nalezi§t¢ a doby odbéru vzorku. Je to dano tim, Ze huminové latky se chovaji jako
zivy organismus a za vhodnych podminek méni svou strukturu. DEli se podle chovani v kyselinach
a zasadach na huminy (nerozpustné ve vodé pii kyselé i alkalické hodnoté pH), fulvinové kyseliny
(rozpustné ve vod¢ a zfedénych kyselinach) a huminové kyseliny (rozpustné v alkaliich a nerozpustné
Vv kyselinach). Ze vSech funkénich skupin pfitomnych v jejich struktufe je nejvice obsaZeno
karboxylovych a fenolickych skupin. Tyto skupiny pfispivaji k celkové kyselosti huminovych latek.
Vyuzivaji se naptiklad v zemédé€lstvi (zejména jako hnojivo v podobé humatl a ke stimulaci rtstu
rostlin), ve farmakologii a v primyslu.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Huminové latky

Huminové latky jsou pfirodni organické slouceniny vzniklé chemickym a biologickym rozkladem
organické hmoty (napf. zbytkl rostlin, Zivo¢ichll) a syntetickou ¢innosti mikroorganismu. [1] Jsou to
slozité vysokomolekularni polycyklické slouceniny s relativni molekulovou hmotnosti v rozmezi
nékolika stovek az desitek tisici. [2] Struktura huminovych kyselin je velmi rozmanita a dosud neni
pfesné znama. Lisi se podle ptivodu, nalezisté a doby odbéru vzorku. Je to dano tim, ze huminové
kyseliny se chovaji jako zivy organismus a za vhodnych podminek méni svou strukturu. [3]

2.1.1 Vznik huminovych latek

Vznik huminovych latek neni zcela objasnén a existuje nékolik teorii jejich vzniku. Jedna se napft.
o degradaéni (ligninovou) a syntetickou (polyfenolovou) teorii. Je pravdépodobné, Ze oba mechanismy
existuji vedle sebe a mohou se i rizné prolinat. Ve vodnich ekosystémech ziejmé dominuje degradacni
mechanismus, zatimco v terestrickych ekosystémech ptevazuje syntéza. [2]

2.1.1.1 Ligninova teorie

Ligninova teorie popisuje vznik huminovych latek mikrobidlnim rozkladem odumftelého rostlinného
materidlu, kdy ztézko rozlozitelnych latek jako je lignin, kutin nebo melanin vznikaji
vysokomolekuldrni huminy. Ty jsou pak oxidaci postupné transformovany pfes huminové kyseliny na
fulvokyseliny a dale na jesté mensi molekuly. Pokud degrada¢ni mechanismus pokracuje, jsou
huminové latky postupné a velmi pomalu rozlozeny az na oxid uhli¢ity a vodu. [2]

Lignin
/ wiroorganismﬁ
Stavebni jednotky ligninu Residuum
dimethylace, oxidace a kondenzace s
dusikatymi slou¢eninami
Dalsi vyuziti Huminové kyseliny

mikroorganismy

Rozpad na mensi molekuly

Fulvinov¢ kyseliny

Obrazek 1 Ligninovad teorie [4]



2.1.1.2  Polyfenolovi teorie

Polyfenolova teorie vychazi z ptedpokladu, Ze rostlinné tkdn€ jsou nejprve degradovany na malé
molekuly (karboxylové kyseliny, fenoly, atd. ) a z nich se pak syntézou tvoii huminové latky. Nejprve
by tedy vznikaly fulvokyseliny, az pak huminové kyseliny a nakonec huminy. [2]

Celuloza a dalsi neligninové
Lignin substance

utok mikroorganismi ¢

vyuziti mikroorganismy

Fenolové¢ aldehydy a kyseliny

Dalsi vyuziti mikroorganismy Polyfenoly
a oxidace na oxid uhli¢ity
enzymy fenoloxidazy
Chinony

aminoslougeniny aminoslouceniny

Huminové kyseliny <<——— Fulvinové kyseliny

Obrazek 2 Polyfenolovi teorie [5]

2.1.1.3 Kondenzace cukrii s aminy

Tato teorie je zalozena na kondenzaci redukujicich cukrd s aminy za vzniku hnédych dusikatych
polymert. Reaktanty (cukry, aminokyseliny) vznikaji ve velkém mnozstvi v ptidé diky cinnosti
mikroorganismi. Poc¢atek reakce vyzaduje ptidavek aminu na aldehydovou skupinu cukru za vzniku
Schiffovy baze a N-substituovaného glykosylaminu. Glykosylamin podléha Amadoriho piesmyku.
Vysledkem piesmyku je vznik aldehydt a ketonti. Ty jsou dehydratovany na reduktony a ty jsou dale
dehydratovany na hydroxymethylfurfuraly. Nevyhodou je, Ze reakce pii teplotach vyskytujicich se
v pudach za normalnich podminek probihaji relativn€¢ pomalu. Nicméné vyrazné a Casté zmény
V pudnim prostfedi (mrznuti, tani, zvlh¢ovani, schnuti) spolecné se smichdnim reaktantli s mineraly
maji katalyticky uc¢inek, urychluji kondenzaci. [5]

2.1.2 Déleni huminovych litek
Huminové latky se mohou d¢lit podle jejich chovani v kyselinach a zasadach. [6] Za hlavni slozky
huminovych latek jsou obvykle povazovany huminové kyseliny, fulvokyseliny a humin. [1]

e Huminy jsou castice svelkou molekulovou hmotnosti a relativné malym specifickym
povrchem. Obsahuji pomérné nizky obsah karboxylovych skupin, jsou nerozpustné ve vodé
pii kyselé i alkalické hodnoté pH a jsou nereaktivni.

e Huminové kyseliny maji mensi velikost nez huminy (pfiblizné koloidni velikost) a obsahuji
vice karboxylovych skupin nez huminy. Jsou rozpustné v alkaliich a nerozpustné v kyselinach.
Tvofi nejkvalitngjsi slozku huminovych latek. Jsou to polymery tmavohnédé az ¢erné barvy.
Fulvinové kyseliny jsou slozkami huminovych latek s nejmensi velikosti. Jsou rozpustné ve
vod¢ a ziedénych kyselinach. Maji vysoky obsah karboxylovych skupin na jednotku
hmotnosti. Diky tomu jsou nejreaktivnéjsimi slozkami huminovych latek. V pidé se nejcastéji
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vyskytuji v adsorbované form¢. S oxidy zeleza a hliniku vytvafeji organomineralni
slouceniny. Maji charakteristické zluté zbarveni (fulvus = Zluty). [1, 3, 6]

Huminové latky

l l |

Fulvinové kyseliny Huminové kyseliny Huminy

Svétle zluta Tmavé zluta

Zména odstinu
Rist pfitomnosti uhlikt ——=

Pokles pritomnosti kysliku ——=
Pokles ve zméné kyselosti ————=
Pokles ve stupni rozpustnosti ———

Obrdzek 3 Klasifikace huminovych kyselin [7]

2.1.3  Struktura a vlastnosti huminovych latek

Huminové latky definujeme jako smés amortnich, polydisperznich sloucenin zluté az hnédocerné
barvy. Jsou heterogenni skupinou pfirodnich organickych molekul s komplikovanou polymerni
strukturou a tvofi neoddélitelnou soucast pudni a vodni organické hmoty. [8] Doposud nejsou zcela
pfesné popsany, piestoze jsou piedmétem studia vice nez 100 let. [1] Maji pfevazné aromaticky
charakter, kdy aromaticka jadra byvaji vzajemné spojena alifatickymi, ¢asto cyklickymi fetézci a svou
povahou se fadi do skupiny polyfenolt a polykarboxylovych kyselin. Typickymi funkénimi skupinami
ptitomnymi ve struktufe huminovych latek jsou pfedev§im karboxylové a hydroxylové skupiny, ale
1 methoxylové a karbonylové skupiny. Tyto funkéni skupiny mohou byt vazany jak na aromatickych
jadrech, tak i v postrannich fetézcich. Kromé aromatickych jader byly v makromolekulach
huminovych latek nalezeny i chinoidni a olefinové struktury. Huminové latky jsou tvofeny pievazné
uhlikem, dale kyslikem, vodikem, dusikem a také sirou. [2] Existuje mnoho studii, které se zabyvaji
huminovymi latkami o velkych molekulovych hmotnostech. Nicméné se nepodafilo identifikovat
pravidelné se opakujici strukturni jednotku nebo né€kolik jednotek, které by mohly byt povazovany za
charakteristické pro tyto latky. Vroce 1989 Hayes prohlasil, Ze neexistuje zadny dikaz pro
pravidelnost ve strukturdich huminovych makromolekul. Podle Stevensona, na kazdou frakci
(huminovou kyselinu, fulvinovou kyselinu) by se mélo nahlizet tak, jako by byla slozena z fady
molekul riznych velikosti. Nékteré maji presné stejnou strukturni konfiguraci nebo fadu reaktivnich
funkénich skupin. V roce 1963 Dubach a Mehta ve svém fascinujicim prohlaseni uvazovali, Ze snad
z4dné dvé molekuly huminovych latek nejsou presné stejné. Bylo provedeno mnoho vyzkumi
tykajicich se huminovych latek. Studie poskytly mnoho informaci o slozeni huminovych latek
(ptedevsim o obsahu funkénich skupin). Nicmén€ nebyly odhaleny zadné molekularni jednotky, které
by mohly byt povazovany za zékladni stavebni bloky, které by byly jedineCnym rysem téchto
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latek.[9]. Vlastnosti huminovych latek, jako je rozpustnost ve vodé, schopnost agregace a disociace,
nabojové poméry ¢i schopnost vytvaret komplexy s kovovymi ionty, uzce souviseji s jejich slozenim,
které je ovlivnéno humifikacnimi procesy. Vedle téchto procest jsou také vyznamné ovlivnény
velikosti jednotlivych molekul a castic, stupném jejich dispergace (pravé nebo koloidni roztoky),
polaritou, ktera je dana charakterem skeletu (aromaticky nebo alifaticky) a hlavné druhy, pocty
a disocia¢nimi schopnostmi funkénich skupin. [2]

HC =0
I:HF-DH:I' |sugar] ..|_!

| HO CIL:IDH . S o
et - E . H —
” [| ¥ GATCH H | a J | cood
S 0 N O O o . = =
T T M 4 |
"

COOH Co0oH

I
—, CH=CH,

A i - -
. & P Y, L:“ﬂ J| COOH
F; = ; M= _.'r. ] o, =
o N —

OH
H —l;_-"H o
C=0 (peplide)
[

MH
4

Obrdzek 4 Struktura huminovych kyselin podle Stevensona [5]

2.1.4  Vyuziti huminovych latek

Huminové latky jsou jiz po fadu desetileti pfedmetem intenzivniho védeckého zajmu, ktery vychazi
zejména z jejich vyhodné vyuzitelnych chemickych a fyzikalnich vlastnosti. Maji pomérmné¢ rozsahlé
vyuziti vV zemédé€lstvi, primyslu, oblasti ochrany zivotniho prostfedi, farmakologii a vyuzivaji se také
jako palivo. V zemédélstvi jsou tyto latky vyuzivany zejména jako hnojivo v podobé humati. [1]
V mnoha studijich byly popsany cinky huminovych latek na stimulaci rlstu rostlin. Podle své
struktury huminové latky ovlivituji fadu fyzikdlnich a chemickych vlastnosti pidy. Konkrétné
ovlivilyji stabilitu ptdnich agregatl, kapacitu pufrl, transport, sorpci hydrofobnich organickych
sloucenin a tvofeni komplexii s kovy pritomnymi v prostiedi. Huminové latky poskytuji energii pro
prospésné pudni organismy, ovliviiuji kapacitu zadrzovani pudni vody, strukturu ptdy, uvoliiovani
rostlinnych Zivin z pidnich minerall, zvySuji dostupnost stopovych mineral a zkvalitiiuji trodnost
pidy kontaminované soli. [10]

2.1.5 Huminové kyseliny

Huminové kyseliny reprezentuji spolu s fulvokyselinami a huminem tfi zakladni frakce humusu, které
pudni organické hmoty, protoze na rozdil od fulvokyselin a huminu, které¢ se podileji asi 8 % na
celkovém kolobéhu uhliku, podil huminovych kyselin je az 16 %. Tvofi nejkvalitngjsi slozku
humusovych latek. Jsou to polymery tmavohnédé az cerné barvy. Jejich zakladni jednotkou jsou
aromatickd mikrojadra fenolické¢ho nebo chinoidniho typu, na které se prostfednictvim mustka typu
(-O-, -NH-, -N-, -S-, -CH,-) napojuji v boénich fetézcich funk¢ni skupiny. [8]

2.16 Rozpustnost a kyselé funkéni skupiny

Rozpustnost latek je v chemické praxi velmi vyznamnym jevem zejména u kapalnych roztokt —
omezena vzajemnd rozpustnost slozek. Rozpousti-li se naptiklad krystalicky Na,SO, ve vode, vytvaii
se postupné vodny roztok o stale vetsi koncentraci Na,SO,, az se posléze dalsi rozpousténi zastavi.
Rozpustnost latky je definovana jako koncentrace nasyceného roztoku urCité latky pti uréitych
fyzikalnich podminkach (teploté a tlaku). [11]
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Huminové kyseliny jsou definovany jako frakce huminovych latek, které se nerozpousti za kyselych
podminek. Izolace huminovych kyselin z ptfirodnich zdroji (pudy, raseliny, uhli) je zalozena na
okyseleni alkalického extraktu na pH 1-2, coz ma za nasledek vysrazeni huminové kyseliny. [12, 13]
Rozpustnost huminovych kyselin je velmi dulezitym faktorem pfi studiu jejich interakce s ionty kova
a radionuklidy. Chemické chovani huminovych kyselin je podobné jako chovani ostatnich
polyelektrolyt. V roztocich se huminové kyseliny chovaji jako micelarni koloidy. Koloidni Castice
maji zaporny naboj a tento izoelektricky bod lezi v kyselé oblasti. Rozpustnost huminovych kyselin
zavisi na pH, iontové sile a mnoha dalSich faktorech. [14]

Huminové kyseliny jsou soustava polyfunkénich molekul, jako jsou lipidy, uhlovodiky, aromatické
slouceniny a dal$i. Jejich interakce sriznymi kontaminanty zavisi na typu a mnozstvi téchto
funkénich skupin. Ioniza¢nimi misty ve struktufe huminovych kyselin jsou atomy kysliku, dusiku
nebo siry formujici karboxylové, fenolové, hydroxylové, aminové a thiolové funkcni skupiny. Ze
vSech funkénich skupin pfitomnych v huminovych kyselinach se jako nejvice reaktivni jevi skupiny
obsahujici kyslik (karboxylové, fenolové), které prispivaji k celkové kyselosti huminovych latek.
V prubéhu procesu tvorby huminovych kyselin (humifikace) se v nich zvysuje obsah COOH a C=0
skupin, pficemz obsah alkoholovych a fenolickych OH skupin a skupin OCHj se Vv pritbéhu tohoto
procesu snizuje. Hlavni rozdil v obsahu funkénich skupin huminovych a fulvinovych kyselin je, ze ve
fulvokyselinach je prakticky vSechen kyslik obsazeny v COOH, OH a C=0O skupinach, zatimco
vV huminovych kyselinach vétsi ¢ast kysliku tvofi strukturni slozku, tzv. ,,jadro*, coz jsou naptiklad
etherové a esterové vazby. Dalsim rozdilem muze byt fakt, Ze obsah ketonovych C=0 skupin je vyssi
ve fulvokyselinach, zatimco v huminovych kyselinach se nachazeji spiSe chinonové C=0O skupiny.
[8,15]

2.2 Disociace huminovych Kkyselin

Huminové kyseliny se chovaji jako slabé kyselé polyelektrolyty, jelikoz obsahuji postranni skupiny
schopné elektrolytické disociace. Disociaci vznika makroion s velkym poctem elementarnich naboja
a prislusny pocet malych iontd opa¢ného naboje (protiiontt). Silné kyseliny disociuji Gplné, slabé
kyseliny pouze do urc¢itého stupné. [16]

Deprotonaci libovolnych iontovych skupin v huminovych kyselinach lze zapsat jako disociaci
jednosytné kyseliny HA.

2.2.1 Disociace slabé jednosytné kyseliny
Disociaci slabé jednosytné kyseliny HA mizeme zapsat podle rovnice:

HA=H"+ A", (1)
Tato reakce je charakterizovana rovnovaznou konstantou Kya zvanou disociacni konstanta kyseliny,
pro kterou plati:

a2 a 6 e,
Kia = = = ' )
[HA] Apa Cha *7ha " Cq
Jelikoz disocia¢ni konstanta nabyva velmi nizkych hodnot, velmi ¢asto se pouziva hodnota pK,, coz je
zaporny dekadicky logaritmus disociacni konstanty:

pK, =—logK,. (3)
Jestlize v systému neuvazujeme zadnou dalsi reakci (napf. disociaci vody), tak miizeme sloZeni
rovnovazné smési vyjadfit pomoci stupné disociace:

Cyp =(l—a)-C (4)

Cy =a-C (5)
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c, =a-C. (6)

Rovnici (2) pak Ize zapsat ve tvaru:

a’-c-y?

(1—0{)- Vua " Cyt
Cpa JSOU molarni koncentrace, y je aktivitni koeficient, a je disocia¢ni

K =

()
Kde a je aktivita, ¢ ., C,_,
stupen a C je pocatecni koncentrace kyseliny.

2.2.2 Disociace slabé vicesytné kyseliny
Slaba dvojsytna kyselina H,A disociuje do prvniho stupné podle rovnice
H,A=H"+HA" (8)
a do druhého stupné podle rovnice
HA =H" + A%, 9)
Oznacime-li rovnovaznou konstantu prvni reakce K; a druhé K, plati
K, = S T (10)

Ci,a " Vh,a " Cyt

Chpo +Cpz Ve +7 52

K, = ' (11)
Cia Vha " Cst
V oblasti koncentraci, kdy plati Debyetv-Hiickeltiv limitni vztah je
Vi =Vua- (12)
4
J/AZ— = }/H+ . (13)

V ptipadech, kde K; >> K; (rozdily v hodnotach disociacnich konstant jsou 3 a vice 4da) neni tieba
disociaci do druhého a vyssich stupid uvazovat.

2.2.3 Disociace silné vicesytné kyseliny
Silné dvojsytna kyselina H,A disociuje do prvniho stupné uplné

H,A—>H"+HA" (14)
a do druhého stupné do ustaveni rovnovahy
HA =H" +A”. (15)
Pro disocia¢ni konstantu reakce plati
4
C + C 2- .7/+
K=-H_A "= (16)
Chin- "Cst
kde, v souladu s Debyeovym-Hiickelovym limitnim vztahem, pfedpokladame ze
Ve =Vua 17)
4
J/Azf = }/H* . (18)

Neuvazujeme-li v roztoku zadné jiné ionty nez ty, které vznikly reakcemi (14) a (15), mtizeme rovnici
(16) prepsat na
K — c-a-(l+a)y!
l-a-c,

; (19)

kde c je pocate¢ni koncentrace kyseliny a « stupeni disociace aniontu HA™. [17]
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2.2.4 Metody studia disociace a stanoveni pK, huminovych kyselin

2.2.4.1 Titracni metody

Titra¢ni metody jsou Casto pouzivanym zplisobem pro stanoveni disociac¢nich konstant huminovych
kyselin. Jako titra¢ni ¢inidlo se nejéastéji pouziva standardizovany roztok NaOH. Funkéni skupiny,
které podléhaji disociaci, jsou predevs§im ty, které obsahuji kyslik — v pfevazné vét§iné karboxylové
a fenolové skupiny, které ptispivaji k celkové kyselosti huminovych latek. [18] Jelikoz jsou huminové
kyseliny polyelektrolyty, tak jednotlivé karboxylové a fenolové skupiny maji rizn€ kyselé disociacni
konstanty. [19] Nejbézné&jsimi metodami pro stanoveni celkové kyselosti jsou potenciometrické titrace
a tradi¢ni baryum-hydroxidova metoda.

e Potenciometricka titrace — Potenciometrie je elektrochemickd metoda zaloZzena na méfeni
rovnovazného napéti galvanického ¢&lanku. Clanek je sestaven zmémé (indikaéni)
a srovnavaci (referentni) elektrody. Potencial mérné elektrody zavisi na koncentraci sledované
latky, zatimco potencial srovnavaci elektrody je konstantni. Rovnovazné napéti, které je
rozdilem téchto dvou potencialtl, je mirou koncentrace sledované latky. V potenciometrickych
titracich sledujeme zavislost napé€ti vhodné sestaveného clanku na objemu pfidavaného
titracniho Cinidla a ztitracni kiivky pak vyhodnotime bod ekvivalence. Titracni kiivku
muzeme teoreticky vypocitat, umime-li vyjadfit potencial mérné elektrody z Nernstovy nebo
Nicolsky-Eisenmanovy rovnice. Granova metoda vyhodnoceni potenciometrické titra¢ni
ktivky vychazi z linearizace Nernstovy rovnice. [20]

e Baryum-hydroxidova metoda — je zalozena na reakci huminové kyseliny s hydroxidem
barnatym. Reakci vznikaji barnaté soli huminové kyseliny a voda. Nadbytecny hydroxid
barnaty je pak titrovan standardni kyselinou. [21]

2R—-COOH + Ba(OH)2 — (R—C0O0)2Ba + 2H,0 (20)
Karboxylové skupiny jsou nejcasteji stanovovany kalcium-acetatovou metodou nebo dekarboxylaci.
[19]

e Kalcium-acetatova metoda — tato nepiima titracni metoda je zalozena na vzajemné interakci
mezi stanovovanou huminovou kyselinou a octanem vapenatym. Nahradi se vapenaté ionty
octanu vépenatého vodiky z karboxylovych kyselin a tim dochézi k tvorbé kyseliny octové.
Kyselina octova je titrovana roztokem hydroxidu sodného o znamé koncentraci. [22]

2R—COOH + (CH3CO0)2Ca — (R-C0O0)2Ca + 2CH3COOH (21)
Fenolové OH skupiny jsou stanovovany jako rozdil mezi celkovou kyselosti a obsahem
karboxylovych skupin. [19]
Experimentalni data ziskana titraci jsou nejCastéji vyhodnocovana pomoci upravené
Henderson-Hasselbalchové rovnice, ktera vyjadiuje zavislost zdanlivé disocia¢ni konstanty na
stupni disociace.

o
pH = pKapp - |09E, (22)
kde pKpp je zdanliva disociacni konstanta a a je stupeii disociace.
Henderson-Hasselbalchova titracni kiivka se vyjadiuje jako zavislost pH na — IogLL]
-a

Titra¢ni kiivka huminovych kyselin neni linearni. To sv€d¢i o tom, Ze huminové kyseliny
obsahuji ve své struktuie rizné typy skupin, které jsou schopné disociace. [23]

V praci [24] byla pouzita jednoducha metoda diferencidlni potenciometrie k uréeni distribuce pufraéni
kapacity, hodnoty zdanlivych disociacnich konstant a povrchového naboje huminovych kyselin.
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K tomuto ucelu byly pouzity huminové kyseliny, které byly extrahovany ze dvou riznych pad
s odli$nou vegetaci.

V praci [25] byla acidobazickd rovnovaha huminovych kyselin charakterizovana jejich titraci
Vv prostfedi s riiznou iontovou silou. Kyselé funkéni skupiny rozdélili do dvou skupin (silné a slabé
kyselé skupiny) a kazdé této skupiné piisoudili urcitou distribuci pK,. Tyto skupiny jsou nepftetrzite
deprotonovany podle jejich distribuce pKa. Ziskana data vyhodnocuji podle modelu vytvoieného na
zakladé Debye-Hiickelovy teorie a srovnavaji s modelovou kyselinou galovou.

Autofi cClanku [23] pouzivali acidobazickou potenciometrickou titraci pro stanoveni
acidobazickych vlastnosti huminovych kyselin. Pro vyhodnoceni obsahu kyselych funkénich
skupin a primérnych hodnot zdanlivych pK, pouzili upravenou Henderson-Hasselbalchovu
rovnici. Zjistili, ze obsah kyselych funk¢nich skupin a aromaticita roste se snizujici se
velikosti molekuly.

V praci [18] byla opét pouzita metoda potenciometrické titrace ke stanoveni kyselych
vlastnosti huminovych kyselin. Skupiny, které obsahuji kyslik jako karboxylové, fenolové
a alkoholové byly izolovany a selektivné blokovany metylaci pomoci CH3l/Ag,0O
v dimethylformamidu. Experimentalni data byla vyhodnocena opét pomoci upravené
Henderson-Hasselbalchové rovnice.

Cilem autord c¢lanku [26] bylo stanovit koncentraci a pK, ionizovatelnych funkénich skupin
huminovych kyselin acidobazickou potenciometrickou titraci. Ziskana data byla vyhodnocena linearni
metodou zaloZenou na upravené Granové funkci. Vysledky byly srovnany s vysledky ziskanymi
konduktometrickou titraci NaOH a Ba(OH)s, s infracervenymi spektry huminovych kyselin s riznymi
stupni protonizace a s klasickou kalcium-acetatovou a baryum-hydroxidovou metodou.

Autofi c¢lanku [27] pouzili metodu pfimé potenciometrické titrace pro stanoveni koncentraci
karboxylovych a fenolovych skupin a zdanlivého pK,. Byly zkoumany acidobazické vlastnosti
huminovych kyselin pomoci selektivni blokace karboxylovych a fenolovych skupin metodou
esterifikace nebo acetylace. Rozdily mezi nederivatizovanymi a derivatizovanymi acidobazickymi
vlastnostmi jsou pfipisovany vlivu karboxylovych a fenolovych skupin na celkovou kyselost
huminovych kyselin. Data ziskana potenciometrickou titraci byla vyhodnocena pomoci upravené
Henderson-Hasselbalchové rovnice. Po blokaci funkénich skupin se obsah kyselych skupin
snizil, zatimco hodnota zdanlivého pK, se po derivatizaci zvySila. Fenolové skupiny nelze
metodou acetylace presné identifikovat v disledku nizké selektivity této metody.

Pro kvantitativni a rovnovaznou analyzu roztoki huminovych kyselin byla v praci [28]
pouzita kombinace potenciometrie a coulometrie. Tato metoda je =zaloZzena na
potenciometrické titraci alkalickych roztokl, které obsahuji kromé& huminovych kyselin
i 1 mol-I" NaClO,. Pomoci coulometrie za konstantniho proudu se kyselost v roztocich
zvysuje do té doby, nez se zaCne vyskytovat pevna faze. Celkova kyselost mize byt stanovena
pomoci upravenych Granovych diagramli nebo ze sumy nejmenSich c¢tvercl. Stanoveni
acidobazické rovnovahy roztokli huminovych kyselin bylo také provedeno na zékladé¢ zmény
kapacity pufru, kterd nastava pii kazd¢ titraci. Za predpokladu smési tii jednosytnych kyselin
o pfiblizné stejné koncentraci byla obdrzena experimentalni data, kterd maji nejmensi
standardni odchylku.

V praci [29] se pouziva metoda spektrofotometrické titrace jako alternativa misto obvyklé
potenciometrické titrace. Spektrofotometrické titrace a UV/VIS spektra zfedénych roztokt
huminovych kyselin se pouzivaji k odhadu zmén, které nastavaji v ¢astech tvoficich vazbu
S protonem v zavislosti na pH a iontové sile roztoku.

2.2.4.2 Spektrofotometrické metody

Podstatou ultrafialové a viditelné spektrometric je absorpce ultrafialového a viditelného zafeni
(200 — 800 nm) zfedénymi roztoky molekul. Pii absorpci dochézi k excitaci valencnich elektront,
které jsou soucasti molekulovych orbitalti. Proto molekulovd absorpéni spektra v ultrafialové

15



a viditelné oblasti jsou svou podstatou elektronova spektra. Jeden pas ve spektru odpovida jednomu
typu pfechodu elektrond v molekule do excitovaného stavu. Polohu piku urcuje Amax, coz je vinova
délka maxima pasu. Mefeni absorbance se hojn¢ vyuziva kurceni koncentrace sloucenin
s chromofory. Pracuje se obvykle metodou kalibra¢ni kiivky. Ultrafialova a viditelna spektrometrie je
vyuzivana v prutoénych celach detektorti riznych separa¢nich metod, napt. kapalinové chromatografie
a kapilarni elektroforézy. Méfeni je provadéno bud’ pifi vhodné vinové délce, nebo jsou sniméana cela
spektra v kratkych casovych intervalech. [20] Absorpéni spektra huminovych kyselin vSeobecné
zaviseji na pH prostiedi. Spektroskopickd metoda stanoveni pK, je zalozena na zméné tvaru
a intenzity absorp¢nich spekter pii zméné pH prostiedi. [30, 31]

V publikaci [32] je pouzita metoda spektrofotometrického stanoveni disociaéni konstanty u vyluht
pykratd  alkalickych  kovii a  pykratd tetrabutylamonného, které jsou rozpusStény
ve 4-methyl-2-pentanonu. Touto studii se zjistilo, ze pfi nizké koncentraci roztoku dochazi témét
Kk uplné disociaci. Se zvySujici se koncentraci roztoku klesa schopnost disociovat. Disociace u pykratl
alkalickych kovi si je témer podobna a prilis se mezi sebou nelisi. Pykrat tetrabutylamonny disociuje
o néco vice. V roztocich o nizké koncentraci souhlasi spektra pykratt alkalickych kovil se spektrem
pykrati tetrabutylamonného. Se vzrlstajici koncentraci se pik posouva k niz§im vlnovym délkam.
Publikace [33] se vénuje elektrochemickému rozkladu huminovych kyselin za Géelem upravy
ptirodni vody pro vyrobu pitné vody. Jako pracovni elektrody byly pouzity rozmérovée stabilni
anody (DSA) Snaisledujicim slozenim: Ti/II‘o,3Tioﬁ702; Ti/RongTiojOz; Ti/ll’oyzRonzTioyeOz.
Elektrolyza byla provedena s pouzitim roztoku slozeného z 0,1 mol-1* KCI a huminovych
kyselin o koncentraci 30 mg-1™. V prib&hu elektrolyzy byly odebirany vzorky, u kterych bylo
méteno pH, transmitance, UV/VIS spektra a chromatogramy. Vysledky ukazaly, Ze po
2 hodinach elektrolyzy pii 40 mA-cm?, Ti/Rup3Tip70, elektroda odstrani vétSinu
elektrooxidacnich produktti.

V publikaci [34] byly zkoumany spektrofotometrické vlastnosti, rozpustnost a vodivost
huminovych latek. Celkovd primérnd molekulovd hmotnost byla stanovena na 556 Da
a nadbytek aromatického uhliku na 12 %. Oba vysledky jsou podstatné niz$i, nez pro
standardni referentni fulvinové kyseliny. Bylo zjiSténo, Ze rozpustnost roste linedrné od
koncentrace 5 do 20 g™ rozpusténé huminové latky. Déle bylo dokazano rozpousténi ionti
pomoci elektrochemické vodivosti. Limitni molarni vodivost byla extrapolovana a to bylo
pouzito pro stanoveni zdanlivého disocia¢niho stupné huminovych latek pro rGzné
koncentrace. Disocia¢ni stupen byl dale pouzit pro odvozeni koncentra¢ni zavislosti
van't Hoffova faktoru. Van't Hoffliv faktor se monotdénné snizoval s koncentraci huminovych
latek. Pokles byl podstatny pro ziedéné roztoky a vztah slabl pro koncentrovanéjsi roztoky.
Autofi ¢lanku [35] zkoumali vliv disociaéni konstanty na povrchovou koncentraci
u nukleofilti obsahujicich oximové skupiny (napf. u pralidoximu). Analyza byla provedena
spektrofotometricky v ¢isté vodé a v 50% roztoku acetonitrilu. Bylo zji§téno, ze disociaéni
konstanta pralidoximu neni ovlivnéna jeho povrchovou koncentraci.

Védci v ¢lanku [36] zkoumali kyselou rovnovahu 5-(p-dimethylbenzyliden) rhodnaninu (PDR) ve
vodném micelarnim roztoku pomoci jednoduché spektrofotometrické metody. Byl studovén ucinek
neiontovych, kationovych a anionovych povrchové aktivnich latek na absorpéni spektra PDR pfi
ruznych hodnotach pH a bylo stanoveno pK, PDR pii riznych koncentracich kazdé povrchové aktivni
latky. Zjistili, ze PDR disociuje vice v pfitomnosti kationové povrchové aktivni latky, zatimco
nejmensi disociace nastava v pfitomnosti anionové povrchoveé aktivni latky.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie
e huminové kyseliny
e kyselina chlorovodikova 35%
e hydroxid sodny
e difosfore¢nan sodny
o lignit
e dusicnan stfibrmy
e Kkyselina fluorovodikova
e destilovana voda
e siran sodny
e kyselina octova
e octan sodny
e octan vapenaty

3.2 Pouzité pristroje
e pHmetr METTLER TOLEDO, Seven Easy
e konduktometr METTLER TOLEDO
o UV/VIS spektrofotometr HITACHI U-3900H
e automaticky titrator Titroline Alpha plus Schott
e prutokovy analyzator EcaFlow model 150 GLP

3.3 Pracovni postup

3.3.1 Extrakce huminovych kyselin

Huminové kyseliny byly pfipraveny alkalickou extrakci z namletého lignitu. Nejprve bylo 30 g lignitu
smichano s 1 dm® 0,1 mol-dm™ roztokem kyseliny chlorovodikové, tato suspenze byla dekalcinovana
1 hodinu na tfepacce. Poté byl lignit promyt dostatecnym mnozstvim destilované vody do odstranéni
chloridovych iontii (zkouska pomoci dusi¢nanu stfibrného). Takto pfedupraveny lignit byl pfeveden
do plastové nadoby s extrakénim &inidlem (2 dm® 0,1 mol-dm™ NaOH a 0,1 mol-dm™ Na,P,0;), lahev
byla ponechana na tiepacce pies noc. Ziskana suspenze byla odstiedéna 20 minut (4000 RPM) pii
15 °C. Kapalny podil (roztok huminovych a fulvinovych kyselin) byl prefiltrovan ptes filtr a okyselen
koncentrovanym roztokem HCI na hodnotu pH mens$i nez 2. Po dvou hodinach doslo k vysrazeni
huminovych kyselin, které¢ byly oddé€leny od roztoku fulvinovych kyselin odstfedénim pfi stejnych
parametrech centrifugy. Pevny podil ziskany po prvnim odstfedéni byl znovu podroben extrakci
stejnym zpusobem, jak je popsano vyse. Ziskané huminové kyseliny (po prvni a druhé extrakci) byly
prevedeny do plastové nadoby s 1 dm® 0,5 % obj. roztoku smési HCI a HF, nadoba byla umisténa na
tiepacku po dobu 2 dni. Suspenze byla odstiedéna 20 minut (4000 RPM) pii 15 °C a pevny podil
huminovych kyselin byl pieveden do dialyzacnich membran a dialyzovan proti destilované vodé po
dobu 3 tydnti do vymyti chloridovych ionti (zkouska pomoci dusi¢nanu stiibrného). Po dialyze byl
vzorek lignitické huminové kyseliny lyofilizovan.

3.3.2 Ptiprava roztoku pro studium disocia¢nich konstant

Nejprve bylo pfipraveno extrakéni ¢inidlo pro huminové kyseliny, coz je 1% roztok siranu sodného
rozpusténého v destilované vode. Suspenze huminovych kyselin byly pfipravovany tak, Ze se navazilo
urcité, pfedem dané mnozstvi huminovych kyselin, které byly extrahovany v 25 ml extrakéniho
¢inidla. Tato extrakce probihala po dobu 5 dni. Suspenze byly poté prefiltrovany ptfes mikrofiltr
0,45 pm pomoci injekéni stiikacky. Po prefiltrovani bylo u kazdého roztoku zméfeno pH, vodivost

17



a UV/VIS spektra vrozsahu 200 — 900 nm. Podobnym zpusobem byly pfipravovany roztoky
huminovych kyselin v NaOH s tim rozdilem, Ze jako extrakéni &inidlo byl pouzit 0,1 mol-dm™ roztok
NaOH. U téchto roztokti byla zméfena vodivost. Zadané navazky, pfesné navazky a mmnozstvi
extrakéniho €inidla jsou uvedeny v nésledujicich tabulkach.

Tabulka 1 Suspenze huminovych kyselin pro piipravu vyluhii v Na,SO,

zadana koncentrace |zadana navazka |piesna koncentrace | piesna mnoZzsti roztoku
[o/L] [0] [o/L] navazka [g] Na,SO, [ml]
0,01 0,00025 0,0116 0,00029 25
0,05 0,00125 0,0484 0,00121 25
0,1 0,0025 0,096 0,0024 25
0,5 0,0125 0,496 0,0124 25
1 0,025 1,104 0,0276 25
3 0,075 2,972 0,0743 25
5 0,125 4,924 0,1231 25
8 0,2 8,36 0,209 25
10 0,25 9,636 0,2409 25
15 0,375 15,204 0,3801 25
20 0,5 20,384 0,5096 25
40 1 40,688 1,0172 25
Vyluhy huminovych kyselin v Na,SO, o koncentracich 20 g-dm™ a 40 g-dm™ byly pouzity k piiprave
roztoktt vzniklych smichanim 0,1 mol-dm® HCI, 0,1 mol-dm® NaOH a octanovym pufrem
o pH 4,16. Vysledné roztoky byly pfipravovany tak, ze byl vzdy smichan 1 ml vyluhu huminové
kyseliny a 9 ml kazdého roztoku. U vSech téchto roztoku byly zméteny UV/VIS spektra v rozsahu
vlnovych délek 200 — 900 nm. U roztoki vzniklych smichanim vyluhi huminovych kyselin
a octanového pufru bylo navic méfeno pH.
Tabulka 2 Roztoky huminovych kyselin v NaOH
zadana koncentrace |zadana navazka |presna koncentrace |piesna MnoZsti roztoku
[g:dm™] [q] [g:dm) navazka [g] | NaOH [ml]
0,01 0,0001 0,03 0,0003 10
0,05 0,0005 0,07 0,0007 10
0,1 0,001 0,12 0,0012 10
0,5 0,005 0,49 0,0049 10
1 0,01 0,98 0,0098 10
3 0,03 2,7 0,027 10
5 0,05 4,71 0,0471 10
8 0,08 7,95 0,0795 10
10 0,1 10,63 0,1063 10
15 0,15 15,18 0,1518 10
20 0,2 20,94 0,2094 10
40 0,4 39,82 0,3982 10
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3.3.3 Stanoveni obsahu kyselych funk¢nich skupin

3.3.3.1 Celkova kyselost

Celkova kyselost byla stanovovana pifimou a zpétnou titraci. Pro piimou titraci bylo navazeno
cca 100 mg huminovych kyselin, které byly suspendovany ve 100 ml destilované vody a ponechany
michat 24 hodin. Tato suspenze byla nasledné titrovana 0,1 mol-dm™® NaOH automatickym titratorem
s konstantnim piidavkem 0,05 ml v intervalu 5 min. Kazdych 30 s se automaticky zaznamenavaly
naméfené hodnoty pH a vodivosti (celkovy pfidany objem ¢inil 20 ml).

Pro zpétnou titraci bylo navazeno cca 100 mg huminovych kyselin, které byly rozpustény
v 0,1 mol-dm™ NaOH a ponechany michat op&t 24 hodin. Suspenze byla titrovana 0,1 mol-dm™ HCI
automatickym titratorem s konstantnim pifidavkem 0,05 ml vintervalu 30s. Kazdych 5sse
automaticky zaznamenavaly namétené hodnoty pH a vodivosti (celkovy ptidany objem ¢inil 60 ml).

3.3.3.2 Karboxylova kyselost

Pro stanoveni karboxylové kyselosti byla navazka pfiblizné¢ 50 mg vzorku huminovych Kkyselin
smichana se 40 ml 0,5 mol-dm™ Ca(CH;COO), a 10 ml destilované vody. Slepy vzorek byl pfipraven
smichanim 40 ml 0,5 mol-dm™ Ca(CH;COO), a 10 ml destilované vody. Tyto vzorky byly ponechany
michat 24 hodin. Po 24 hodinach byl vzorek pfefiltrovan pies filtracni papir do 100 ml odmérné
barnky, filtr byl promyvan destilovanou vodou. Odmérna banka byla doplnéna destilovanou vodou po
rysku. Uvolnéna kyselina octova byla titrovana 0,1 mol-dm® NaOH automatickym titratorem
s konstantnim piidavkem 0,05 ml vintervalu 30s. Kazdych 5sse automaticky zaznamenavaly
naméfené hodnoty pH a vodivosti (celkovy ptidany objem ¢inil 10 ml). Stejnym zptuisobem byl
titrovan i slepy pokus, ve kterém chybéla navazka huminové kyseliny.

3.3.4 Stanoveni pK, huminovych kyselin

3.3.41 Konduktometricka metoda
Charakteristickou vlastnosti roztokt elektrolytd je jejich schopnost vést elektricky proud — vodivost.
Vodivost (G) pevného vodice s konstantnim prafezem S a délkou | je

S
G:K'I—, (23)

kde x je konduktivita.

Vodivost roztoki elektrolyti méfime pomoci sttidavého proudu s tak vysokou frekvenci, ptfi které
nedochazi k elektrolyze. Vlastnosti méfici nadobky charakterizujeme hodnotou jeji odporové kapacity
C, kterou stanovujeme pomoci roztoku se znamou konduktivitou:

K
G " (24)

Molarni vodivost i-t€ho elektrolytu vyjadiuje schopnost vést elektricky proud vSemi ionty vzniklymi
rozpusténim jednoho molu elektrolytu v daném objemu rozpoustédla. Vztah mezi molarni vodivosti 4;,
konduktivitou x; a molarni koncentraci ¢; i-tého elektrolytu vyjadiuje rovnice:

A=—. (25)

U molarni vodivosti je tieba zvlast’ specifikovat ¢astice daného elektrolytu, kterych se uvazuje jeden
mol. Uvazované ¢astice mohou byt molekuly, elektrony, ionty, atomy nebo stechiometricky zvolena
skupina. Zavislost molarni vodivosti 4; na slozeni roztoku udava empiricky Kohlrauschitv vztah

kde a je empirickd konstanta a A je mezni molarni vodivost (hypoteticka molarni vodivost pro
ci— 0).

A=7 -, (26)
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Pro nekoneéné ziedény roztok plati Kohlrauschiv zdkon nezavislosti pohybu iontt

A=+, (27)
kde A7 a A” jsou mezni molarni vodivosti kationtu a aniontu elektrolytu. Pomér 4, / A7 je u slabych
elektrolytii rovny stupni elektrolytické disociace o, ktery predstavuje podil disociovanych molekul:

A
a; =—_—-.

A
Pro konduktrometrickou metodu stanoveni pK, byly pouzity vyluhy huminovych kyselin v Na,SO,
(stanoveni disociaéni konstanty ur¢ité frakce huminové kyseliny) a roztoky huminovych kyselin
v NaOH (stanoveni disocia¢ni konstanty celého vzorku). Disocia¢ni konstanta byla stanovena podle
nasledujiciho vztahu:

(28)

Z/Z

K,.=¢C ,
HA om (29)

kde ¢, je formalni koncentrace latkového mnozstvi rozpusténé kyseliny HA. [37]

3.3.4.2 Spektrofotometricka metoda

Pro spektrofotometrické stanoveni pK, byly pouzity vyluhy huminovych kyselin v Na,SO,
o koncentracich 20 a 40 g-dm™, u kterych bylo zm&feno pH, vodivost a UV/VIS spektrum. Poté byly
vyluhy ziedény v poméru 1:9 s octanovym pufrem (bylo zméteno pH), HCl a NaOH o koncentracich

0,1 mol-dm™. Byla promé&fena UV/VIS spektra v rozsahu vlnovych délek /1€<200—900 nm).

Disociacni konstanta byla stanovena podle nésledujiciho vztahu:

A -A
pKa — pH + |Og v pufru v NaOH
AVHCI -A

Absorbance A byly dosazovany vzdy pro stejnou vinovou délku A € <300 —350 nm). Za pH bylo

(30)

v pufru

dosazovano pH vyluhti huminovych kyselin zfedénych pufrem.

3.3.4.3 Kombinace méi'eni pH a obsahu kyselych funkénich skupin v Na,SO,

Byl zapnut prutokovy analyzator EcaFlow a po¢itac. Poté byl spustén program EcaFlow, kde tlacitkem
regenerace byla elektroda regenerovana. Nejprve byly proméfeny standardy pro vytvoreni kalibracni
primky. Jako standard byla pouzita kyselina chlorovodikova, jejiz koncentrace byly 5, 10 a 20 mM. Po
zmé&feni kalibrace byly proméfeny vyluhy huminovych kyselin. Jako nosny elektrolyt byl pouZzit
roztok 1% Na,SO,, do kterého byly huminové kyseliny extrahovany.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE
4.1 Stanoveni obsahu kyselych funk¢nich skupin

Ze ziskanych dat vodivosti a pH V zavislosti na ptidavku odmérného ¢inidla, byly sestaveny titracni
ktivky, ze kterych byla vypocitana celkova a karboxylova kyselost huminovych kyselin. Hodnota
celkové kyselosti byla vypocitana zpriimérovanim hodnot celkové kyselosti ziskané piimou a zp&tnou
titraci. Celkova kyselost byla stanovena na 7,24 mmol/g. Karboxylova kyselost byla pocitana
podobnym zptisobem a rovna se 5,23 mmol/g.

Tabulka 3 Celkova a karboxylovd kyselost

mmol/g +
celkové kyselost 7,24 0,19
karboxylova kyselost | 5,23 0,17

13 - - 20
12' '18
11 A
- 16
10 A
- 14
9 -
8 - '12'_|
§
L 7 -102
6 - | g =
5
- 6
4 -
- 4
3 A
2 - 2
1 T T T T T O
0 10 20 30 40 50 60

V [mi]

Obrazek 5 Zavislost mérné vodivost a pH na piidavku HCI p¥i zpétné titraci HK
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Obrazek 6 Zavislost pH na pridavku NaOH pii karboxylové titraci HK

4.2 Stanoveni pK, huminovych kyselin

421 Konduktometrickd metoda
Disociacni  konstanty  byly stanoveny metodou nejmensich Ctverch ze  zavislosti

logK, s = f (, | -C, ) a byly extrapolovany na nekoneéné ziedéni.

Konduktometrickou metodou byly stanovovany disociacni konstanty u vyluhii huminovych kyselin
v Na;SO, a u roztokli huminovych kyselin v NaOH. U vyluhtt HK se v Na,SO,4 rozpusti vzdy jen
ur¢ita frakce HK, tudiz pK; stanovené timto zplsobem je jen pro uréitou frakci HK. V NaOH se
rozpusti vSechna HK, a tak vypocitané pK, je pro cely vzorek.

Huminové kyseliny obsahuji velké mnozstvi riznych skupin, které se li§i svou silou. V Na,SO, se
ptrednostné rozpusti ta frakce huminovych kyselin, ktera obsahuje silngjsi skupiny. ZvySovani obsahu
huminovych kyselin v roztoku, ma za nasledek to, Zze frakce s menSim obsahem COOH skupin
a frakce se slabsimi karboxylovymi skupinami se rozpousti méné a méné, az je jejich rozpustnost
potlacena. Slozeni frakci se ziejmée koncentraci od koncentrace 1isi. Lze pfedpokladat, ze pfi nizkych
koncentracich se mohou rozpoustét i frakce, které obsahuji méné karboxylovych skupin s vyssim pK,.
Na vyslednou hodnotu disocia¢ni konstanty maji tedy vliv pouze urcité skupiny, které se v dané frakci
rozpusti. Jelikoz jsou huminové kyseliny dobtfe rozpustné v alkaliich, tak na rozdil od Na,SO, se
v NaOH vzdy rozpusti vSechny skupiny. Vysledna disocia¢ni konstanta je asi 0 polovinu vyssi nez
u huminovych kyselin rozpusténych v NaOH.
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Tabulka 4 Disociaéni konstanty stanovené konduktometricky

Na2804 NaOH
pKa 9,93 4,99
+ 0,25 0,13

Na Obr. 8 miizeme pozorovat, ze vodivost je pti velmi nizkych koncentracich HK nejdiive piiblizné
stejnd a poté zagne prudce klesat az do koncentrace 10 g-dm™. Od této koncentrace uz je vicemén&
konstantni. To je zptisobeno tim, ze obsah HK v roztoku je uz tak velky, ze dalsi zvySeni koncentrace
HK uz vyslednou vodivost nijak neovlivni. U roztokit HK v NaOH (viz Obr. 7) dochazi k rozpusténi
celého vzorku HK a siln€ alkalické prostfedi podporuje disociaci kyselych funkénich skupin. Dochézi
tak tedy k Caste¢né neutralizaci OH™ iontt z hydroxidu, coz se projevuje ve snizeni vysledné
konduktivity. Vliv neutralizace na vysledné hodnoty mérné vodivosti nartista umérné se zvysujici se
koncentraci HK v NaOH.

Kk [mS/cm]

10

10

15 20 25 30
Obsah HK v roztoku [g-dm?]

Obrazek 7 Graf zavislosti vodivosti na obsahu HK u roztokit HK v NaOH

35

40

45
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Obrazek 8 Graf zavislosti vodivosti na obsahu HK u vyluhit HK v Na,SO,

4.2.2 Spektrofotometrickd metoda

Pro stanoveni hodnoty pK, byly pouzivany pouze hodnoty absorbanci v rozsahu vinovych délek
300 — 350 nm a to z divodu, aby absorbance nebyly moc nizké ani moc vysoké a spektra jednotlivych
vzorkt huminovych kyselin se nektizila. Na Obr. 9 je vidét, ze hodnoty absorbanci pod hranici vinové
délky 300 nm dosahuji absorpéniho maxima a dochazi zde i ke kiiZzeni jednotlivych spekter. Na
stejném obrazku je patrné, Ze hodnoty absorbanci nad hranici vinové délky 350 nm jsou pfili§ nizké.

Na Obr. 10 je znazornéno UV/VIS spektrum HK v pufru, vHCI a v NaOH o koncentraci HK
20 g-dm™ v rozsahu vinovych délek 300 — 350 nm, ktery byl pouzit pro stanoveni hodnoty pK,. Z toho

svwr

rozpustény v NaOH.
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Obrdzek 9 UV/VIS spektrum v pufru, v HCl a v NaOH pro HK o koncentraci 20 g-dm™ v rozsahu
vinovych délek 200 — 900 nm
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Obrizek 10 UV/VIS spektrum v pufru, v HCI a v NaOH pro HK o koncentraci 20 g-dm™ v rozsahu vinovych
délek 300 — 350 nm
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Pro spektrofotometrické stanoveni disocia¢ni konstanty huminovych kyselin byly vybrany pouze
vyluhy HK v Na,SO, o koncentracich 20 g-dm™ a 40 g-dm™ a to z toho diivodu, abychom tam méli
meéfitelné absorbance. Pti nizkych koncentracich HK jsou absorbance pfilis nizké a pro stanoveni
disocia¢ni konstanty by nemély vyznam.

Na Obr. 11 vidime, z¢ HK o koncentraci 40 g-dm® vykazuji vy3§i absorbanci nez HK
o koncentraci 20 g-dm™ a absorp&niho maxima dosahuji pfi stejné hodnotd vinové délky. Tento fakt
ma vSak vyznam pouze kvalitativni. Na vyslednou hodnotu pK; to nemd vliv, jak mizeme vidéet
v Tab. 6, tak hodnoty pK, pro koncentrace HK 20 g-dm™ a 40 g-dm™ vychazi podobné. Je to z toho
divodu, Ze obsah HK v roztocich je uz tak vysoky, ze se v Na,SO,4 rozpousti frakce huminovych
kyselin, které obsahuji skoro stejné skupiny se stejnou nebo podobnou silou.

1,2 -

— pufr + HK(20)
0,6 - pufr + HK(40)

absorbance

0,4 1

0,2 -

0 T T T T T T =

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

Obrdzek 11 UVIVIS spektrum vyluhii HK o koncentraci 20 g-dm™ a 40 g-dm™ zfedénych pufrem

Tabulka 5 Hodnoty pH vyluhii HK po Fedéni pufrem

pH
HK [20g-dm®| 40 g-dm®
3,96 3,95

Tabulka 6 Disociaéni konstanty stanovené spektrofotometrickou metodou

HK 20 g-dm 40 g-dm primér
pKa = pKa + PKa +
4,67 0,14 4,63 0,12 4,65 0,03
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4.2.3 Kombinace méieni pH a obsahu kyselych funk¢nich skupin v Na,SO,

Vyluhy huminovych kyselin v Na,SO, byly proméfeny na pritokovém analyzatoru EcaFlow.
Jednotlivé kiivky byly ohrani¢eny ¢ervenymi svislymi ¢arami, které nam urcuji velikost piku. Hodnota
pK, stanovena touto metodou je podobna hodnoté stanovené konduktometrickou metodou u vyluhi
HK v Na,SO, a to z toho divodu, Ze se opét metila pouze rozpusténa HK a hodnota pK, byla také
extrapolovana na nekonecné ziedéni.

Tabulka 7 Hodnota pKa stanovend méienim pH a obsahu kyselych funkénich skupin

PKa

+

10,04

0,26

Tabulka 8 Obsah H" iontii ziskanych méienim pH a pomoci p¥istroje EcaFlow

pH EcaFlow
¢ [g:dm™] | cu. [mmol/g] | cu. [mmol/g]

0,01 0,0003 0,1033
0,05 0,017 0,1267
0,1 0,0372 0,1367
0,5 0,182 0,24

1 0,389 0,4567

3 0,912 0,9733

5 1,3804 1,49

8 2,0417 2,26
10 2,4547 2,6333

15 3,3113 3,61
20 4,2658 4,7533
40 6,9183 8,18

Z Tab. 8 je ziejmé, Ze koncentrace H' iontii méfené pristrojem EcaFlow jsou vys§i, neZ koncentrace
H" iontl métené pomoci pH metru. To je diky tomu, Zze pH metr méti pouze disociované H" ionty, ale
piistroj EcaFlow by mél pii vhodn& zvolenych koncentracich méfit vSechny H' ionty, tedy i ty

nedisociované z COOH skupin s dostate¢né nizkou hodnotou pK,.
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Pokud hodnoty pH zméfené pomoci pH metru prepoéteme na koncentraci H' ionti a vztdhneme na
jeden gram huminovych kyselin, ziskame data uvedena v grafu na Obr. 13, ve kterém jsou navic
uvedeny stejné prepocitané hodnoty ziskané pomoci méfeni na ptistroji EcaFlow. Z toho obrazku je
také patrné, ze piistroj EcaFlow naméfil i v tomto piipadé vétsi hodnoty koncentrace H' iontdl, nez
pH metr, coz je 1épe pozorovatelné az pii vyssich koncentracich huminovych kyselin v suspenzi.
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obsah HK v suspenzi [g-dm3]
Obrazek 14 Graf zdavislosti disociaéni konstanty na obsahu HK v suspenzi

Z Obr. 14 je patrné, Zze nejvyssi hodnoty pK, se nachazeji pfi nizSich koncentracich huminovych
kyselin, protoze pfi téchto koncentracich se v suspenzi rozpoustéji i méné rozpustné frakce s vys$imi
hodnotami pK,. Hodnoty pK, prudce klesaji az do koncentrace 3 g-dm?, dal je pak pokles velmi
pozvolny nebo dokonce konstantni. To je zpisobeno tim, Ze od této koncentrace uz jsou ve vyluzich
HK v Na,SO, rozpustény frakce huminovych kyselin o podobném nebo stejném slozeni.

4.3 Srovnani pK, huminovych kyselin stanovenych jednotlivymi metodami

Tabulka 9 Srovnani pK, u jednotlivych metod

konduktometrickd m. | konduktometricka m.
u roztokd v NaOH u vyluhti v Na,SO, UVIVIS pH/EcaFlow
pK, 4,99 +£0,13 9,93+0,25 4,65+ 0,03 10,04 0,26

Jak vyplyva zTab. 9, tak hodnota disocia¢ni konstanty stanovena konduktometrickou metodou
u roztokt v Na,SO, se od disociacni konstanty stanovené kombinaci métfeni pH a obsahu kyselych
funk¢nich skupin v Na,SO, piili$ nelisi. Je to z toho divodu, Ze u obou metod byly pouzity vyluhy
huminovych kyselin v Na,SO,, a proto je vysledné pK, jen pro uréitou rozpusténou frakci huminovych
kyselin. Pfi vypoctu byla u obou metod provedena extrapolace na nekoneéné zfedéni. V této tabulce
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dale vidime, Ze hodnota disocia¢ni konstanty stanovené spektrofotometricky je podobna hodnoté
stanovené konduktometrickou metodou u roztoki v NaOH. Vysledek je vzhledem k tomu, ze v NaOH
jsou rozpustény vsechny funkéni skupiny a v Na,SO, vzdy pouze urcita frakce, ktera se koncentraci od
koncentrace huminovych kyselin 1isi, neoéekavany a je potieba to dale zkoumat. Moznym divodem
muze byt to, ze spektrofotometrickd metoda je zalozen4 na méteni UV/VIS spekter jejichz tvar zavisi
na struktufe téchto organickych molekul. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o slozitou smés raznych
molekul, je odezva vysledkt této metody na zménu pH pii fedéni vyluht kvalitativné odlisna od
chovani jednoduchych kyselin, napt. benzoové nebo salicylové. Dalsi komplikaci je, ze do vypoctu je
pak zahrnuto pH roztoku huminové kyseliny v pufru, pfi¢emz pH samotného pufru je nutno volit
blizko hodnoté¢ ocekavaného pK,. V této praci bylo pH pufru zvoleno na zakladé¢ dosavadnich
zkuSenosti s huminovymi kyselinami, ale je mozné, ze podrobnéjsi studie s pufry o rizném pH nam da
relevantnéjsi vysledky. Tuto hypotézu planuju prozkoumat v navazujici diplomové praci.
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5 ZAVER

Tato bakalarska prace se zabyva vyzkumem huminovych kyselin v oblasti jejich disociacniho chovani.
Prvnim cilem bylo stanovit celkovou a karboxylovou kyselost pomoci potenciometrickych titraci na
automatickém titratoru, které se dale pouzivaly pro vypocet hodnot disociacnich konstant. Ty byly
stanovovany na zakladé¢ méfeni pomoci tfech riznych metod (konduktometricky, spektrofotometricky
a kombinaci méteni pH a kyselych funkénich skupin v Na,SO,4). Hodnoty disociacnich konstant
stanovenych témito metodami byly srovnavany.

Bylo zjisténo, Ze disociacni konstanty ziskané konduktometrickym méfenim a méfenim na pfistroji
EcaFlow u vyluhti huminovych kyselin v Na,SO, se jen nepatrné 1i$i. Podobnost disociacnich konstant
si vysvétluju tim, Ze ve vyluzich byla u kazdé koncentrace méfena vzdy ta stejna rozpusténa frakce.
Neocekavany vysledek byl ziskan spektrofotometrickym méfenim, kdy hodnota disocia¢ni konstanty
je podobna hodnoté ziskané konduktometricky u roztoki v NaOH. Hodnota ziskana
spektrofotometricky by méla byt podobna spise hodnoté, ktera byla stanovena konduktometricky
a pomoci pristroje EcaFlow u vyluhti huminovych kyselin v Na,SO4. Mozné diivody odlisnych hodnot
jsou popsany vyse a je potieba to dale zkoumat.
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7 SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

pH
HA
K

a

c

Y

>ONSDTOT0IQ

hodnota pH

slaba jednosytna kyselina
rovnovazna konstanta

aktivita

molarni koncentrace

aktivitni koeficient

stfedni aktivitni koeficient
disocia¢ni konstanta

stupen disociace

vicesytna kyselina

zdanliva disocia¢ni konstanta
oblast ultrafialového svétla elektromagnetického zareni
viditelna oblast elektromagnetického zareni
vodivost

konduktivita

praiez vodice

délka vodice

odporova kapacita méfici nadobky
odpor

molarni vodivost

mezni molarni vodivost

empiricka konstanta

absorbance
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