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ABSTRAKT

Huminové kyseliny jsou fiirodni latky patici do skupiny huminovych latek. Vznikaji
pievazrg rozkladem rostlinnych zbytk Jsou obsazené wgéch, rasSelindch, sedimentech,
mladych uhli, vod a dokonce i ve vzduchu. Huminové kyseliny jsoudast&né rozpustné
ve vodt a s rostouci hodnotou pH stoupa jejich rozpustnost

Diplomova prace se zatifuje na vyuZziti chronopotenciometrické titrace v lnorém
vyzkumu. Tato metoda se¢qvazié pouziva pro stanoveni stopové koncentrace analio.
prace je zagiena na stanoveni kyselosti pomoci potenciomettitigee a dale na stanoveni
disociani konstanty pomoci chronopotenciometre sfpales néfenim pH pipravenych
vzorki.

ABSTRACT

Humic acids are natural substances belonging tgrtw of humic substances. They arise
mainly decomposition of plant residues. They amstained in soils, peat, sediments, young
coal, water and even in the air. Humic acids atg partially soluble in water with increasing
pH increases their solubility.

Diploma thesis focuses on the use of chronopoterinc titration of humic research.
This method is mainly used for the determinatiortrate concentrations of analytes. This
work is focused on the determination of acidity pgtentiometric titration and the
determination of dissociation constants using chpatentiometry with measurement of pH
of prepared samples.

Kli ¢ova slova
Huminové kyseliny, disocimi konstanta, chronopotenciometrie
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Humic acids, dissociation constant, chronopotengitoyn
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1. UvVOD

Huminové latky jsou firodni latky (smis organické hmoty) obsazené wvadp
a kaustobiolitech (raSekn hneidém uhli a lignitu). Jako udezita slozka pdy vznikaji
biochemickymi pemsnami (tlenim) organickych f{pvazrie rostlinnych) zbytk a jsou
souwdsti girodniho humusu. Struktura huminovych kyselin jgmigozmanita a liSi se podle
puvodu, nalezi&t, ale i doby odéru vzorku, nebt huminové kyseliny se chovaiji jako zZivy
organismus a za vhodnych podminesninsvou strukturu. Tento cykluggameny struktury je
dilezitou sodasti midotvornych proces

Huminové latky jsou sloZité vysokomolekularni poliglické sloweniny s relativni
molekulovou hmotnosti v rozmezékolika stovek aZz desitek tisicHuminové latky se ve
vodk vyskytuji jako jednotlivé molekuly, nebo jsou vedjre spojené slabymi vazebnymi
interakcemi do supramolekularnich struktur a mokewyskytovat i jako micelarni koloidy
s hydrofobnitasti molekuly umishou uvnit a hydrofilni vie¢ molekuly.

Tato prace je za#tiena na stanoveni disoéid konstanty huminovych kyselin s vyuzitim
chronopotenciometrické titrace.@zité bylo zjini disociace H ionti mérenim pH,
zjisténi kyselosti potenciometrickou titraci a naskedstanoveni disoctai konstanty
chronopotenciometrickou titraci. Takto stanovend&odigni konstanta charakterizuje
disocia&ni chovani huminovych kyselin ve vyluhu, tj. poufzekce rozpustné za danych
podminek, na rozdil od hodnot ziskanych klasickymnacnimi metodami, které poskytuji
stredni hodnotu disoatai konstanty celého vzorku.



2. CIL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo zjistit, jestli jpoZné vyuZit chronopotenciometrické
titrace v huminovém vyzkumu pro stanoveni obsahubdeylovych skupin frakci
huminovych latek rozpu&ych ve vodnych roztocich. Bim cilem bylo stanovit hodnoty
pKa pro jednotlivé huminoveé kyseliny.



3. TEORETICKA CAST
3.1 Huminové latky

Jedna se ofpozere se vyskytujici sis organickych slatenin, které hraji elezitou roli
v chemii a biochemii firodnich vod a fidy. Jednou z unikatnich vlastnosti je heterogenita
z hlediska elementarniho sloZzeni, chemické fapkti a distribuce molekularnich velikosti.
Huminové latky Ize odvodit z jakychkoli organickychmateriali, vcetrg rostlinnych
a zZivaiSnych zbytki, mikrofauny, bioodpai pesticidi a dalSich material[1]

Huminové latky jsou slozité vysokomolekularni Igtkyeré vznikaji v procesu humifikace.
Béhem humifikace praflavd pivodni organickd hmotaradu rozkladnych procés ale
piedevSim syntetické procesyji kterych se spéebovava energie. Tvorba jednotlivych
komponeni je zavisla na fdnich podminkach jednotlivych Gzemi. Huminove latkgji
vyznamneé sofni a iontovyn¢nné vlastnosti. Jsou schopnéitorganomineralni komplexy,
které davaji pedpoklad k tvort dobré a stabilni strukturyady.[2]

Huminové latky se podle svych vlastnostiicha humusové kyseliny (rozpustné), huminy
(nerozpustné ve ve)l a humusové uhli. Nejvyznargai skupinou jsou humusové kyseliny
aty se dli na:

* huminové kyseliny (rozpustné v alkaliich, nerozpést kyselinach)
» fulvonové kyseliny (#stavaji rozpugné v kyselém prosedi)
* hymatomelanové kyseliny (rozpustné v alkoholu) [3]

HUMINOVE LATKY

FULVINOVE KYSELINY HUMINOVE KYSELINY HUMINY

ZMENA BARVY »
RUOST MOLEKULOVE HMOTNOSTI »

ROST OBSAHU UHLIKU »
POKLES OBSAHU KYSLiKU >
KLESA VYMENNA KAPACITA »
KLESA ROZPUSTNOST »

=
=
=
=
=
=

Obr. 1 Zne¢na vlastnosti jednotlivych frakci huminovych |§iki]



3.2Huminové kyseliny
3.2.1Vznik a vyskyt huminovych kyselin

Huminové kyseliny vznikaji rozkladnymi a syntetickly pochody z odutelych rostlin
a Zivasichu v padeé, kde tvdi tzv. humus, coz je tmédvzbarvena amorfni organicka slozka
pudy. Humifikuje se asi polovina primarni organickédty, zbytek se mineralizuje. RozliSuje
se mdni a vodni humus, ktery se liSi svym slozenim. nModumus vznika rozkladem
planktonu a vodnich rostlin. Huminové kyseliny seumusu ziskaji extrakci do vody a poté
vysrazenim v kyselém prdeti, kdy vznikaji tak zvané agregaty. Huminové kypse
v zasaditém prosdi tvai pirevazmi pravé roztoky.[5]

Mezi zakladni hypotézy vzniku huminovych latekip#i teorie:

1. Ligninova teorie — popisuje vznik huminovych latek mikrobialnim kédem
oduntelého rostlinného materialu, kdy #Zko rozlozitelnych latek jako je lignin,
kutin nebo melanin vznikaji vysokomolekularni hugnity jsou pak oxidaci postupn
transformovany fes huminové kyseliny na fulvokyseliny a dale natéesensi
molekuly. Pokud degradai mechanismus poktaje, jsou huminové latky postupn
a velmi pomalu rozloZeny az na oxid ity a vodu.

2. Polyfenolova teorie— vychazi z pedpokladu, Ze rostlinné tk&njsou nejprve
degradovany na malé molekuly (karboxylové kyselif@noly atd.) a z nich se pak
syntézou tvéi huminové latky. Nejprve by tedy vznikaly fulvolglgy, az pak
huminové kyseliny a nakonec huminy.[6]

3. Kondenzace cukrs aminy— tato teorie vychazi zi@dpokladu, Zze humus vznika
z cukii. Huminové latky vznikaji kondenzaci aminosienin s redukujicimi cukry,
kdy redukujici cukry a aminy neenzymaticky polyragji na dusikaté polymery. Za
normalnich podminek se jedna o pomalou reakci.t®/ téorii se mikroorganismy
podileji pouze P Stpeni polysacharid a proteii na monosacharidy
a aminokyseliny. Reakce monosachari@ aminokyselin jsou na bézi chemickych
reakci.[7]

Huminové kyseliny jsou vSudyiflomné pirozeré se vyskytujici polymery, které jsou
dulezitymi prekurzory kerogen Zivci, ropy a uhli. Vyskytuji se viaach, sedimentech,
raseliré, uhli, fekach, méich, rostlinach a koralovych skeletech. ZvySujidpi Grodnost,
urychluji fotodegradaci pestidida snizuji toxicitu &kych kowi. SniZuji &innost produkce
oxidu hliniku a produkci karcinogérpii rafinaci vody po&zhbe rud.[8]

3.2.2Vlastnosti a struktura huminovych kyselin

Huminové kyseliny jsou sla&b disociované, vicesytné organické kyseliny. Hodnoty
disocianich konstant se pohybuji obvykle v rozmezi*400°. Hodnoty pH jejich roztok
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jsou g@iblizné 3,5 vzavislosti na koncentraci. roztocich se chovaji jako micelarni koloic
Koloidni ¢astice maji zaporny naboj a jejich izoelektrickyddezi \ kyselé oblasti. ' siln¢
alkalickych roztocich tvid pievazri pravé roztoky. NlZzeme je ziskt i vyluhovanim
zasaditymi roztoky aysrazenim kyselém prosedi.

Struktura huminovych kyselin je velmi rozmanitai$i se podle fwodu, nalezist, ale
i doby odkru vzorku, nebt huminové latky se chovaji jako Zivy organist a za vhodnych
podminek méni svou strukturu. Tento cyklusitgmeény struktury je dlezitou sodasti
pudotvornych proces

Jevi se jakonetavitelné amorfni sl@eniny kyselého charakteru, ktewpii karbonizaci
neposkytuji dehet, algoskytuji velké mnoZzstvi C,. Jsou nehydrolyzovelné, peptizovateln
za normalnich teplot a maji velkou odolnositivrozkladu. V roztocich se chovaji ja
lyofobni koloidy se zn&nou sorgni schopnosti. Vyzrialji se vysokym obsahem vody, kter
nelze mechanicky odstrand]

Za zakladni strukturni jednotku huminovych kyselnizeme povazovat cyklick
sloweniny, nefastji aromatické bocnimi fettzci a hydrofilnimi skupinami vazanymi |
jadie i bainich retzcich. Nasli se i chinoidni strukturyfimne jsou i heteroklické
sloweniny, jako derivatfuranu, pyridinu, indolu, purinu a pirimidinlJde o sloteniny
vzniklé kondenzovanim heterocy anebo spojenim vodikovymitstky[10]

Obr. 2 Modelova struktura huminovych kyse|[7]
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Obr. 3 Navrzena micelarni struktura humiovych kyselin A Wéandruszka, 2000 [11]

3.2.3Funk¢éni skupiny huminovych kyselin

Huminové kyseliny tzného fivodu maji i fizné zastoupeni fughich skupin a binich
rettzai. Z toho nizeme usuzovat, Ze prakticky jdet@ma stadia mikrobialniho odbouravani,
a tim o znanou komplikaci pi uréeni struktury jednotlivych komponeénthuminovych
kyselin. VSeobecnym a charakteristickym znakeéphto latek astava i nadale fftomnost
karboxylové a hydroxylové skupiny, dale fenolick&élkoholické a methylové skupiny.
Karboxylové a hydroxylové skupiny jsouiginou kyselosti, sofgni a vynénné kapacity
huminovych kyselin, které jsoutzné v zavislosti od typu kationtu. V jedné molekule
huminové kyseliny se obvykle nachazeji 3—-4 karbox§l skupiny a 3-7 hydroxylovych
(fenolovych) skupin. V saiasnosti si ndzory a teorie struktury huminovychekipséasto
navzajem odporuji, a tor@devSim z dvodu nejednotnosti ndabma pivod huminovych
kyselin. Komplikace nastavaji i z hlediska studdavBuminovych kyselin na zakladidaji
elementarni analyzy, protoZe je evidentni, Ze homérkyseliny pedstavuji sis slowenin
s tiznou molekulovou strukturou. [10]

12



Elementarni analyza huminovych latek poskytuje rimimce o distribuci hlavnich prik
(C, H, O, N, S). Proto fwodni struktury mizeme dedukovat jen po frak analyze
huminovych kyselin. Huminové latky obsahuji wipru asi 50 az 60 hm. % organického
uhliku, 30 az 40 hm. % kysliku, 3 az 6 hm. % vodiRuaz 5 hm. % dusiku a ¢kterych
piipadech az 2 hm. % siry. Analyza fdnich skupin osktluje vyskyt hlavnich funénich
skupin (COOH, OH a C=0) v huminovych materialectr@uji index jejich reaktivity. Tato
analyza je dlezita na ueni struktury jednotlivych subjednotek a charaktéunkenich
skupin v nich obsaZzenych a taky na&ami jejich vzajemné vazby v makromolekule. Jeden
mol huminové kyseliny mmérné obsahuje 8,6 mmol karboxylovych skupin, 5,5 mmol
karbonylovych skupin, 5,1 mmol hydroxylovych skupn toho je 2,9 mmol fenolickych
a 2,2 mmol alkoholickych skupin) a 0,2 mmol metHoxych skupin.[12]

Obsah karboxylovych skupin v huminovych kyselingerdalezity, protoze to ovliiuje
rozpustnost ve vag ktera je jednim z hlavnich médii v ovzdusi, kliltlaych a ekologickych
procesech. To také oviiuje vodni aktivity a povrchové néip kapének ve vzduchu, coz jsou
dv¢ klicove vlastnosti obkmosti, tvorby kapgiek mihy, fistu a aktivace hygroskopické vody.
Krom¢ toho, karboxylova skupina obda tyto molekuly schopnosti tvib chelaty
s polyvalentnimi  kationty, atak oviiuje biologickou dostupnost a biogeochemicky
kolobeh.[13]

3.3 Metody stanoveni acido-bazickych viastnosti humingich kyselin
3.3.1 Obsah funkénich skupin

Celkova kyselost K urteni celkové kyselosti huminovych kyselin mame 3 |adki
metody:
* Bezvoda titréni metoda- Tato metoda zahrnuje konduktometrické titracpenzi
huminovych nebo fulvinovych kyselin v acetonu stoem hydroxidu draselného
v izopropylalkoholu v dusikaté atmoréeé Ziskané hodnoty jsou srovnatelné
s baryovou metodou. [14]

* Tradicni baryum-hydroxidova metodaje zaloZzena na reakci huminové kyseliny
s hydroxidem barnatym, kdy reakci vznikaji barrsati huminoveé kyseliny a voda.
Nadbyté&ny hydroxid barnaty je pak nasledrtitrovan standardni kyselinou.
Vysledky vSak byly ziskany pouze Witych substituentech fenolu a ve
fenolformaldehydovych pryskigich. Ri této metod byla pozorovana Spatna
analytickd pesnost, kterd bylafjsuzovana karbonaci. Vysledky byly nizsi diky
nevytvaeni srazeniny soli baryaipeakci slab kyselé slogeniny s hydroxidem
barnatym. Velice rozBna je nefima metoda, ktera byla pouzivana na stanoveni
uhli a poté byla fizpisobena na huminové latky. N&jk byly slabé kyseliny
disociovany a vysrazeny. Nezreagované OH skupinly byfiltrovany a poté
titrovany standardni kyselinou az do pH 8,4. [15]

13



* Potenciometricka titrace- Fi této metod se nejprve huminové latky okyseli na
pH 4 a poté se titruji do bodu ekvivalence. Tataaue zmisobuje hydrolyzu,
oxidaini reakci a elektrodovou interferenci v silmlkalickych roztocich. Tato
metoda je pesrEjSi na stanoveni celkoveé kyselosti huminovych 14é}

Karboxylové skupiny- Stanovuji se pomoci kalcium-acetatovou meto#dy, pri reakci
s huminovymi kyselinami vznika kyselina octova. Yta kyselina octova je
potenciometricky titrovana standardizovanym roztokenydroxidu sodného (sklena
kalomelova elektroda). DalSi metodou je jodomeé&idkrace davajici vysSi hodnoty nez
kalcium-acetatova metoda, ale vysledky nejsou dagtovatelné.[15]

VSechny hydroxylové skupiny Acetylace s acetanhydridem v pyridinu se pouZix&
odhad celkovych OH skupini€ébytek anhydridu je hydrolyzovan na kyselinu octg\wkiera
je poté titrovana standardizovanou zasadou.[15]

Fenolické hydroxylové skupiryPro odhad se pouZziva upraveny Ubaldiniho podtigpy
zahrnuje refluxovani huminovych latek s alkoholickyroztokem hydroxidu sodného.
Prebyte&né alkalie jsou oddeny filtraci, zbytek byl promyt a suspendovan ¥8alkoholu
s nasycenym oxidem ubiiym. Suspenzni roztok se filtruje, promyva a kapafaze je
titrovana odnirnym roztokem ke stanoveni uhitanu draselného.[15]

Alkoholické hydroxylové skupiryNa stanovenithto skupin mamedkolik metod. Tyto
skupiny jsou mé# reaktivni nez fenolické. Obsah alkoholickych hydid se vypdaita tak,
Ze se od celkového obsahu hydroxylovych skupirttedebsah fenolickych hydroxylovych
skupin.[15]

Karbonylové skupiny- Postup podle Fritze je zaloZzen na reakci hun@énkyseliny
v metanol-2-propanolu gebytkem hydroxylaminu. Nezreagonany hydroxylaminitf@van
standardizovanym roztokem kyseliny chloristé. Sidamia Skinner rozviji polarografickou
metodu. Huminové latky jsou refluxovany iepytkem 2,4-dinitrophenylhydrazinu
v okyseleném etanolu. Nasleduje polarografickéastanicinidla v pgebytku. Obsah se poté
vypocte z mnozstvi spéebovanéhdinidla. Metoda podle Browna pro odhad C=0 na zaklad
jejich redukce —CBDH s boranem sodnym (NaBH Redukce je provada v alkalickém
prostedi a vodik uvolény z nepouzitého NaBHe odhadnut manometricky.[15]

Methoxylové skupiny Upravena Zeiselova metoda. Methoxy skupina figleda vaicim
jodovodikem a vznika methyljodid. Poté je oxidod@omem na kyselinu jodovou. Toto je
zpracovano sigbytkem jodidu draselného v kyselém roztoku, kdeljsazeny jod, ktery se
urci titraci standardizovanym roztokem thiosiranu stan [15]
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3.3.2 Stanoveni disocignich konstant

Disociani konstanta slouzi ke kvantitativnimuceni sily kyseliny v roztoku. Jedna se
o rovnovaznou konstantu chemickych reakci mezilkyse a zasadou. Rovnice disociace:
HA « A" +H" 3.1
Kde HA je obecné kyselina, ktera disociuje na kgopanou bazi kyseliny Aa vodikovy
ion H'. Chemicka reakcika, Ze rovnovaha nastava, kdyz se koncentracef@drch slozek
neneni vcase. Disocigni konstanta se vygda z rovnovaznych koncentraci slozek podle
rovnice:
_ . 2
_[ATH] _a,. @, ¢, 6, 00
: [HA] a'HA CHA |J/HA IIst

3.2

Kde a je aktivita, ¢ je molarni koncentrace @ je aktivitni koeficient Z dvodu velmi

nizkych hodnot disoctmi konstanty K se pouZiva hodnota pKcoz je zaporny dekadicky
logaritmus disociéni konstanty:

pK, =-log,, K, 3.3

Cim vy33i je hodnota pKtim je nizsi stupedisociace. Silna kyselina se Gpldisociuje
ve vodnych roztocich. Hodnota disasidkonstanty se #mi v zavislosti na tepléi[16]

JelikoZ jsou huminové kyseliny polyelektrolyty, tak jedilkarboxylové i fenolické OH
skupiny maji ©zné¢ kyselé disociéni konstanty. Tyto disoctai konstanty se smi (kolisaji),
z tohoto divodu se pouzivaji gmérné hodnoty disocimich konstant. Na zji&bi jejich pKy
hodnot se pouzivaji tittai metody.[17]

Ve WétSine prirodnich vod se i béZnych hodnotach pH huminové latky vyskytuji jako
negativié nabité, povrchoy aktivni makromolekuly. Jejich zaporny néboj je déitopnnosti
funkénich skupin, zejména karboxylovych a hydroxylovychitdnost &chto skupin
vazanych na huminovém skeletu je i jednourizip kyselosti vod s kyselou koncentraci
huminovych latek. Zejména karboxylové skupiny maji relatigiliné kysely charakter
(disociani konstanty jsowadu 107 —10°), zatimco hydroxylové skupiny jsou jen siab
kyselé (disocieni konstantyadu 10° — 10™).[6]

Zdanliva disociani konstanta byva vygtavana z potenciometrické titrace s upravenou
Henderson-Hasselbachovou rovnici. Tato rovnice se&as#j pouzivA pro analyzu
potenciometrickych titrgnich Kivek slabych polykarboxylovych kyselin:[18]

pK, = pH + Iog[l_—aJ 3.4
a

V ptipact, Ze je stupedisociacer = 05 pak pK, = pH

Existuji i negimé techniky, které se pouZivaji né&bfizné ugeni disociani konstanty.

Tyto techniky vyuZivaji isosbestického bodi ppektralnich metodach, a to tak, Zze se
piipravi roztoky stejné latky, ale v jiném priedi (kyselé, neutrdlni, alkalické), nebo se
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pripravi vice roztok o jiném pH. Isosbesticky bod je bod protnuti vSabkorgnich spekter.
Zavislost absorbance kterékoliv formy kyseliny (di®vané i nedisociované) na pH ma tvar
sigmoidalni kivky symetrické podle bodu inflexe. V bééhflexe plati: pK, = pH [19][20]

3.4 Pouzité metody stanoveni
3.4.1UV/IVIS spektroskopie

Podstatou ultrafialové (UV) a viditelné (Vis) speddkopie je absorpce ultrafialového
a viditelného z#eni (200 az 800 nm)iednymi roztoky molekul. B absorpci dochazi
k excitaci valetinich elektroi, které jsou satasti molekulovych orbital Proto molekulova
absorgni spektra v UV/VIS oblasti jsou svou podstatolketenova spektra.

M¢éieni absorbance se héjmyuziva k uéeni koncentrace sléanin s chromofory. Pracuje
se obvykle metodou kalibtai kiivky. UV/Vis spektrometrie je vyuZivana vigocnych
celach detektdr riznych sepagaich metod. Mteni je provadno bul’ pri vhodné vinové
délce, nebo jsou snimana cela spektra v kratkgisbvych intervalech.[21]

UV/Vis spektroskopie se nigsegji vyuziva pro charakterizaci kvality humusovycheld
Huminové kyseliny maji vysokou schopnostteiné absorbance v UV/Vis oblasti, proto
muzeme pouzit elektronova absémp spektra pro charakteristikéichto makromolekularnich
latek a piblizné urcit chemickou strukturu a typy vazeb v molekule. Bp#Eni cary
predstavuji zavislost absorbance huminovych kysedirvinové délce a jejich tvar zavisi na
chemickém sloZeni huminové kyseliny (tj. intedizzbarveni niteného roztoku)Cim vice
klesa absorbance roztoku huminoveé kyseliny, tirm&g§i tvar Kivka ma a tim vySSi hodnoty
ma barevny index (£).[7] Hodnota barevného indexusQje dana porrem absorbance
huminové kyseliny i vinové délce 465 nm a 665 nm. Hodnotge Ppredstavuje porr
absorbance huminové kyselink plnové délce 400 nm a 600 nm.

Zralost huminovych latek byla stanovena na zakkadieni absorbance v UV-VIS oblasti
spektra — z rozdilu logaritmickych hodnot absorleagc 400 nm a p 600 nm. Podle hodnot
koeficientuAlog K mazeme rozdlit na typy: ,A", ,B* a ,Rp“podle zralosti:

 Typ A predstavuje huminové kyseliny s vysokym stémnhumifikace (hodnoty
Alog K do 0,60). Huminové kyseliny v této skupifsou vysoce stabilni, maji
vysokou molekulovou hmotnost a vysoky stiugendenzace aromatickych skupin.

 Typ B je skupina huminovych kyselin s hodnotdlog K od 0,60 do 0,80. Tyto
huminové kyseliny maji nizsi molekulovou hmotnosiizsi stup# humifikace.

* Typ Rp gedstavuje huminové kyseliny s hodnotdleg K od 0,80 do 1,10. Tato
skupina obsahuje huminové kyseliny sde&hizSi molekulovou hmotnosti
a s nizSim stugim humifikace a vysokym obsahem alifatickych skUgia.

3.4.2 Chronopotenciometricka titrace

Pro (tely stanoveni obsahu H+ idntze vyuZzit modifikované chronopotenciometrickée
metody, pi nichZz se v podstatméii ¢asova zavislost potencidluémé elektrody. Tato
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elektrochemick& metoda je zaloZena na stanovemiérg stopovych koncentraci latek, které
se vylwuji na pracovni elektr@da zgtné jsou rozpustitelné konstantnim proudem. Ze&myn
potencialu pracovni elektrody seudoba trvani rozpu&hi vyloutené latky (chronopotencio-
metricky prechodovytas), ktera je ugrna koncentraci analytu v analyzovaném vzorku.

SCP - galvanostatickd rozpotdt (stripping) chronopotenciometrie je dvojfazova
analyticka metoda, kde v prvni fazi se na povrchacgvni elektrody z tekouciho roztoku
vzorku vylowi pri konstantnim potencialu, nebdikonstantnim proudu analyt, ktery se
v druhé fazi konstantnim proudem rozpusti¢gmz se registruje z¥na potencialu pracovni
elektrody v piibéhu rozpou&ni, E=f(t). ZnmEna potencialu odcasu ma tvar oxidane-
redulkéni titraéni kiivky, ¢imz ve skuténosti je. Z této zavislosti je mozné zjistit hodmdzv.
pirechodovéha@asu. Namsiené hodnoty potencialu se ukladaji do parpocitace systémem
~,memory mapping*, tj. n&tané a digitalizované hodnoty potencialu se pakiada adresy
panetovych jednotek, kterych nominalni hodnota se inleetuje, dt/dE=f(t). VIny
v pivodnim zdznamu odpovidajici rozpimt ucité latky se mini na piky, kterych plocha
udava pechodovytas.[23][24]

3.5Metody pouZzivané pro stanoveni pK
3.5.1 Potenciometrické titrace

V ¢lanku [25] se autid zabyvali stanovenim celkové kyselosti a karboxgldkyselosti,
kterou stanovovali népmou titraci. Fenolickou kyselost stanovili jakozddl celkove
a karboxylové kyselosti. Autbstanovovali kyselost utglini huminové kyseliny a u Aldrich
huminové kyseliny s vyslednou koncentraci susp&temg/dmi. Kyselost byla stanovena
i u esterifikovanych a acetylovanych huminovych étiys pomoci pimé potenciometrické
metody.

Tabulkal  Obsah karboxylovych a fenolickych skupin (mmolkj)[2

Huminova _ Nepiima Prima titrace Prima titrace
_ Skupina . o
kyselina titrace /esterifikace /acetylace
_ Karboxylova 3,94 3,82 2,05
Aldrich —
Fenolicka 2,54 2,50 4,27
; Karboxylova 2,80 2,87 1,42
Padni o
Fenolicka 1,88 1,76 3,21

V ¢lanku [26] se autd zabyvali stanovenim pKpiimou potenciometrickou titraci, kdy
pouzivali Gizné postupy vyhodnoceni a vysledky porovnavaligimeou potenciometrickou
titraci. Jako postupy pro vyhodnoceni pouzivaly BESalgoritmus a modifikovany
Henderson-Hasselbalith model (MHHM). Autdi zjistili, Ze pri pouziti BEST7 algoritmu je
zjistena karboxylova kyselost mensi nez fenolicka a u MHjd tomu naopak. Déale auto
zkoumali vliv rychlosti titrace na stanovenou kys#) kdy u pomalé titrace byly hodnoty
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kyselosti vySSi neziprychlé titraci. Ri negimé titraci byla celkova kyselost vysSi nez
u piimeé, a zarouvefenolicka kyselost byla vysSi nez karboxylova.

V ¢lanku [27]se autéi zabyvali stanovenim pKu IHSS vzork (standardy International
Humic Substances Society) potenciometrickou tifragdy pimérné hodnoty byly stanoveny
na 4,0 az 4,4. NefSi mnoZstvi kyselych skupin bylo nalezeno ve frakmejnizsi
molekulovou hmotnosti. Pomoci UV-Vis spektroskofigl stanoven barevny kvocient
E400dEsoo (pomeér absorbanci ip danych vinovych délkach), kdy nejvyssi pambyl u frakce

e

V ¢lanku [28] se autéi zabyvali stanovenim hodnot pki huminovych kyselin od firmy
Fluka. Autdi provadli potenciometrické titrace huminové kyseliny (@G mol/dnTt)
v piftomnosti # raznych koncentraci dusianu draselného (koncentrace Qf; 1010°
a 10a10° mol/dnt). PouZili stejny objem kyseliny a disanu. Hodnoty pKstanovili na 3,0
az 9,0.

V ¢lanku [29] se autéi zabyvali zkoumanim huminovych a fulvinovych kygel
v zavislosti na pouzitych iontovych médiich. Afitovypocitavali disoci&ni konstantu
nékolika modely (Hoegfeldt, Linearni, Diproticky a hidgerson-Hassellbalél model).
Jednotlivé disocini konstanty se pro jednotlivé modely liSily (log4Q az 6,4). Pro
jednotliva prostedi s pouzitim stejného modelu na v§giodisoci&ni konstanty se vyptené
hodnoty disociéni konstanty shodovaly. AutiodoSli k zawru, Ze u vyslednych hodnot
disocia&nich konstant nezalezi na pouzitém iontovém mediu.

V ¢lanku [30] se autd zabyvali srovnanim vysledk potenciometrické titrace
s konduktometrickou titraci, inféarvenou spektroskopii a metodou octanu vapenatétwo.
stanoveni karboxylovych skupin byla provedena potenetricka titrace, jejiz vysledky byly
zpracovany pomoci nelinearni a linearni numerickétoaly. Bylo zjiS¢éno, Ze k tomuto
stanoveni neni vhodné pouzivat konduktometrickdradii infratervenou spektroskopii
a metodu octanu vapenatého. Porovnanim vyslguk huminové kyseliny Vermicompost
a Aldrich dosli auté k zawru, Ze vysledky pro vzorek Aldrich jsou silaavislé na iontové
sile, kdy u ni dochazi ke konforgmdam zngnam.

V ¢lanku [31] autai zkoumali vliv iontové sily na vysledky stanovedisocia&ni
konstanty. Dosli k zaru, Ze @i poklesu iontové sily, dochazi k systematickémysewni
disociani konstanty. Vysledky ziskané z potenciometrickyitraci prokéazaly fitomnost
priblizné 3,5 mmol/g ionizovatelnych mist v Aldrich huminokgselirg patitano na molarni
hmotnost 286 relativni M. Stanovené hodnoty disandizh konstant pro karboxylové skupiny
byly pKa 4 aZ 6 a pro fenolické skupiny byly pR az 10. Vysledky odpovidaly hypotetickym
hodnotam uvedenych v literau

V ¢lanku [32] autai porovnavali huminové kyseliny z uhli nachazejicise v iznych
oblastechCeské republiky aifpravenych #iznymi postupy oxidace. Do porovnani zahrnuli
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i hnédé uhli a oxyhumolit. Na zakladrysledki potenciometricke titrace vypiali disociani
konstanty jednotlivych vzork Disoci&ni konstanty se pohybovaly od k3,35 az po 4,61,
kdy nejvice kysely byl vzorekijpraveny z hadého uhli a nejménkysely byl vzorek
z neoxidovanéhoerného uhli.

V ¢lanku [33]autai analyzovali mozZnosti stanoveni karboxylovych adi&kych skupin
raznymi metodami. Zjistili, Ze vysledky zavisi na @aé metod stanoveni. Prokazali, Zze
potenciometricka titrace roztoku humatu sodnéhgselknou chlorovodikovou je vhodsi
na analyzu acidobazickych vlastnosti huminovychekgs Koncentrace karboxylovych
skupin ugenych octanovou metodou byly podstatmzsi nez koncentrace a@né barytovou
metodou.

3.5.2 Ostatni metody
3.5.2.1 Konduktometricka titrace

V ¢lanku [34]se autéi zabyvali konduktometrickou titraci huminovych kjis a vysledky
porovnavali s modelovymi sléaninami. Autdi dosli k zawru, Ze mohou odvodit chemické
entity, které se nachéazeji v huminovych kyselind€hracni kiivky délily na tri ¢asti.
Predpokladali, Ze velmi slab&asti jsou fenolické hydroxylové skupiny a jetést
karboxylovych skupin (pH =10,0 az 9,4), slat#sti jsou karboxylové skupiny naznych
druzich alifatickych a aromatickych monomernichnjgtitdch (pH = 9,4 az 5,0), silrsti
jsou karboxylové skupiny s nizkou hodnotou pK (pH,8 az 3,8). Hodnoty pK neustéle
rostou s neutralizaci, protoze karboxylové skugsmy zahrnuty jak ve slalsti, tak v silné.

3.5.2.2 Spektrofotometrie

V ¢lanku [35] se autéi zamefuji na metodu UV/Vis spektrofotometrie, kdy vy@dvaji
hodnoty pK pomoci druhé derivace absoiph spekter. Pro studii pozili methyloranz (MO)
a bromthymolovou (BTB) maddJednotliva barviva bylafpravena s dvanacti hodnotami pH,
pro MO bylo pH v rozmezi 2,21 az 5,96 a pro BTBozmezi pH 4,32 az 8,56. Vygitané
hodnoty pKa byly pro MO 3,46 a pro BTB 7,14, cozsté®dovalo s hodnotami uvedenymi
v literature. Dokazalo se, Ze tato metodaizm byt pouZzita pro stanoveni pKa slabych
organickych kyselin a zasad. Vyhoda této metodyispov tom, Ze se pouZzivaji pouzeé¢dv
kalibratni kiivky.

3.5.2.3 Diferencialni skenovaci potenciometrie (DSP)

V ¢lanku [36]autai porovnavali disociéni konstantu huminovych kyselin &znych @id.
Kyseliny byly gipraveny stejnym zjsobem a za stejnych podminek. Disdoiakonstanta
vSech ¢tyt huminovych kyselin byla pk= 3,5, kdy tato hodnota dhe byt gifazena
nalezenym karboxylovym skupinam (COOH), které nwin¢ kyselé chovani. Hodnota
pKa = 10,5 mohou bytififazeny fenolickym skupinam. Vyvoj zj&tého povrchového naboje
rostl nasledov&t huminovéd kyselina Desmonte < Pastizal < Algarrgl®rama. Hodnoty
pozitivnich oblasti byly pro huminovou kyselinu Algobo a Desmonte nulové, zatimco pro
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Pastizal a Grama byly 0,18 a 0,15. DSP podle autabizi snadny fisstup k odhadu jak
vyvoje naboje, tak zdanlivé diso¢id konstanty.

3.5.2.4 Coulometrie

V ¢lanku [37] autai ke stanoveni disoatai konstanty pouzivali coulometrii fip
konstantnim proudu. Jedna se o metodu zaloZenquotesciometrické titraci, kdy kro
huminové kyseliny vzorek obsahuje i chloristan sodRro ngreni byly pouzity d¥
huminové kyseliny a to zioy Monte Finestra, kdy disogiai konstanty byly stanovené na
4,04; 7,41 a 9,46. Jako dalSi byla pouzita humiroxslina od firmy Fluka, kdy disociai
konstanty byly stanovené na 3,9; 7,3 a 9,5¢emst\w pripraveny vzorek a 3,9; 7,6 a 9,4 pro
vzorek stary 20 dni. Z toho vyplyva, Ze na stanowbsoci&ni konstanty nezalezi na #ta
vzorku.

3.5.2.5 Chronopotenciometrie

V ¢lanku [38] se autio zabyvali aplikaci této metody. Touto metodou amevuji odpadni
vody z papirny, odpadni vody ze zinkovych pé@ini vody a koloidni roztok hydroxidu
Zeleza. Zkoumali vliv vzniku bublinek na platinoeéektrod na namdienou koncentraci
roztoku, kdy zjistili odchylky hodnotip vzniku tchto bublinek. Autéi se dale zabyvali
stanovenim ionizai konstanty kyseliny fluorovodikové. Vysledkem #&@ylodnota 6,670%,
ktera se malo lisila od hodnoty uvedené v liteimi,2410*.
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4. EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Pouzité pristroje

CHNSO Mikroanalyzator Flash 1112 od firmy Carlo &rb

FT-IR Spetrometr Nicolet Impact 400

automaticky titrator Titroline Alpha plus Schott

kombinovany altimetr Mettler Toleto SevenMulti s phkektrodou a vodivostni sondou
pH metr METTLER TOLEDO, Seven Easy

UV/VIS spektrofotometr HITACHI U-3900H

pratokovy analyzator EcaFlow model 150 GLP

4.2 Pouzité chemikalie

Bromid draselny (Sigma-Aldrich)

Dihydréat octanu vapenatého (Riedel-de Haen)
Hydroxid sodny 1N (Carlo Erba)

Kyselina chlorovodikova 1 N (PENTA)

Siran sodny dekahydrat (Lach:Ner s.r.0.)
Huminové kyseliny

4.31zolace huminovych kyselin

VSechny vzorky huminovych kyselin, krémHSS, byly izolovany z lignitu &eného
v Mikul¢icich u Hodonina, coZ byl donedavna posledni layyitdil v Ceské republice. Dnes
se tam uz néki. Pro tuto praci byla pouzivana huminova kysehita, HK,, HK3, HK,4, HKs
a HKs.

4.3.1 Huminova kyselina HK;

60 g lignitu bylo zalito 2 drh extrakéniho roztoku o sloZeni 0,1 M NaOH + 0,084 M
Na,P,O;- 10 HO. Extrakce probihalates noc v inertni dusikové atmasféza stalého
protrepavani. Nasledujici den byl roztok zfiltrovarep hustou tkaninu atuhy zbytek po
filtraci byl znovu extrahovan, tentokrat pouze 6ibnPoté byla ogt provedena filtrace. Oba
filtraty byly spojeny a opatinokyseleny 20% HCI do pH = 1. Roztok byl ponechdednici
pies noc odstat. Druhého dne byla odsata kapalinausadeninou, zbytek byl 10 minut
odsted’ovan v centrifuze ip 4000 otékach za minutu atermostatu nastaveném na 10°C.
Usazenina bylafikrat promyta kyselinou chlorovodikovou o koncenir@,1 — 0,2 M a pH<
1 a jednou destilovanou vodou. Nakonec byly ziskaméinové kyseliny vysuSenyib0°C.
Takto ziskany vzorek byl nasletiprecisten nasledujicim postupem. 1 g huminové kyseliny
byl zalit 250 ml roztoku kyseliny chlorovodikovéflaorovodikové v poréru: 10 ml konc.
HCI + 20 ml konc. HF + 1970 ml #@. Tento roztok byl ponechan 24 hodiepat a nasledn
byl odstedn. Po dekantaci byla usazenina znovu zalita romok&Cl + HF a 24 hodin
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protrepavana. Roztok byl znovu slit a usazenina promgwérdou, dokud nebyla zkousSka
AgNO;s na CI negativni. Poté byly ziskané huminové kyselinyuggny pi 50°C.[39]

4.3.2 Huminoveé kyseliny HK;

Huminové kyseliny byly fipraveny alkalickou extrakci jihomoravského ligniflen byl
extrahovan swsi 0,5M NaOH a 0,1 M N&0O; v pontru 20 g lignitu na litr roztoku.
Vznikla suspenze byla ponechan& g noc v lednici. Nasledujici den byl slit rozto&dn
pevnou fazi do naddoby a okyselen 20% HCI naljjH Pevna faze byla épextrahovana
1 dn? extrakniho roztoku. Po hodénmichani bylo provedeno sliti a okyseleni roztok@s2
HCI na pHO1. Takto okyselené roztoky byly ponecharrggpnoc v lednici. Nasledrbyly
vysrazené huminové kyseliny od roztoku &édy odstedinim a promyvany destilovanou
vodou do vymyti chloridovych iofit Huminové kyseliny byly vysuSeny v susampii 50 °C.
[40][41]

4.3.3Huminoveé kyseliny HK3

120 g jihomoravského lignitu bylo smichano s 2yligxtrakiniho roztoku (0,5 M NaOH
s 0,1 M NaP,O;). Snes byla ponechanadpat ges noc a poté byl pevny podil atieh
filtraci pres hustou tkaninu na situ. Tuhy zbytek byl znovinadg®ovan po dobu jedné hodiny
na pHO1 a ponechanyips noc v ledriice. Po odsati roztoku nad sraZzeninou byla tatownov
rozpuséna v 900 ml 1 M NaOH. Po 60 minutach byly humindyseliny znovu vysrazeny
pomoci 20% HCI (pHI1) a ponechanyips noc v ledrice. Po odsati roztoku nad sraZzeninou
byly huminové kyseliny odsediny, opakovas promyty vodou a vysusSeny v SuSarpii
50 °C. Suché huminové kyseliny byly zality 2 litsyesi HCl a HF (10 ml koncentrované
HCI, 20 ml koncentrované HF, zbytek voda). &niyla pravideld promichavana po dobu
48 hodin s tim, Ze po 12 hodinach byl roztok HCHE vyménén za cerstvy. Huminové
kyseliny byly potom o@t odstedny, opakovad promyty vodou a vysuSeny v SuSarnpi
50 °C.

4.3.4Huminove kyseliny HK,4

50 g lignitu bylo zalito 1 drh extrakéniho roztoku (0,5M NaOH a 0,1 M B&O,).
Extrakce probihalaips noc za stadlého prepavani suspenze. Nasledujici den byl roztok
zfiltrovan pres hustou tkaninu atuhy zbytek po filtraci byl wmoextrahovan stejnym
¢inidlem (60 minut). Poté byla épprovedena filtrace. Oba filtraty byly spojeny lyseleny
20% HCI do pHI1. Okyseleny filtrat byl ponechan v lednidieg noc. Druhého dne byla
odsata kapalina nad usazeninou. Srazenina byldw#w roztoku oddlena odsted’ovanim
a zalita 2 litry smisi HCI a HF (10 ml koncentrované HCI, 20 ml konecewané HF, zbytek
voda). Tato s#s byla ponechana 24 hodifepat a nasle@nodstedna. Po dekantaci byla
usazenina znovu zalita roztokem HCI s HF a 24 hgdo¥epavana. Roztok byl znovu slit
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a usazenina promyvana vodou s naslednym iedisim. Poté byly ziskané huminové
kyseliny vysuSenyip 50 °C. [42]

4.3.5Huminoveé kyseliny HKs

50 g lignitu bylo zalito 1 drh extrakniho roztoku (0,5M NaOH a0,1 M B&O;).
Extrakce probihalaips noc za stadleho ptepavani suspenze. Nasledujici den byl roztok
zfiltrovan pres hustou tkaninu atuhy zbytek po filtraci byl wmoextrahovan stejnym
¢inidlem, tentokrat pouze 60 minut. Poté bylagtoprovedena filtrace. Oba filtraty byly
spojeny a okyseleny 20% HCI do fpHL. Okyseleny filtrat byl ponechan v lednidiep noc.
Druhého dne byla odséata kapalina nad usazeninaiersina byla od zbytku roztoku adeha
odstedovanim azalita 2litry sisi HCI sHF (10 ml koncentrované HCI, 20 ml
koncentrované HF, zbytek voda). &rbyla ponechana na miclea ges noc. Nasledujici
den byla odsedéna a vysrazené huminové kyseliny byly promyty desinou vodou. Po
opétovném odgsedni byly huminové kyseliny dialyzovany v membrand8500 Da) proti
destilované vo# po dobu jednoho tydne (voda byla&mina kazdy den z#&erstvou). SuSeni
bylo provedeno v lyofilizatoru (—15 °C). [42]

4.3.6 Huminoveé kyseliny HKg

Pouzity vzorek je izolovan z leonarditu, je tirpdné oxidovany lignit (tzv. oxyhumolit)
t¢Zeny v Gascoyne Mine, Bowman County, North Daktt&.A. Je to standard oztemy
jako 1S104H.

Huminové kyseliny byly izolovanycleny organizace IHSS (International Humic
Substances Society) jejich postupem. Postup izgéapentrné komplikovany a je uveden na
internetové strance IHSS. [43]

4.4 Pracovni postup

Nejprve byl gipraven roztok R-022, coz je 1,5% roztok siranungbo rozpusnheho
v destilované vo#l Tento roztok byl pouzit jako extr&ki ¢inidlo pro huminové kyseliny.
Déle byl pouzit jako nosny elektrolyt a standarchdtok pro néeni koncentrace naiptroji
EcaFlow.

4.4.1 Priprava vyluha huminovych kyselin

Suspenze huminovych kyselin bylyigravovany tak, Zze se navazilociié, predem dané
mnozstvi huminovych kyselin, které byly extrahovanganém mnoZstvi roztoku R-022.
Kazdé navazené mnozstvi huminovych kyselin byloagxtvano v roztoku po dobu jednoho
tydne. Suspenze byla potéefiltrovana ges mikrofiltr 0,45um pomoci injekni stikacky.
Po gefiltrovani bylo u kazdého roztoku zreno pH a poté byla zftena UV/VIS spektra
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v rozsahu 200 — 900 nm. Natteni byly pouzity izné huminové kyseliny. Zadané navazky,
piesné navazky a mnozstvi roztoku R-022 jsou uvederasledujicich tabulkach.

Tabulka 2 NavaZzky a fesna koncentrace HK

Czaq (9/dM’) Miia (9) Vv (ml) c (g/dn)
0,01 0,0014 100 0,014
0,05 0,0054 100 0,054
0,10 0,0100 100 0,100
0,50 0,0504 100 0,504
1,00 0,1050 100 1,050
3,00 0,1503 50 3,006
5,00 0,5017 100 5,017
8,00 0,3996 50 7,992

10,00 1,0012 100 10,012

15,00 0,7494 50 14,988

20,00 0,2013 10 20,130

Tabulka 3 NavaZzky a fesné koncentrace HK

Czaq (g/dm?’) Mia (9) V (ml) ¢ (g/dnr)
0,01 0,0013 100 0,013
0,05 0,0049 100 0,049
0,10 0,0098 100 0,098
0,50 0,0512 100 0,512
1,00 0,1000 100 1,000
3,00 0,3002 100 3,002
5,00 0,4999 100 4,999
8,00 0,3994 50 7,988

10,00 0,5016 50 10,032
15,00 0,7507 50 15,014
20,00 1,0000 50 20,000
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Tabulka4  Navazky a pesné koncentrace HK

Crad (g/dm’) Mya (9) V (ml) ¢ (g/dn)
0,01 0,0013 100 0,013
0,05 0,0048 100 0,049
0,10 0,0104 100 0,098
0,50 0,0506 100 0,512
1,00 0,1000 100 1,000
3,00 0,3010 100 3,002
5,00 0,5000 100 4,999
8,00 0,8004 100 8,004

10,00 0,9996 100 9,996

15,00 1,5010 100 15,010

20,00 2,0003 100 20,003
Tabulka5  Navazky a pesné koncentrace HK

Czad (g/dm?’) Mua (9) V (ml) ¢ (g/dn)
0,01 0,0013 100 0,013
0,05 0,0053 100 0,053

0,10 0,0106 100 0,106
0,50 0,0499 100 0,499
1,00 0,1000 100 1,000
3,00 0,3006 100 3,006
5,00 0,4999 100 4,999
8,00 0,8004 100 8,004

10,00 1,0005 100 10,005

15,00 1,5003 100 15,003

20,00 2,0004 100 20,004

Tabulka 6  Navazky a pesné koncentrace HK

Crad (g/dm?) Mua (9) V (ml) ¢ (g/dn)
0,01 0,0012 100 0,012
0,05 0,0052 100 0,052
0,10 0,0105 100 0,105
0,50 0,0500 100 0,500
1,00 0,1000 100 1,000
3,00 0,3001 100 3,001
5,00 0,5000 100 5,000
8,00 0,8001 100 8,001

10,00 1,0000 100 10,000
15,00 1,5006 100 15,006
20,00 2,0008 100 20,008
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Tabulka 7 NavaZzky a fesné koncentrace HK

Czaa (g/dY) Mia (9) V (ml) c (g/dn)
0,01 0,0010 100 0,010
0,05 0,0050 100 0,050
0,10 0,0100 100 0,100
0,50 0,0500 100 0,500
1,00 0,0200 20 1,000
3,00 0,0601 20 3,005
5,00 0,1000 20 5,000
8,00 0,1600 20 8,000

10,00 0,2000 20 10,000
15,00 0,3000 20 15,000
20,00 0,4000 20 20,000

4.4.2 Stanoveni obsahu kyselych funénich skupin

Celkova kyselodtyla ugena jako pimér vysledki dvou iznych metod:

1. Bylo navazeno 100 mg HK. Navazka byla rozpndtve 100 ml 0,01 M hydroxidu
sodného a roztok byl michan minim&ld hodinu. Roztok se titroval 0,05 M
kyselinou chlorovodikovou automatickym titratoremkomstantnim fidavkem
0,05 ml vintervalu 30s. Kazdych 5 s se automgtizkznamenévaly naitené
hodnoty pH a vodivosti (celkovyfiglany objentinil 30 ml)

2. Bylo navazeno 100 mg HK, kter4 se suspendovala @bl destilované vody
amichala se minim&n 24 hodin. Suspenze se titrovala 0,05 M hydroxidem
sodnym automatickym titratorem s konstantniiidgvkem 0,05 ml v intervalu
5 minut. Kazdych 30 s se automaticky zaznamenavelgeiené hodnoty pH
a vodivosti (celkovy pdany objentinil 30 ml)

Karboxylovéa kyselodiyla ugena metodou octanu vapenatého:

» Bylo navazeno 100 mg HK, bylarigdno 10 ml 0,5 M octanu vapenatého a 40 ml
destilované vody. Suspenze bylyefltrovany ges filtratni papir a promyty
destilovanou vodou. Roztok byl michan minin&al4 hodin. Uvolgn& kyselina
octovd se stanovila titraci 0,1 M hydroxidem sodngotomatickym titratorem
s konstantnim ijidavkem 0,05 ml v intervalu 30 s. Kazdych 5 s séoraaticky
zaznamenavaly natfené hodnoty pH a vodivosti (celkovyigany objemcinil
10 ml)

o Zarover byl pripraven slepy vzorek smichanim 10 ml 0,5 M octaapenatého
a 40 ml destilované vody. Roztok byl michan minimid24 hodin. Roztok byl
titrovan stejnym zfisobem jako roztok s HK.
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4.4.3Méreni pomoci chronopotenciometrické titrace

Byl zapnut pétokovy analyzator EcaFlow a gitec. Poté byl spush program EcaFlow,
kde tla&itkem regenerace byla elektroda regenerovana. Wejbyly prongreny standardni
roztoky pro vytvéeni kalibr&ni piimky. Jako standardni roztok byla pouzita kyselina
chlorovodikova, jejiz koncentrace byly 5, 10 a 2d.nPo zneieni kalibrace byly progiteny
vyluhy huminovych kyselin. Jako nosny elektrolyl ppuZit roztok R—022, do kterého byly
huminové kyseliny extrahovany.
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5. VYSLEDKY A DISKUZE
5.1 Charakterizace huminovych kyselin
5.1.1 Elementéarni stanoveni huminovych kyselin

Huminové kyseliny byly poslany na USMH AYR v Praze, kde elementarni sloZeni bylo
stanoveno pomoci fréki analyzy na fistroji CHNSO Mikroanalyzéator Flash 1112 od firmy
Carlo Erba.

Tabulka 8  Elementéarni sloZzeni huminovych kyselin

at. %

Vzorek HK C H (@) N S
HK; 42,8 41,3 14,7 0,9 0,3
HK, 41,1 45,1 12,9 0,8 0,1
HK; 39,1 39,0 20,5 0,3 0,3
HK4 43,9 40,2 15,0 0,7 0,2
HKs 47,7 33,9 16,7 1,0 0,7
HKs 48,1 33,2 17,7 0,8 0,2

5.1.2Infra ¢ervena spektroskopie
1700 -

——HK1 —HK2 —HK3 HK4 HKS ——HK6

1500 -

o -W
1100 -

500 -

300 L] L] L] L] L] L] 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cml

Obr. 4 Infracervenéa spektra huminovych kyselin
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Na Obr. 4 se nachazeji typické Siroké ab&orpasy pi vinové délce 3 600 — 3 000 &n
které gislusi valetnim vibracim -OH skupin vazanych vodikovymi vazbami na molekuly
huminovych kyselin. Tento difuzni pas je natolikagny, Ze pekryva rekteré diagnosticky
vyznamné prvky spektra. Diky vzniklym vodikovym astkim maji makromolekuly
huminovych kyselin slozitou polymerni strukturu.oPvolné -OH skupiny, které nejsou
spojeny vodikovou vazbou, sdiguzuje ostry pik B 3 629 cmi. Jestlize se ve spektru
vyskytuje pik pi vinové délce fiblizne 3 702 crit, tak je pisuzovan volnym -Nbl
skupinam.

Absorpni pasy v oblastiid 3 000 — 2 800 cih piipadaji symetrickym a antisymetrickym
valertnim vibracim -CH a -CH- skupin. Tyto jednotlivé pasy vSak nelzéeg® urit,
protoZze dochézi Kasténému pekryti Sirokym pasem -OHvibraci a jednak isledkem
polymorfniho zastoupeni uvedenych skupiriznych molekularnich formach.

Soubor pas mezi 1800 —1600cmje pifazovan valetnim vibracim karbonylové
skupiny (1720 ci), karboxylu a deform#mim vibracim -NH" skupin ve strukturach
aminokyselin. Jejich valéni vibrace v oblasti 3 130 — 3 030 ¢ijsou ogt piekryty Sirokym
pasem hydroxylu. SpZené valetni vibrace C-O s rovinnymi deforraimi vibracemi O-H
karboxylu jsou ukryty ve sloZité oblasti 1 450 330 cmi*. Zde se projevuji téZ kruhové
a polokruhové mody aromatickych struktur a deStvékeibrace koncovych -CHskupin.
Okolo 1 200 crit se projevuje deforngai vibrace fenolickych -OHskupin. Vyrazny pasip
1 030 cmtindikuje pfitomnost C-O-C vazeb v anhydridech a esterech.

5.1.3 Stanoveni obsahu kyselych funénich skupin

Celkova kyseloste utila praimérem disocignich konstant ze dvoudfeni:

1. Urcila se zrozdilu speéeby titra&niho cinidla pro titraci gebytku hydroxidu
sodného (1. zlom na vodivostniikce, 1. inflexni bod natkvce pH) a celkové
spoteby i vytitrovani kyselych skupin (2. zlom na vodivos#tivce, 2. inflexni
bod na kivce pH)

2. Urcila se ze spoeby titraniho ¢inidla, odpovidajiciho hodn®inflexniho bodu na
kiivce pH, nebo zlomu na vodivostrivce.

Karboxylova kyselost:

» Urcila se zrozdilu uvokného mnoZstvi kyseliny octové ve vzorku huminové
kyseliny a ve slepém vzorku (mnoZstvi kyseliny wobvzorcich se ¢l ze
spoteby odpovidajici inflexnimu bodu n#éikce pH, nebo ze sp@by odpovidajici
hodnot pH =98)
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Tabulka9  Vypaitané hodnoty kyselosti huminovych kyselin

Kyselost
(mmol/g) HK HK, HK3 HK,4 HKs HK
Celkovéa 7,01 4,12 4,88 4,58 6,34 6,63
Karboxylova 3,95 2,22 3,74 2,74 2,57 6,46
12 - 2,5
- 2,3
10 -
- 2,1
8 - - 19 &
E
- 1’7 +—
S 6 g
- 15 3
>
4 - - 1,3
- 1,1
2 ] )
- 0,9
O T T T T T 0,7
0 5 10 15 20 25 30

Objem (ml)

Obr. 5 Ukazka grafu zginé titrace pro uteni celkové kyselosti (HK

Na Obr. 5 se nachazi ukazka grafdétmp titrace, kdy v jednom jsou &wzavislosti. Prvni
je zavislost nagieného pH na objemutidaného titréniho ¢inidla a druhd je zavislost
nantiené vodivosti na objemuridaného titraniho c¢inidla. Ze zloné na Kivce, pomoci
linearnich regresi a jejich rovnic, byla vyitdna celkova kyselost.
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Obr. 6 Ukazka grafu pimé titrace pro ufeni disociani konstanty (HK)

Na Obr. 6 se nachazi grafipeé titrace, podle kterého se da v§iat disocigni konstanta
huminové kyseliny a to tak, ze déipky linearni regrese se dosadF O
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Obr. 7 Octanova metoda pro geni karboxylové kyselosti (HK

Na Obr. 7 je ukdzka octanové metody pouzivané pfeni karboxylové kyselosti. Tato
kyselost se i derivaci pH a Wi se nejvysSi hodnota dpH, ke které g&agli objem
titracniho ¢inidla. Stejny postup se pouzil i u stanoveni dhepgzorku a poté se z rozdilu
téchto hodnot vypeitala karboxylova kyselost huminovych kyselin.

5.1.4 Stanoveni disoci@ni konstanty pifimou titraci

Zdanlivou hodnotu pKvzorku HK se utila z Henderson-Hasselbachovy rovnice:

pK, = pH + Iog(—l_aJ
a

5.1
Kde stupé disociace? byl vypaiten podle vztahu
a= CNaOH |N/NaOH + [H +] |:ﬁvsusp +VNaOH)
bc |]nHA 52

Kde cy,o4 j& molarni koncentrace odmmého roztoku av,,., je jeho objemV, je
objem suspenzeigd titraci, [H *J je koncentrace Hionti, b_ je celkova kyselost an,,, je
navazka vzorku huminové kyseliny pro titraci.

Toto ukeni disociani konstanty je klasickydiné pouzivany zfyisob.
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Tabulka 10 Hodnoty pK stanovené titraci
HK HK, HK 3 HK 4 HKs HK

pKa 6,63 5,88 6,87 9,33 7,89 6,19

5.2 Méreni absorbance huminovych kyselin

Vzorec pro vypoet AlogK:
g A@oonm) log A600Nnm)

AlogK =1lo
My My 53

Byly vypocitany pongry absorbanciipjednotlivych vinovych délkach alog K

Absorgini ponEr A 265465 ZN&i proporci mezi lignitovymi strukturami odolnymitdi
humifikaci a mnoZstvim lignitu. Pan Azesiees Zn&i pomer mezi lignitovymi strukturami
odolnymi va¢i humifikaci a strukturami, které sirpodléhaji humifikaci.

Pon®r A 465665j€ Nefastji pouzivany jako tzv. humifikini index. Tento pokr Es pro
huminové kyseliny je obvykle mensi nez 5,0 a seiZzeg s rostouci molekulovou vahou
a stupgm disperzity. Nizky porr maze znait relativré vysoky podil aromatickych skupin
a naopak vysoky po#n ukazuje na nizky obsah aromaticky&stic a relativé vySSi obsah
alifatickych struktur. Zarovebyl pozorovan inverzni vztah mezi timto pgem a odolnosti
huminoveého materialu. Z toho vyplyva, Ze huminovatemial s nejvyssSim koeficientemy&
substance jsou starSihtvodu.

A log K byly vypaitany z rozdilu logaritin absorbanci huminovych kyselidi plnovych
délkach 400 nm a 600 nm. Podle hodnatyog K rozdlujeme huminové kyseliny do 3
skupin, které souviseji se stwom humifikace:

 AtypAlogK je menSi nez 0,6 — nejvyssi stiupeimifikace
» B typ lezZivintervalu 0,6-0,8
* Rptyp, ktery leZi v intervalu 0,8-1,1
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Tabulka 11 HK; — Ponegry absorbanci i danych vinovych délkachslog K

c (g/dnT) A265/46¢ A265/66! Ae5/66! Aso0/60( Alog K
0,01 7,47 28,00 3,75 4,67 0,67
0,05 7,73 24,29 3,14 4,88 0,69
0,10 9,41 50,80 5,40 6,75 0,83
0,50 13,88 66,60 4,80 9,17 0,96
1,00 22,20 166,50 7,50 21,00 1,32
3,00 18,60 176,67 9,50 18,63 1,27
5,00 29,16 277,00 9,50 19,00 1,28
8,00 26,29 447,00 17,00 30,80 1,49

10,00 36,48 383,00 10,50 23,67 1,37
15,00 32,47 573,67 17,67 34,00 1,53
20,00 36,66 916,50 25,00 42,25 1,63
Tabulka 12 HK; — Ponery absorbanci i danych vinovych délkachalog K
Czad (9/dm?°) Azesa65 A2es/665 Ases/665 As00/600 Alog K
0,01 1,29 1,31 1,02 1,04 0,02
0,05 1,30 1,31 1,01 1,04 0,02
0,10 1,36 1,38 1,01 1,05 0,02
0,50 1,95 2,02 1,03 1,11 0,04
1,00 2,46 2,58 1,05 1,16 0,06
3,00 3,84 4,19 1,09 1,31 0,12
5,00 4,86 5,39 1,11 1,39 0,14
8,00 551 6,19 1,12 1,44 0,16
10,00 6,28 7,26 1,16 1,53 0,19
15,00 7,19 8,45 1,18 1,60 0,20
20,00 7,93 9,44 1,19 1,69 0,23
Tabulka 13 HKj;— Ponery absorbanci i danych vinovych délkachalog K
Caac (9/dM’) Ases/aet Azes/66: Ases/66t Asoo/601 Alog K
0,01 2,04 2,38 1,17 1,28 0,11
0,05 2,77 2,90 1,05 1,30 0,11
0,10 3,71 5,04 1,36 1,69 0,23
0,50 6,93 9,24 1,33 2,05 0,31
1,00 8,12 13,32 1,64 2,44 0,39
3,00 15,11 27,33 1,81 3,50 0,54
5,00 15,55 31,72 2,04 4,12 0,61
8,00 20,65 45,24 2,19 4,77 0,68

10,00 20,49 45,25 2,21 4,58 0,66

15,00 26,17 59,81 2,29 5,41 0,73

20,00 25,48 55,21 2,17 4,73 0,67
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Tabulka 14 HK, — Pomery absorbanci i danych vinovych délkachmlog K

Czad (g/ d m3)

Aogs/a65 Aogs/665 Ases/665 As00/600 AlogK
0,01 3,82 6,00 1,57 1,88 0,27
0,05 6,78 17,33 2,56 3,64 0,56
0,10 7,93 21,40 2,70 4,08 0,61
0,50 10,88 30,83 2,83 4,93 0,69
1,00 14,21 66,33 4,67 8,08 0,91
3,00 20,28 81,13 4,00 9,11 0,96
5,00 22,42 106,50 4,75 10,20 1,01
8,00 26,40 148,50 5,63 11,73 1,07
10,00 28,42 174,57 6,14 12,60 1,10
15,00 29,35 130,44 4,44 10,82 1,03
20,00 35,67 142,67 4,00 10,90 1,04
Tabulka 15 HKs— Ponegry absorbanci i danych vinovych délkachslog K
Czaa (g/dM°) Azes/a65 Azes/665 Ausssi665 As00/600 AlogK
0,01 1,23 1,27 1,03 1,05 0,02
0,05 1,54 1,59 1,03 1,08 0,04
0,10 2,05 2,16 1,05 1,16 0,06
0,50 4,57 6,17 1,35 1,75 0,24
1,00 4,92 6,08 1,24 1,62 0,21
3,00 7,35 20,19 2,75 3,77 0,58
5,00 9,01 12,92 1,43 2,17 0,34
8,00 7,82 25,38 3,24 4,24 0,63
10,00 10,73 21,94 2,04 3,37 0,53
15,00 10,34 28,34 2,74 4,06 0,61
20,00 13,89 29,71 2,14 3,74 0,57
Tabulka 16 HKg — Ponery absorbanci g danych vinovych délkachAlog K
Czad (9/ dmg) Azesia65 Asesiess Ases/665 As00/600 AlogK
0,01 5,33 6,40 1,20 1,60 0,20
0,05 8,67 10,40 1,20 1,80 0,26
0,10 11,71 16,40 1,40 2,60 0,41
0,50 17,85 46,40 2,60 6,00 0,78
1,00 20,80 83,20 4,00 10,20 1,01
3,00 28,24 163,80 5,80 17,20 1,24
5,00 30,34 212,40 7,00 18,17 1,26
8,00 33,84 257,20 7,60 20,17 1,30
10,00 35,13 274,00 7,80 21,00 1,32
15,00 39,30 314,40 8,00 22,67 1,36
20,00 43,13 327,80 7,60 22,17 1,35
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V 0 az Tabulka 16 jsou uvedeny jednotlivé goyrabsorbanci & log K. VSechny porry
absorbanci byly nejvyssi u HKnejspis je to za&ginéno odliSnymi podminkami steni. Tato
huminova kyselina byla &iena o 2 roky tive neZ ostatni a to v rdmci bakakéé prace.

Z huminovych kyselin grenych v ramci diplomové praceshta nejvyssi poréry aA log K
HKs, coz je standard huminovych kyselin IHSS. Z humijob kyselin pipravenych v naSich

N 1

laboratd@ich meéla nejvyssi hodnoty po#ni aA log K HKG,.
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Obr. 8 Ukazka absorgniho spektra HK

Na Obr. 8 jsou znazokna absorpni spektra Hi. U spekter jsou viét dva pasy u nizSich
koncentraci, které zgavice frakci obsahujicich karboxylové skupiny.t&argnich spekter
je patrné, Ze se stoupajici koncentraci raztskoupa i jejich absorbance. Rozdily absorbanci
se zvysuji sifrem Kk nizSim vinovym délkam. Absorbance u vinovyighek nad 500 nm se
pohybovala kolem 0. Pro lepSi zobrazeni spektewylpebodnoty absorbanci nad touto
vinovou délkou zobrazeny. Ze 2moptickych vlastnosti uvedenych v Tabulka 11 aiullea
16 je zejmé, Ze se zémou koncentrace seémi slozeni rozpushych frakci, coz se pak
projevilo jak na stanovenych hodnotach pH, tak ngsledcich ziskanych
chronopotenciometrickou titraci.
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5.3Jednoduché organické kyseliny

V bakal&ské praci seteSila problematika stanoveni limitu éfeni pro pitokovy
analyzator EcaFlow model 150 GLP. Praiami limitu byla pouzita kyselina benzoova,
citrébnova, octova,t&velova, ftalova a salicylova. Tyto organické kyselse liSily fiznymi
hodnotami pK a riznym p@tem funknich skupin. [39]
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Obr. 9 Graf zavislosti stanovenych % na disatiakonstant

Na Obr. 9 je vidt, Ze mezi hodnotami pK4-5 z&in& prudce klesat schopnost metody
spolehliv detekovat COOH skupiny. Pod hodnotou,pK5 bylo stanoveno jeSnhad 90 %
COOH, coz odpovida avizované kysélinctove, kdy koncentrace 40 mM je stale Jesad
90 % COOH. H pK, vétSim nez 6 bylo stanoveno pouze 80 %itopmnych COOH skupin.
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Obr. 10 Graf zavislosti stanovenych % na koncentraci CO®tps

Na Obr. 10 je vidt optimalni stanoveni do 90 % COOH skupin pro kotieee 5-40 mM.
Pri vysSich koncentracich (60 mM) bylo stanoveno gou® % COOH skupin. Limit
stanoveni chronopotenciometrii byl nakonec stanama20 mM, nebd pii této koncentraci
bylo jeS& stanoveno tégt 100 % gitomnych COOH skupin.

Vyrobce gistroje dive udaval horni limit @¥eni 50 mM, pozégi tuto hodnotu upravil na
20 mM.

5.4 Dosavadni zkuSenosti s chronopotenciometrickou tirci u HK

V ramci bakaléské prace [39] se testovala moznost vyuZit tutoothetpro stanoveni
obsahu kyselych furgkich skupin ve vodnych roztocich huminovych kyselfetilo se
v Sirokém rozmezi koncentraci. Zjistilo se, Zqdni limit stanoveny vyrobcem byl Sirsi, ale
pozckji jej upravil na rozmezi 2 mM az 20 mMemuz odpovidaji i naSe zkusenosti.
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Obr. 11 Ukazka zobrazeni piku Hiro koncentraci 20 g/din

Na Obr. 11 je vitt zobrazeni piku pro koncentraci 20 gfiikdy pik méa #kolik pasi, co?
zn&i, Ze huminova kyselina ma vice frakci karboxyldvyskupin i i vysokych
koncentracich.
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Obr. 12 Porovnani vysledknamgenych pomoci pH a chronopotenciometrickou titraci

Na Obr. 12 jsou vigt nantiené vysledky HK kdy se porovnavaji hodnoty narane
chronopotenciometrickou titraci s hodnotami pH. gilkem bylo stanoveni lintitmetody na
huminové kyseliny v suspenzifipptipraw vyluhi 20-40 g/dm, kdy pistroj po této
koncentraci nii neustale stejnou hodnotu. Awbdu vzniku odchylek ip jednotlivych
métenich, byla stanovena maximalni koncentrace hunjirtokyselin na 20 g/din

5.5 Stanoveni pH huminovych kyselin

Hodnoty pH vzork huminovych kyselin byly stanoveny pomoci pH metdtechto
hodnot byly naslednvypasitany jednotlivé koncentrace’Hbnti.
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Tabulka 17 Naneirené hodnoty pH huminovych kyselin

Czad (9/dM’) HK , HK , HK 3 HK 4 HK s HK
0,01 5,75 5,40 5,22 5,28 5,29 5,15
0,05 512 5,18 4,64 4,83 4,82 4,72
0,10 4,75 4,88 4,33 4,49 4,57 4,42
0,50 3,99 4,33 3,75 3,94 4,03 3,87
1,00 3,66 4,09 3,48 3,71 3,82 3,63
3,00 3,19 3,76 3,13 3,33 3,63 3,28
5,00 3,05 3,60 2,98 3,16 3,49 3,12
8,00 2,88 3,46 2,82 3,00 3,35 2,96
10,00 2,79 3,39 2,74 2,92 3,28 2,88
15,00 2,76 3,31 2,6 2,79 3,16 2,74
20,00 2,76 3,21 2,51 2,69 3,08 2,64
Tabulka 18 Vypasitané koncentrace H+ iotitv mmol/g
Czaq (g/dm?’) HK HK HK 5 HK 4 HK 5 HK 6
0,01 0,1270 0,3062 0,4635 0,4037 0,4274 0,7079
0,05 0,1405 0,1348 0,4773 0,2791 0,2911 0,381f1
0,10 0,1778 0,1345 0,4497 0,3053 0,256 0,380
0,50 0,2030 0,0914 0,3514 0,2301 0,1867 0,2698
1,00 0,2084 0,0813 0,3311 0,1950 0,1514 0,2344
3,00 0,2148 0,0579 0,2463 0,1556 0,0781 0,174
5,00 0,1776 0,0502 0,2094 0,1384 0,0647 0,151f7
8,00 0,1649 0,0434 0,1891 0,1249 0,0554 0,137
10,00 0,1622 0,0406 0,1820 0,1202 0,052% 0,1318
15,00 0,1159 0,0326 0,1673 0,1081 0,0461 0,1213
20,00 0,0869 0,0308 0,1545 0,1021 0,0416 0,1145
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Obr. 13 Porovnani obsahu Hionti vypasitanych z hodnot pH

Na Obr. 13 je graf znazimjici zavislost koncentrace Honti vypasitanych z hodnot pH.

Z hodnot pH se daji vygitat pouze H ionty disociované v roztoku. To znamenagia je
vétsi pH, tim je niz&i disociace Hbnti.

Obsah H ionti se lisi jak podle koncentrace huminové kyselirsuspenzi, tak podle dané
huminnové kyseliny. Zgrafu Ize ¥ist, Ze nejniz8i disociaci H ionti ma
HK,<HKs<HK; <HKe<HK3;. U HK; je vysledna disociace rozdilna, protoze huminova
kyselina v suspenzi do koncentrace 10 g/dtoupé a potéistava konstantni.

5.6 Stanoveni celkové koncentrace Hionté chronopotenciometrickou titraci

Kazda kyselina byla zéiena na pitokovém analyzatoru EcaFlow. & analyz byl
prizpusoben jednotlivym objefim. Nekteré vzorky byly pro¥eny pouze 2x, zidvodu
malého objemu vzoik Ostatni vzorky byly analyzovany 3x. Jednotlivéiviky byly
ohrantenécervenymi svislymicarami, které nam auji velikost piku. Timto zfisobem byly
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odeteny koncentrace jednotlivychdieni v kazdém vzorku a vysledna koncentrace kyselin
byla ugena zpimérovanim jednotlivych &eni pro jednotlivé fipravené koncentrace.
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Obr. 14 Ukéazka vystupu zfstroje EcaFlow HK koncentrace 1 g/din
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Obr. 15 Ukéazka vystupu z{stroje EcaFlow HK koncentrace 1 g/din

Na Obr. 14 a Obr. 15 jsou zobrazenkikjady meifeni huminovych kyselin pomoci
chronopotenciometrické titrace, kdy u nizkych koricaci je vidt, Ze se zaznam sklada

z vice pas, coz zndi, Ze huminova kyselina obsahuje vice frakci kaybmxych skupin. To
znamena, Ze huminové kyselinyipahezi vicesytné.
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Obr. 16 Ukazka vystupu z{stroje EcaFlow HI§ koncentrace 15 g/din

Na Obr. 16 je zobrazertiglad mefeni huminovych kyselin natistroji EcaFlow pro vyssi
koncentrace, kdy je zaznangt$inou jen jeden Siroky pas. DalsSi frakce nejsouysSich

koncentraci viét.
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Tabulka 19 Koncentrace Hionti nan¥enych chronopotenciometrickou titraci

HK HK , HK 5 HK , HK s HK o
g/dm® [H'T(mM) [ [HT(mM) [ [HT(mM) | [HT(mM) | [HT(mM) | [H] (mM)
0,01 0,54 0.11 0.13 032 0.28 0,40
0.05 0.20 0.10 0.16 0.28 0.25 0.26
0.10 0.61 0.11 0.25 0.26 0.26 0,27
0.50 0.65 0.12 0.83 0.26 031 0,62
1.00 113 0.16 125 0.35 0,27 0.87
3.00 167 0.46 249 1.36 0,43 137
5,00 244 0.76 4.94 2.27 0.82 2.61
8,00 5,46 1.49 8.85 3.71 135 4,04
10,00 5,96 171 11,65 4,49 143 4.93
15,00 7.68 2 44 17,27 6,51 225 7.10
20,00 9,54 3,44 21,65 8.34 235 9.49
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Obr. 17 Porovnani obsahu Hiontii vypasitanych z hodnot naérenych na fistroji EcaFlow
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Na Obr. 17 je graf znaziwjici zavislost koncentrace *Honti vypasitanych z hodnot
namstenych na Istranu. Koncentracé lnt namétenych na fistroji EcaFlow zahrnuje jak
disociované, tak nedisociované lenty obsaZzené v roztoku. V grafu jsou zobraze¥gchny
meiené huminové kyseliny a HK Kotkova nafena v bakal&ké praci. VSechny nairené
hodnoty, az na nejvysSi koncentraci u HK 02/05/038y do limitu 20 mM. NejvysSi
koncentrace HK 02/05/03/3 vykazovala nejvysSi otlghy mereni, nejspis proto, Zze hodnota
presahovala limit stanoveny vyrobcem.
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Obr. 18 Porovnani nizkych koncentracefanych na Istranu
Obr. 18 je zaéren na nizké koncentrace kbnti namétenych pomoci fistroje EcaFow.

Pri méfeni v oblasti mensi nez 2 mM se chybareni zvySuje. Vyrobce ifstroje nejprve
udaval dolni limit éteni 1 mM a pozgli jej upravil na 2 mM.
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5.7 Stanoveni disoci@ni konstanty

8
6
()
<
©
g 4-
:Q_‘)
2 éi‘o§§’§§§ @
S ?
e
©
£, L
®
¢
0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100

obsah HK v suspenzi (g/drf)

Obr. 19 Zavislost disocianich konstant na obsahu huminovych kyselin HK

Pro Obr. 19 jsou vyuzité data z bakakeé prace a pokus o stanoveniy,pfim se zjistila
tato zavislost. S rostouci koncentraci huminovygisekn logicky hodnoty pK klesaji,
protoZe pi nizkém obsahu huminovych kyselin v suspenzi spaastji i mérg rozpustné
frakce s vySSimi hodnotami pKV oblastech nizkych koncentraci j&i@ni zatizeno po#énné
velkou chybou (modré body).

U vy3Sich koncentracitistroj msiil neustale stejnou hodnotu“Honti ve vyluzich,
protoZze ngfené hodnoty byly nad limitem dfeni. Pokud se tyto stejné hodnoty spoji
s vysledky pH msfeni, tak se da vyg@tat hodnota pK Tato hodnota klesa \asgledku
omezeni tohoto ffistroje. Diky tomu se zd4, Ze hodnota,pg#esa a to neodpovida realit
(zelené body).
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Na Obr. 20 a Obr. 21 jsou uvedenyktady vypaitanych hodnot pKz kombinace r&eni
pH a IstranuModré bodyznai nizké koncentrace natiené pistrojem EcaFlow, kdy chyba
méteni je vysoka.Cervené bodymaji gijatelnou chybu mdeni, kdy hodnoty pK jsou

prakticky konstantni (HK), nebo se mimsnizuji s rostoucim obsahem huminové kyseliny

(HKG).

Tabulka 20  Pramerné hodnoty pK

HK, HK; HK3 HK, HKs HKe
pKa 3,31 3,89 3,48 3,35 3,43 3,31
smodch 0,08 0,03 0,07 0,13 0,12 0,15

V Tabulka 20 jsou mmérné disociani konstanty vypéitany jako pémér hodnot
disoci&nich konstant, které byly stanovené chronopoteneidakou titraci v rozmezi
koncentraci 2 az 20 mM. Tyto koncentrace jsou stané jako doporeny rozsah mieni.
Hodnoty pk; vypcXitané z hodnot stanovenych chronopotenciometritiiaci jsou nizsi nez
hodnoty stanovené pomoci potenciometrickych titl@dvodem rozdii hodnot v &échto dvou
metodach je ten, Ze u chronopotenciometrické ttrae ngiily pouze rozpushé frakce,
zatimco u titraci se pistanovilo z celého obsahu huminovych kyselin.
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6. ZAVER

Tato diplomova prace se zabyva pouzitim chromopidemetrické titrace v huminovém
vyzkumu. U této metody se nejprve muselgitutimity méieni pro organické kyseliny
a v zavislosti na tomto &eni byla metoda vyzkouSena naieni koncentrace huminové
kyseliny Kotkova v bakalgké praci [39]. Pomoci této huminové kyseliny kgn®ven limit
hmotnostni koncentrace pro huminové kyseliny naimaki koncentraci 20 g/din

Prvnim cilem bylo stanovit kyselosti huminovych é&s pomoci potenciometrickych
titraci na automatickém titratoru, které se dalezpealy na vypoet hodnot pK tradicnim
zpasobem. Mlezitym stanovenim bylo &ieni pH jednotlivych roztak kdy hodnoty pH
klesaly s pidavkem huminové kyseliny, to ztiaze¢im je nizsi pH, tim je &3i disociace H
ionta.

SttZejnim nEfenim této prace bylo &eni chronopotenciometricke titrace, kdiigproj
metil zavislost elektrického potencialu gase. Jako vystup zdfeni byl graf, kdy ufenim
mezi pe@itad piimo vypaital koncentraci H ionti v roztoku a to jak disociovanych tak
nedisociovanych. RBmérna hodnota disoatai konstanty byla vypoitana z hodnot
disocianich konstant, kdy koncentrace kbnti lezela mezi 2 mM az 20 mMpzZ je limit
stanoveny vyrobcem. Diso¢iai konstanty byly uteny na 3,31 az 3,89. Tyto nbstanovené
konstanty jsou pro rozpu$tou frakci a to je @vod, pr@ jsou tyto hodnoty nizSi nez hodnoty
stanoveneé titrené.

Po dikladném prostudovani této metody a vyzkouSeni naeitvych kyselindch
pripravenych rozdilnymi postupy, si myslim, Ze tateetoda je vhodna pro vyzkum
huminovych kyselin. Podminkou v3ak je, aby rozgnétfrakce mili koncentraci v rozmezi
stanovené vyrobcem a to je 2 mM az 20 mM.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOL U

K

dpH

Disociani konstanta

Zaporny dekadicky logaritmus disoém konstanty
Aktivita

Molarni koncentrace

Aktivitni koeficient

Stupé neutralizace

Absorbance

Hmotnost huminové kyseliny

Mérny potencial

Cas

1,5% roztok siranu sodného

PoZadovana koncentrace kyseliny
Koncentrace karboxylovych futikich skupin
Koncentrace vodikovych ioint

Zadana koncentrace huminovych kyselin
Prena koncentrace huminovych kyselin
Hmotnost

Objem R-022

Vinova délka

Huminova kyselina

Zaporny dekadicky logaritmus koncentraceidhti
Derivované pH
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9. PRILOHY

Piiloha 1 Aplikachi list¢. 41 — Stanoveni silnych aatire silnych kyselin

istran

Aplikaény list €. 41

» Stanovenie siln)'/ch astredne siln)'/ch kysell'n

TYPY VZORIEK

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

PRINCIP METODY

Na stanovenie sa pouZiva tzv. vnitroelektrédova coulo-
metrickd titrdcia: Pracovni elektroda sa pri vhodnom
potenciali naplni upravenym roztokom vzorky a H™ iény sa
galvanostaticky zredukuji na vodik a tymsa zneutralizuju:

2H++2e'—>H2|

Pri tomto kroku sa zaregistruje signal - chronopotenciogram,
z ktorého sa vypotita mnoZstvo a koncentracia kyseliny vo

vzorke.

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

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

STANDARDNE ROZTOKY PRE ZOSTROJENIE
KALIBRACNE] KRIVKY

Standardné roztoky st pripravené v roztoku R-o22 z certifiko-
vaného referencného materialu HC:

(ko) Beandord i

» HC 0,005

rd &2 Standard.

0,010 0,020

[ 722715 Koncentraciu Standardov mozno prispésobit predpokladanému
koncentraénému rozsahu v analyzovanych vzorkich

UPRAVA VZORIEK

VZORKA

Do suchej 5o ml edmernej banky sa prida 5 mlroztoku R-o022c,
roztok vzorky (mnozstvo treba prispésobit predpokladane;j
koncentracii kyseliny vo vzorke), objem roztoku sa doplni na
50 ml vodou avysledny roztok sa po premie3ani analyzuje.

Zriedenie vzorky: x ml vzorky na vyslednych 5o ml analyzova-
ného roztoku.

SLEPA VZORKA (BLANK)

Roztok R-022.

ELEKTRODA
E-CAPt

EXPERIMENTALNE PARAMETRE

Potenciostaticky méd

Nehiomedonia (bl oiahio posadia
ol T prio omean
o

Rl € Predksidin meranin

ﬂulnsam\:lew @ § kazdow novou vzorkow akbo Standardom

~Tupkallbracne Kivey e v
£ Priamka ¢ L2 © Shadau 0 . vearkou debo tandardon
= Pelynom 2atupma Zap

Visobecns | Preparacia | Fegsnerdcia Meranie | Kalbrscia | Vipoget | Vaotky |

Kalibracia
" Beekalbrae

& Felibraénd priamks
© Pridavok stardard

-~ Nahamadernie ~Pauzalsl Objen [
Edepos ;400 W | Quescl:2 Veokaily
Idepos : [0 W | Quiess2 T Pezadie [y

 Potencial (nt) Regen 20— G [—
st fan0 - Rozpiitanie

Seamentoval vzorku
Estart? |0 Istip |10 W ’V(-' e € oo

Estap:[-700 Man. éas: [B00 s Meraei mad
Eiegen: i Pumpa: 8 00 2o ’V(-‘ Madd ¢ MadE
Estndby :[400 Piek:E mimin

V.2000-11
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Aplikacny list €. 41

ZAZNAM

VYHODNOTENIE VYSLEDKOV
Technika kalibracnej krivky

METROLOGICKE PARAMETRE

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

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

RUSIVE VPLYVY

» Tuhé Castice vo vzorkach méZu upchat elektrédu. Takéto
vzorky treba pred meranim prefiltrovat vhodny je nylonovy
filter s velkostou porov 0,45 um

POZNAMKY

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

» Technika pridavkov 3tandardu je pouzitelnd len externym
prididvanim Standardov. V takom pripade sa pracuje v
bezkalibratnom mdéde, a vysledky sa vyhodnocuji
samostatne

www.istran.sk
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Pfiloha 2  Pritokovy analyzator EcaFlow model 150 GLP
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