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ABSTRAKT

Tato bakalkska prace se zabyva srovnénitinnmetod utenych pro stanoveni kyselosti
huminovych latek. Srovnavali jsme barytovou metatayrZzenou ke stanoveni celkové miry
kyselosti, acetatovou metodu, ¢anou Kk zji&ni obsahu karboxylovych skupin, a von
Wandruszkovu metodu vyuZzivajici konduktometrickadikaci. Posledni z metod by¢ta
vést ke stanoveni vSech skupin, které disocitjippi>12. Srovnani bylo prové&do na
celkem 4 vzorcich huminovych kyselin izolovanych paimdvou fiznych postup z raSeliny
a lignitu. Zatimco rozdily v hodnotach kyselostskanych pomoci barytové a acetatove
metody jsou snadno vy&itelné, hodnoty ziskané pomoci von Wandruszkovgtady
vychazeji cca. polovni v porovnani s vysledky acetatové metody actédesetinné v
porovnani s vysledky barytové metody. fgadt barytové i von Wandruszkovy metody jsme
navic pozorovali citlivost vysledk k délce stanoveni. Teoretickdast je ¥novana
huminovym latkam, jejich charakteristice, rélhi, vzniku, struktie a vyuziti. Posledriiast
teoretickétasti je ¥novana pouzitym metodam.

ABSTRACT

Within this bachelor thesis we compared three oektio determine the acidity of humic
substances. We employed the baryta-method (whitérrdaes the total acidity), the Ca-
acetate method (determines the content of carbogybups only) and the technique of Ray
von Wandruszka. This method should provide the exdnodf groups dissociable at pH>12.
We used four different samples of humic acids iteoldrom two sources (lignite and peat).
While the differences between results of baryta @aeacetate methods were expected and
can be easily explained, the values of acidity iabth by the von Wandruszka method
represent roughly one half of the results of Caateemethod and almost only ten percent of
the baryta results. In the cases of baryta as agellon Wandruszka methods we observed a
dependency of the results on the time-length of ahalysis. In the theoretical part the
characterisation, divided, creation, structure gmuperties of humic substances are
summarized. In the end of theoretical part are riwsd using method for analysis of humic
acids.
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1 UvOoD

Huminové latky jsou viirock nejrozsfensjSi organické latky vzniklé chemickym a
biologickym rozkladem hmoty afipadnou syntetickodinnosti mikroorganisiin Huminové
latky jsou dilezitym zdrojem organického uhliku. Celkovy obsahliku v huminovych
latkach je odhadovan na 60*1@un, co? pevySuje mnozstvi uhlikuiftomného v Zivych
organismech tédt desetkrat (7- 6 tun). Navzdory svému rozghi je struktura huminovych
latek a proces jejich vzniku dosud nepochopen.

Huminové latky nizeme nalézt ve vead kalech, jidach, kompostech, nekych a
jezernich sedimentech, raseglifdignitu a hrgdém i ¢erném uhli. Obsah huminovych latek
v padach kolisa, jen malé mnozstvi je v jilovitychdach, v BZnych midach jsou torady
jednotek procent, v matricich tkenych h&dym uhlik ¢i lignitem jde az do desitek procent.
Vysoky obsah (okolo 80 % a vice) je v ras&lin

Dulezitou frakci huminovych latek jsou huminové kysel Huminové kyseliny jsou
hlavni sloZzkou organické hmoty vyskytujici seidach nebo vodach. Huminové kyseliny ve
své struktie obsahuji hydrofilni i hydrofobni oblasti, a pratmhou byt absorbovany na
povrchu mnohyckéastic. Huminové kyseliny na sebe dokazi navaraté kovy nap hlinik,
vapnik, zelezo.

Jak nazev napovida, v huminovych kyselindtévaZzuje obsah kysele reagujicich skupin
nad zasaditymi, coz je ostatmpatrné i z nizkého zastoupeni dusiku a vysokérsatab
kysliku. Pro stanoveni obsahu kyselych skupin mdarzenarada metod. My v této praci
porovnavame it vybrané metody, a to acetatovou metodu, barytommtodu a metodu
navrzenou Rigglem a von Wandruszkou. V této pradi dibsah kyselosti stanovovan na
vzorcich huminovych latek izolovanych z lignitu @eliny a to zdvodu pongrné snadné
separace a vysokéh#inezeného obsahu.

Lignit je povaZzovan za geologicky nejmladsi typ iukleho stupe prouhelnatni se
nachazi mezi radelinou adaym uhlim. Lignit se satasné dob t&Zi v Ceské republice na
jizni Moraw v okoli Mikulcic. Pouziva se jako palivo stéjjako uhli i kdyz jihomoravsky
lignit je malo kvalitni.

Cilem této prace je srovnat vybrané titrametody ke stanoveni obsahu kyselych skupin

v huminovych latkach. NaSe vybrané timametody byly acetatova titrace, barytova metoda
a metoda Wandruszkova.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Huminové latky

2.1.1 Charakteristika

Huminové latky jsou virodk nejrozsSfergjSi organické latky vzniklé chemickym a
biologickym rozkladem organické hmoty &pgadnou syntetickodinnosti mikroorganistin
Prirozert se nachazeji ve vod kalech, pdach, kompostech, mskych a jezernich
sedimentech, raSelinlignitu a hkdém i¢erném uhli a mnoha dalSickinodnich depozitech.
Jsou slozkou vSech typpad. Obsah huminovych latek wigéach zavisi fedevsSim na
klimatickych podminkach, ale také naugpbu obdlavani a pitomnosti rostlinnych
spole&enstev. Nepatrny obsah je v jilovityclidach, viddu jednotek procent je ¥inych
pudach, v matricich td@nych hgdym uhlim¢i lignitem jde az do desitek procent. Vysoky
obsah (okolo 80% a vice) je rfap rasSelir [1].

Huminové latky jsou dlezitym zdrojem organického uhliku ve vodnimidpim prostedi.
Celkovy obsah uhliku v huminovych latkach je odhadona 60-18 tun, co? pevysuje
mnoZstvi uhliku ftomného v Zivych organismech t&mdesetkrat (7-16 tun) [2, 3].
Huminové latky pedstavuji siis mnoha latek, které vznikaji v procesu humifikgako jsou
nag. aminokyseliny, ligniny, pektiny a polysacharidy)lyto latky tvai asociaty
prostednictvim intermolekularnich sil, které mohou byt ndoakceptorové, iontove,
hydrofilni ¢i hydrofobni povahy4].

Huminové latky hraji kliovou uUlohu v pirodk, protoZze pispivaji k fistu rostlin, jsou
zodpowdné za strukturu a fyzikarchemické vlastnosti quy a taktéZz jsou spojeny
s tSinou povrchovych jey, které nastavaji viule [5].

Obecna definice je popisuje jako &n mnoha tisit sloZzek, picemz Zzadna ze
zastoupenych latek se nevyskytuje jako majoritratoTsngs je ZIuté azcerné barvy.
V diivgjSich dobach fevladal nézor, Ze se jednd o é&smlatek makromolekularniho
charakteru, &oliv nedavné studie ukazuji, Ze jejich molekuldrniotnost Mize byt mnohem
mensi p].

2.1.2 Rozdéleni huminovych latek

Huminové latky se @i do ti zakladnich skupin.iiPtomto ctleni vychazime z jejichizné
rozpustnosti ve vodném prostli @ rtaznych hodnotach pH. Fulvinové kyseliny jsou
rozpustné v celém rozsahu pH, huminové kyseliny jsazpustné pouze v zasaditém pH a
huminy jsou nerozpustné v celém rozsahgchio rozdit v rozpustnosti se vyuzZivaiip
izolaci huminovych kyselin.

A4

8000 g-mof). Dokie se rozpousfi v celém rozsahu pH na rozdil od ostatnich druh
huminovych latek, protoZze maji vySSi obsah karbmxyth, karbonylovych, fenolickych
skupin a mensi obsah aromatickych jader oproti homyim kyselinam a humim. OdliSuji
se také zbarvenim, které je nej®]jSi (Zluté az oranZzove).

O huminovych kyselinach setrqmpokladalo, Ze maji podstatrvyssi molekulovou
hmotnost (10 000 aZ 200 000 g-Mglovéem v dnedni débjsou tyto nazory revidovany.
Jsou rozpustnérpvysokych hodnotach pH a Spatrozpustné v kyselé oblasti pH. V oblasti
pH < 2 jsou prakticky nerozpustnéaidem jejich Spatné rozpustnosti v kyselych rozioci
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je jejich mér polarni charakter, ktery po protonaditpmnych karboxylovych skupin vede
k jejich srazeni. Jejich zabarveni jestié aZz Sedgerné.

Huminy predstavuji latky, které maji nejvyssi molekulovoudinost. Jsou nerozpustné
v kyselych i v zasaditych roztocich. Jejich nerompost vychazi z pevné vazby
s anorganickou slozkouu@y a z jejich vice zachovalého makromolekularniharakteru.
Huminy maji¢ernou barvu.

Dulezitou vlastnosti, kterou maji vSechny huminovikyiaspole&nou, je odolnost &i
mikrobialni degradaci a schopnost tvorby stabilniah vod rozpustnychii nerozpustnych
soli a komplex s kovovymi ionty a hydroxidy7, 8, 9].

Huminové latlky

y L 4 L J
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Obrazek 1Rozd@leni huminovych latek a jejich vlastnosti€pzato Z10])

2.1.3 Vznik huminovych latek

Proces tvorby huminovych latek byl sice studovandfmuhou dobu, ale jejich tvorba je
stale pedmétem pokr&ujiciho vyzkumu. Nkteré teorie geneze huminovych lateletpvaly
po rekolik let, nagiklad teorie ligninova a polyfenolova. Tyto teorlderé vys¥tluji jejich
vznik, vychazeji hlavé z rozkladu organickych latek. V nasledujici¢astech si stitné
popiSeme tyto dvhlavni teorie vzniku huminovych latek.

2.1.3.1 Ligninova teorie

Sledovani rozpadu rostlinnych sloZzek ukazuje, Zpndze podléhaji degradaci latky
rozpustné ve vad (nizkomolekularni slateniny, bilkoviny...), poté pentosany
(hemicelulézy) a nakonec celuléza. Rezistentni ¢asti rostlinnych &, z nichz
nejvyznamgjsim zastupcem je lignin, se hromadi ve zbytcichktlirmého materidlu za
postupné ztraty methoxylovych skupin (-OfHa dale dochazi k produkovani



o-hydroxyfenoli a oxidaci alifatickych postrannidetzci za tvorby karboxylovych skupin
(-COOH). Déle se ipdpoklada, zZe lignin ip oxidaci reaguje s amoniakem za vzniku
kondenzanich produkt, ve kterych se dusik stava sasti cyklickych forem.

Tyto skut&nosti vedly Fischera a Schraderaikgsta¥, Ze maténou substanciipvzniku
huminovych kyselin je lignin a tuto teorii podep i experimentala. Ovlh¢ovali lignin
alkdliemi za sotasného psobeni vzdusného kyslikeéimz ziskali latky, které svym slozenim
odpovidaly pirozenym huminovym kyselindm. \fipadct celulézy, zpracované stejnym
postupem, Zzadné produkty podobného charakteru Melyn[11l. Schéma vzniku
huminovych latek mizeme vigt na obrazku 2.

Lignin
atak, mikroorganismil

| |
stavebni jednotky ligninu Z byl

ztrata methoxylu,
oxidace a kondenzace
s M slouceninami

Dalsi wyuiiti

mikroarganismy Huminowa kyselina

fragmentace
nia mens molekuly

Fulvova kyselina

Obrazek 2Ligninova teorie (pevzato 412])
2.1.3.2 Polyfenolova teorie

V polovine 20. stoleti byla navrzena tzv. polyfenolova teoRedobg jako v ligninové
teorii i v rdmci této teorie je jako jeden z ndgFit¢jSich prekurzak huminovych latek lignin,
nicméreé negedstavuje jediny mozny zdroj.

V tomto pipadt fenolové aldehydy a kyseliny, které jsou uvwlé z ligninu fisobenim
mikroorganisni, projdou enzymatickou zmnou a pemeni se na chinony. Chinony
kondenzuji v pitomnosti aminoslotenin (gipadr® i bez nich) za tvorby huminovych
makromolekul. Polyfenoly mohou byt syntetizovanykrabrganismy, nap z celuldzy.
Polyfenoly jsou potom enzymaticky oxidovany na oy a ty jsou fenenény na huminoveé
latky. Schematicky je tento #pob vzniku huminovych latek znazémna obrazku 3.
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Obrazek 3 Polyfenolova teorie (@vzato 413])

2.1.4 Struktura huminovych latek

| kdyZ jsou huminové latky znamé jiZkolik stoleti, o jejich struktte toho stale moc
nevime. Huminové latky jsou heterogenniésmlatek a proto je nejde popsat jednim
strukturnim vzorcem. Prvni navrhy struktury humipcv latek byly pedloZzeny Stevensonem
[14] v roce 1972 a Harworthem v roce 1973 (v refergffje uveden odkaz na préci v Soil
Science zroku 1973, ktera vSak nami nebyla nabdzeNa obrazku 4 je znazeéma
hypoteticka struktura huminové kyseliny podle Stesama 1].

HC=0

(sugar) (HC-OH),

HC=0

OH
H T o
RN
R i © P ‘ 0 COOH
e gong
OH © o COOH
HN R 0o o OH

|
o)
HNL

= @]
¥ H

Obrazek 4 Predpokladana struktura huminoveé kyseliny podle Stvea (1982) (fevzato z
(1)
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Huminové latky jsou amorfni sléaniny, které fi karbonizaci produkuji oxid ukdity.
Huminové latky jsou schopny vazat velké mnozstdya v roztoku se chovaji jako lyofobni
koloidy, které maji velkou soépi schopnost. Ve své strukéumaji mnoho funknich skupin,
nagr. alkoholové, karboxylové, éterové, fenolové, lakteé skupiny a hydrochinonové
chinonové motivy 15].

Nepolarni ¢ast molekul huminovych latek je ttama nejasgji péticlennymi gipadré
Sestélennymi cykly, na nichZz jsou navazany reaktivni @ky, které ukuji povahu
huminovych latek. Jak bylo uvedeno vySe, pro huménidiky nelze napsat jeden strukturni
vzorec, protoZe igdstavuji sss mnoha latek. SloZeni huminovych latek je navidgsié na
jejich pavodu, stéi, rocni doke... [16].

2.1.5 Vyuziti huminovych latek

Huminové latky jsou nejdezit¢jSim zdrojem organického uhliku v Zivotnim piestk.
Jejich koloidni charakter a vysoké& povrchova ftmdst ¢ini huminové latky vybornymi
adsorbenty, které vykazuji vysokou kapacitu prohgeeni iontovych a molekularnich
polutanfi. Frispivaji k rostlinnémutrstu, jsou zodpasdné za strukturu a fyzikalrchemické
chovani vody v fidach P]. V sowasné dob nachazeji huminové latky p@mme rozsahlé
vyuZziti v zengdelstvi i v primyslu, v oblasti ochrany Zivotniho prieti, farmakologii a
v neposlednfact i jako palivo f].

2.2 Zdroje huminovych latek

2.2.1 Lignit

Lignit predstavuje geologicky nejmladsi typ uhli. #Pahezi hmoty siznym stupsm
prouhelini, tzv. kaustobiolity. Prouhelnati vzrista v pdadi devo, raselina, lignit, hidé
uhli, ¢erné uhli a antracit. Stupm prouhel@ni lezi mezi raSelinou a Bdym uhlim, picemz
se vyznauje misty jedt zachovanou strukturodava [L7].

Lignit se v dnedni dabteZi v Ceské republice na jizni Moraw okoli obce Mikutice.
Jihomoravské lozisko obsahuje vysoky podil vodyataké relativé vysoky podil popela.
SlozZeni lignitu uvadi tabulka 1. St&jnpako uhli se jihomoravsky lignit vyuzZiva tém
vyhradré jako palivo, ale je malo kvalitni. Spalovani lignistejié jako spalovani uhli
piedstavuje plytvani cennou chemickou surovinbd).[

Tabulka 1 SloZeni jihomoravského lignif@8]

Latka [hm. %]
Voda 48,0-50,0
Popel 11,6-13,2
Horlavina 39,1-40,3
Vodik ~2,15
Uhlik 25,91
Kyslik 10,92
Sira 0,81
Dusik ~0,32
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Obrazek 5Lignit — vzorek z jihomoravského revirudpzato 19))
2.2.1.1 Definice lignitu jako materialového systému

Lignit se d& definovat jakoifpchodny organicko-minerélni substrat na &egemeny od
rostlinné fytomasy do vysokého st@prehydrogenovaného/dehydratovaného acasmi
deoxidovaného uhli. Jedna se o morfologicky a moé&ke polydisperzni systém obsahujici
komplex aromatickych sl@enin s vyznamnym podilem reaktivnich fénich skupin, dale
velké mnoZzstvi vody situované jednak ve volném mibjdignitovych partikuli, jednak vody
fyzikaln¢ vazané na oxidované uhlikaté struktury. Obsalaké partikularni mineralni utvary
na bazi slotenin Kemiku, hliniku, Zeleza a dalSich ptvia dale makroskopické slozky
nahodného fvodu a vyskytu.

Fyzikéalni model struktury lignitu zahrnuje vlaknitéesttkové a tizr¢ prostoroé
symetrické i nesymetrické slozky d@zném stupni prouhedni, mikro- a makro- disipace
piimési. Volny a vnitni objem niize byt tvdien kapilarami, mikrotrhlinamii vakuolami.

Z chemického hlediskarpdstavuje lignit slozity makromolekularni komplefsahuijici
piedevSim polyelektrolyty (huminové kyselinyxast&éné degradované polysacharidy,
polyaromaty s navazanymi uhlikatyimetézci, pripadré popropojované sirnyndii dusikatymi
mustky.

Lignit jako slozity makromolekularni systém ziskalprocesu transformaceayodni

rostlinné hmoty specifické vlastnosti dané:

* chemickym sloZzenim

e volnym objemem orientovanymi slozkami materialu @@k kapilar nebo mikrotrhlin

» ¢lenitym povrchem se situovanymi defekty (paramagkétradikaly, ionizované skupiny,
volnéa valence)

* nerovnovaznou a nerovneémou disipaci nafi

» piitomnost orientovanych molekul vody jako zakladnpleptiz&nihocinidla

Povrchové vlastnosti uvedené vysgequiuji lignit jako sorbent samostatny nebo po
vhodné Upra¥, protoZze v podobv jaké se dostdva povrch jaimpo aplikovatelny jen
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v omezeném pitu piipadi. Lignit je z fyzikalre-chemického hlediska disperzni systém, ktery
je tvaien pianikem rekolika strukturnich prvi, navzajem propojenych igdevSim
prostednictvim vody. Vzajemna adheze jednotlivych slokek pivod jednak ve strukie
vychozi fytoplazmy, a jednak v kompresi hmait geeologickém tvarovani prouhiljicich se
vrstev [L8, 20].

2.2.2 Raselina

RaSelina je nahromady c¢ast&né rozlozeny rostlinny materidl. Obsahujgepazrié
organicke latky (celul6zu) a organické kyselinySBlana vznika v raselinistich, ktera &sesto
lidové nazyvaji mealy, baziny nebo slatV CR se nejvyznamijsi loZiska raseliny nachazeji
na Sumav a v oblasti Slavkovského lesai Bpravnych geologickych podminkach sddm
geologického obdobi z raSeliny stane lignitové.uhli

Raselina se vrstvi z rostlinného materialu, obvykl&zinatych oblastech, kde je omezen
uplny rozklad rostlin diky anaerobnim podminkanyadtosti prosedi. Raselina roste vrstvu
po vrst¥, tak jak se material uklada na sebe a stupekladu zavisi hlavhna sloZeni a na
miie nasyceni vodou. Za spravnych podminek je raSel@ergjSi etapou v tvor® uhli.
Raselina se pouziva jako fosilni palivajdava se do fy ke zvySeni schopnostiagy
uchovavat vihkost a jako stelivo pro dobyt@i]|

2.3 Huminové kyseliny

2.3.1 Charakteristika

Huminové kyseliny reprezentuji spéte s fulvinovymi kyselinami a huminyitzakladni
frakce humusu. Huminové kyseliny jsou hlavni a itdbsloZzkou organické hmoty
vyskytujici se v pdach nebo vodach. Vyskytuji se jednak volné a jedré@ané natzné
kovy, nag. vapnik, hlinik, Zelezol[7].

Huminové kyseliny poméhaji rozbijet jil a kompaktpidy, pomahaji viEnosu
mikronutrienti z pady k rostlire a zvysuji zadrzovani vody. Visledku toho rovéZ zvysSuji
rychlosti kliceni semen a stimuluji rozvoj mikroflory wigach. Huminové kyseliny zpomaluji
vyparovani vody z pd [4].

Zakladni vlastnosti huminovych kyselin a tedy iighjpripadna aplikace siénzavisi na
jejich pivodu a také na procesu jejich izolace. Proces lodra vychozi matrice a pouziti
raznych extraknichcinidel mize vyrazg ovlivnit vlastnosti ziskaného material2d].

2.3.2 Struktura

Huminové kyseliny se daji charakterizovat jako yatkteré se skladaji Ziznych
aromatickych latek s alifatickymi, kyslikovymi, dkevymi a sirnymi nistky, majici
alifatické peptidické a lipidické povrchoviezce a chemicky aktivni fudki skupiny.
Mohou byt také popsany jako heterogenni¢snorganickych latek, ipgtemz z funknich
skupin jsou dominanthzastoupeny igvazre karboxylové a fenolické skupiny. Spétg/m
znakem je velkd stabilitaiwi degradaci a koloidni charaktetr7].

Ve struktde huminovych kyselin @zeme nalézt aromatické a hydroaromaticke di-,atri-
tetrakyseliny. Huminové kyseliny jsou obgcrpovazovany za komplexni aromatické
(makro)molekuly. Spojeni mezi aromatickymi skupimamnzaji&’uji aminokyseliny,
aminocukry, peptidy a alifatické sldeniny. Huminové kyseliny vykazuji polyaniontovy
charakter a mohou vazat kationtiznymi mechanismy (jak chemickymi, tak fyzikalnirfd].
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Obsah huminovych kyselin byva né&jgi v girodné oxidovanych derivatech lignitu
vzniklych zwtranim. Kwili zvySeni obsahu kyslikatych fuétkich skupin jsou prové&dy
procesy sr&ujici k syntetickému okyslovani dalSich &nych tyg geologicky mladsiho
uhli [23].

Obrazek 6 Hypoteticky strukturni vzorec huminové kyselinyzméci kation kovu, kratce
carkované spoje mezi skupinamiegdstavuji vodikové vazby, dlouzarkované hydrofobni
interakce (pevzato 424))

Latky s podobnou strukturou jakou maji huminové dliysy se nazyvaji fulvinové
kyseliny, téz fulvokyseliny. Fulvokyseliny jsou eichydrofilni a mé& polydisperzni nez
huminové kyseliny. Tyto vlastnosti @gobuji vysSi chemickou a fyzik@&themickou
aktivitu fulvokyselin [L7]. Fulvokyseliny mohou byt povaZzovany za asociatalyoh
hydrofilnich molekul, ve kterych je dost fuifrtkich skupin k udrzeni fulvinovych shlik
piipadré i jednotlivych molekul rozptylenych v roztokuigakémkoliv pH R5]. Zabarveni
fulvokyselin se pohybuje od &\¥e Zluté do Zlutoh&dé [1].

Dalsi latkou, kterou fiZeme srovnat s huminovymi kyselinami je humin. Humi
piedstavuje latku, ktera se nerozpousti v ZzadnénBpkevre je ze vSechit slozek nejtmavsi.
Jeho barva jeéerna [l]. Z analytickych dat, ktera i2eme o huminu nalézt v publikacich, Ize
vidét Ze huminy jsou podobné huminovym kyselinam, azonae huminy jsou sithvazané
na jily a chelatované na kovy a proto se stavapamustnymi 26].
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Protoze je humin prakticky nerozpustny, daigg, Ze chemickd povaha huminu je
pochopena ze vSech znamych frakci negnéhhuminu nizeme nalézt nez&néné nebo
malo zménéné biopolymery jako lignin a polysacharidy, latkyodobné huminovym
kyselinam, minerédkn vazané lipidy a vysoce aromaticky uhlik. Dale ¢hga sacharidy,
proteiny a estery, které se mohou odstranit a @egpt pomoci hydrolyzyipnizkém pH

[27].

2.4 Analyza funkénich skupin

Ke studiu huminovych latek Ize pouZédu Gznych metod. Uplatmi nachazeji zejména
UV/VIS spektroskopie, IR spektrometrie, chromatdgrapotenciometrie a konduktometrie.
V nasi praci se zabyvame stanovenim kyselychdiick skupin pomoci potenciometrickych
a konduktometrickych titraci.

2.4.1 Potenciometrie

Potencimetrie se pouziva kreni pH. Principem potenciometrického stanoveni pH |
meieni rovnovazného nap ¢lanku sestaveného z jedné elektrody s konstantnfempidlem
(elektroda refereimi neboli srovnavaci, nap nasycena kalomelova elektroda) a jedné
elektrody indik&ni (meérné, nap. skleréné), jejiz potencial je funkci pH.

Mérny ¢lanek je ponten do roztoku, jehoz pH ma byt grano. Ugeni pH ma obvykle
charakter kalibréniho nefeni, kdy se mrny systéem (mrny clanek a mdtici pristroj)
okalibruje pomoci standardnich tlumivych roziojpoufri) o znamém pH. Poté se &fhpH
zkoumaného roztoki2f.

Pfi potenciometrickych titracich se ze zavislosti n&p ¢lanku na mnozstviijlaného
odnerného roztoku zjifuje kon€ny bod titrace a analyt je stanoven ze sgnt odnérného
roztoku.

Pfi manualnich titracichse do titrovaného roztoku postéppridava odmérny roztok
manuald z byrety a po kazdém fidavku se zaznamenava potencial. Zpravidla se
zaznamenava cela titmai kiivka, na niz se zjisti inflexni bod a odtud odpayiici spoteba
odmerného roztoku.

P automatickych titraciclsou gidavky odnérného roztokuizeny elektronicky (v dnesni
doke externim neboifimo do titratoru zabudovanym ¢itacem). Zpravidla se titruje pouze
k predem nastavené hodagiotencialu kongného bodu. Podle rozdilu aktualniho potencialu
a potencialu konmého niize titratortidit i rychlost a mnozstvi fmlavaného odrrného
roztoku, ¢imz se sniZuje nebezfiepretitrovani roztoku. Ze zd#iené spatby odnérného
roztoku, jeho koncentrace a navazky vzorku se géditat poZzadovana veina [29]. Mezi
potenciometrické titrace ganag. barytova a acetatova metoda, které jsou dalegngps

Reakce funkénich skupin

Chemie organickych koloidnich komplexobsazenych vimé je bezpochybh nejmér
srozumitelné a nejvice matouci mistoidpich wdach. Mnohé ze zajimavych funkci humusu
nelze uspokoji vyswtlit bez hlubSi znalosti o chemickych strukturacaminovych a
fulvinovych kyselin (nap efekt huminovych latek naigni strukturu, mechanismus chelatace
teZkych kovi a adsorpce pestidica dalSiho toxického odpadu).

Rozmanitost funénich skupin a strukturnich motiv vyskytujicich se népsgji
v huminovych latkach Ize demonstrovat pomoci obrazku
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Obrazek 7 Nekteré zajimavé strukturni skupiny v organickychekalach( pevzato £30])

Elementarni slozeni

Jak je ukazano v tabulce 2, hlavnimi prvky obsa#eny huminovych a fulvinovych
kyselinach jsou uhlik (C) a kyslik (O). Obsah C wnrtinovych kyselinach je &sSinou
v rozsahu od 53,8 do 58,7 %; obsah O saimd 32,8 do 38,3 %. Fulvinové kyseliny maji
mensi obsah uhliku (obvykly rozsah hodnot 40,7-86)6 ale obsahuji vice kysliku
(39,7-49,8 %). Procentualni zastoupeni vodiku ¢siku (N) a siry (S) sedni od 3,2 do
7,0 % (H), od 0,8 do 4,3 % (N), resp. od 0,1 do9%,6S). Pokud bychom ignorovali obsah
siry, pak ,pamérny* chemicky vzorec pro huminovou kyselinuibeme psat H1,0sN a
pro fulvinovou kyselinu vzorec @ize vypadat &H;,09N.

Jak bude poznamenano p&gdfulvinové kyseliny maji o &co vysSi obsah karboxylovych
skupin nez huminové kyseliny a vysSi procento obsaysliku. Na druhou stranu obsah
uhliku je vysSi u huminovych kyselin. Vygené hodnoty Varadacharim a Ghosh&1] pro
10 huminovych kyselin dalo hodnoty obsahu C od 5$3064,6 % a pro 6 fulvinovych
kyselin, kde rozsah byl od 57,6 do 63,5 %.

Zakladni obsah huminovych latekube byt ovlivien takovymi faktory jako je pH,
struktura materialu, vegetace atstpidy. Pro jezerni sedimenty najdeme souvislost, ze
s rostouci hloubkou roste obsah C huminovych kiyg§ai.
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Tabulka 2 Hlavni sloZzeni huminovych latek

Latka huminova kyselina fulvinova kyselina
Uhlik 53,8-58,7 % 40,7-50,6 %
Kyslik 32,8-38,3 % 39,7-49,8 %
Vodik 3,2-6,2% 3,8-7,0%

Dusik 0,8-4,3% 0,9-3,3%

Sira 0,1-15% 0,1-3,6 %

Metody analyzy kyselych funkénich skupin

Vyznam této kapitoly je ten, Zze udava moznosti stand l&znych kyslik-obsahujicich
funkeénich skupiny za pouziti mokrych chemickych metodktiré z technik umaiiji prime
a snadné stanoveni fufrich skupin, jiné vyZaduji tvorbu deriviajako nap. metylace nebo
acetylace. Byla popsanaiada velmi sofistikovanych metod vyuzivajicich twortberivat
pomoci isotopickych z@anych cinidel a nasledné analyzy pomoci nuklearni magkeétic
rezonance. Tyto jsou podrabpopsany Leenheerem a Noyesem v Kapitole32]L |

VétSina metod pro stanoveni obsahu kyselych skupiuminovych materidlech je
zaloZzena na kyselych vlastnosteckchto skupin. S ohledem na komplexni charakter
huminovych latek mize byt kyselostiznych skupinizna a jeji hodnoty se mohou vzajemn
piekryvat. Z tohoto @ivodu je teba vysledky obdrzené pomoci metod zavislych nagaym
iontai nebo meni pK hodnot interpretovat s opatrnosti. HNidpd, Vv gipadc
polykarboxylovych kyselin je naslednd protonova odiace snizena, zatimco u
substituovanych fendlmuze dochazet ke snazsi disociaci dalSich kyselyapisk Nekteré
skupiny mohou byt nereaktivni wisledku tvorby silné vodikové vazby nebo akv
prostorovému brami.

DalSi problémy v kvantitativnim stanoveni fénkch skupin zahrnuji30]:
1) omezenou rozpustnost materialu ve ¥ad&tSine organickych rozpousdel
2) oxidace a redukce
3) interakce inidly uzivanymi pro vytveéeni derivat
4) nestechiometrickd povaha reakci.

2.4.2 Stanoveni celkové kyselosti v huminovych latkach
Pro stanoveni celkové kyselosti v huminovych latkédZzeme pouzit vicaiznych metod.

2.4.2.1 Metyla¢ni procedura

Jedna z metod je zaloZena n&eami obsahu skupin OGHytvorenych ve vzorku po metylaci
s diazometanem (CN,), ktery reaguje s kyselymi skupinami podle schémat

R-COOH+CH,-N=N - R-COOCH, +N,

@—OH + CHo —55[&{ — - 7 % OCH 4 t N2

——

Tato reakce probiha s kyselym (kyselinotvornym) ilketh v Sirokém spektru struktur,
zahrnujicim COOH, fenolické OH, enolické steniny a ¥ejnm¢ také mastné (alifatické)

18



alkoholy. Na druhé stran fenolické OH skupiny &astnici se tvorby vodikovych vazeb
nemusi reagovat. Doprovodné reakce zahrnuji tvpdbyethylenu po katalytickémigobeni
teZkych kowa, jak bylo pozorovano Farmer a Moriss@3][

Po metylaci je moznéiftomnost OCH stanovit pomoci Zeiselovy metodo84]. V této
technice jsou CK skupiny odtrhavany pomoci jodovodiku ve fenoluojawzpoustdle a
vznikly metyljodid (CH) je odstragn proudem C@a sbiran ve vodném roztoku bromu, kde
je zoxidovan na kyselinu jodistou (H4D HIO; pak podstoupi reakci s jodidem draselnym
(KI) v kyselém roztoku a vznikne,lktery je titrovan standardizovanym roztokem thiasu
sodného (Nz5,03) za pouziti Skrobu jako indikatoru. Probihajicikee niizeme zapsat sérii
rovnic:

R-OCH, +HI - ROH+CH,|
CH,l +6Br, +5H,0 - HIO, +12HBr+CO,
2HIO, +10KI +5H,S0, - 6l, +6H,0 +5K,S0O,

Skrob

|, +2Na,S,0, O[T [ 2Nal+Na,S,0,

2.4.2.2 Reakce s diboranem

Dubach et al.35] a Martin et al. 6] pouzili jiny ptistup pro stanoveni aktivniho (kyselého)
vodiku (H) v huminovych latkach. PouZivaji reakailiboranem, u ¢hoZz gedpokladaji, Ze
reaguje i s prostor@vbrartnymi skupinami a &i, Ze hodnota reakce probiha se vSemi
aktivnimi atomy vodiku bez ohledu na hodnotu pKo padni fulvinové kyseliny nalezli
dobry soulad mezi celkovou kyselostéemou touto metodou a barytovou metodou.

2.4.2.3 Reakce s hybridem hlinito-litnym
Hydrid hlinito-litny reaguje s kyselymi vodikovyratomy za vzniku plynného vodiku.
4ROH + LIAIH , - LIAI(OR), +4H,

Tato metoda se uziva pro stanoveni aktivniho vodikinli a miZze byt také vyuZzita pro
analyzu huminovych latek.

2.4.2.4 Barytova metoda

Pouziva se pro zji&ni celkové kyselosti ve vzorku. Stanovuje celkobgah karboxylovych
skupin (COOH), fenolickych skupin a hydro#yk enolickym charakterem. Je to jedna
Zz metod pimo pouzitych v ramci této prace, proto si ji p@pin® podrobgji.

Reakce s hydroxidem barnatym [Ba(@H3¥e pouziva jako né&pma potenciometricka
metoda, kterd je zaloZena na odtrhavanitidft ze skupin, ionizujicich#p pH stanoveni
(0,12 M roztok Ba(OH) ma hodnotu pH vyssi nez 13). Diky své jednoduchjesbarytova
metoda nejvyuzivaisi metodou pro stanoveni kyselosti huminovychkiate

Provedeni spova v reakci vzorku s nadbytkem Ba(QH) nevyuZzity reaktant je poté
titrovan jako standardni baze. Obe&dre prvni krok reakce zapsat nasledovn

2RH +Ba(OH), — R,Ba+2H,0

kde R znai huminovou latku a H je proton ze skupiny COOHm€&H. Celkova kyselost (v
cmol/kg) se vypote podle vztahu:
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(v, -Vv,)IN 10°
mg vzorku

(100

Celkovakyselost=

Kde V, a Vs predstavuji objemy standardni kyseliny, ktera bylazp@a pro titraci vzorku
se stanovovanou huminovou latkou a pro titraci é&epvzorku Ba(OH)a N je molarni
koncentrace kyseliny v mol/I.

Hlavni vyhoda této metody je jeji jednoduchostedpoklada se, Zze veSkery huminovy
material se vyloti ve forme sraZzeniny nerozpustné barnaté soli a ten se potstrani
filtraci (coz neni vzdy p#éeba). Jednou z nevyhodi stanovovani huminovych kyselin je
skute&nost, Ze vzorky mohou obsahovat zbytky kyselin ggoki pri izolaci. Stanoveni
provadna za pitomnosti kysliku vedou k vysSim vysledk. V piipad vysokého obsahu
fenolickych skupin jsou vSak hodnoty kyselosti sysaticky podhodnocovang(.

2.4.3 Stanoveni karboxylovych skupin v huminovych latkach

VySe popsané metody stanovuji tzv. celkovou kyselasninovych latek. Mimoto bylo
navrzeno Bkolik metod, kterymi Ize stanovit specificky pouzarboxylové skupiny. Bkteré
z nich si popiSeme nize.

2.4.3.1 Metylacni procedura

Metylaéni procedura ke stanoveni obsahu COOH skupirtigfov metylaci a nasledné
hydrolyze (saponifikaci) vzniklého metylesteru. Mati je mozné provéstekolika zpisoby,
napg. pomoci CHN; ¢i CH3OH v suchém HCI. Farmer a Morriso83 zjistili, Ze druhy ze
zpusohi dava nekompletni esterifikaci (coz vede k systeké@inu podhodnocovani obsahu
COOH skupin).

Nekteré saponifikéni postupy maji vyuziti v analyze metylovych esterahrnujici
destilaci uvolgného metanolu a stanoveni @&y v obsahu OCEK ktera doprovazi
saponifikaci (hydrolyza est&. Nevyhodou druhé procedury je né&most kvantitativniho
obnoveni materialu, ktery podstoupi saponifikaciprvnim gipact, se OCH odstpi jako
CH;OH zahéatim s alkalii, nasledovanym izolaci €PH destilaci a poté oxidaci na
formaldehyd reakci s KMnQ Formaldehyd je pak stanoven senzitivni koloriickbou
procedurou.

2.4.3.2 Jodometricka metoda

Wright a Schnitzer 37] pouzili jodometrickou metodu pro stanoveni COOKugn
v nékterych huminovych vzorcich. Tato technika, ktezazploZzena na vyén¢ ionti, dava
vysSi hodnoty nez acetatova metoda.

2.4.3.3 Chinolinova dekarboxylace

Aromatické kyseliny jsou dekarboxylovany, kdyz sa¥eji s chinolinem za iftomnosti
pati¢nych katalyzatar.

R<’ Ntoon Quinﬂline_} R-<! N 4 co,
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Aplikace této metody nadpini huminové latky poskytla vysledky srovnatelreestatovou
metodou, coz nazfaje, ze ¥tSina COOH skupin v huminovych latkach je navazama
aromaticky kruh. Nicmé¥) CO, se niize také uvalovat za-hydroxy alifatickych kyselin.

2.4.3.4 Acetatovad metoda

A jako hlavni metoda kterou si popiSeme podijbe acetatova metoda. Metoda, ktera se
pouziva pro zji&ni karboxylovych skupin.

Stejre jako barytova procedura pro ziskani celkové kydelge i acetatova metoda
zaloZzena na vymmé ionti a mize byt pokladana za niémou potenciometrickou titraci.
Metoda je pouzivana prodemi obsahu COOH skupin. Reakce:

2R - COOH+ Ca(CH,CO0), - (R-CO0),Ca+ 2CH,COOH

V prabéhu reakce se uvilije kyselina etanova neboli octova (EHDOH) a ta je poté
titrovana se standardnim roztokem NaOH do pH=9,8dilP skupin karboxylovych
(v cmol/kg) je dan vztahem:

V, -V, )N [10°

COOH= ( g 100
mg vzorku

Kde Vs a Vb pedstavuji pouzité objemy zasady, ktera byla pouatstraci slepého vzorku a
vzorku, a N je molarni hmotnost zasady v mol/I.

Protoze procedura zahrnuje v§ma ionii, a protoZze huminové sléeniny mohou
obsahovat kyselé OH skupiny, které se ionizuji pagbvni pH pouZitého roztoku
Ca(CHCOOH), vysledky nemusi vzdy odpovidat kvantitativnim hotm. Profadu
huminovych preparétize nalézt odchylky mezi hodnotami obsahu COOHpskaiskanymi
z chemické adsorpce a vyjtenymi z pétu aktivnich vodik (diboran), které viistaji
s celkovym poétem OH skupin.

DalSi komplikace spiva v nekompletnim odstrani huminovych vzorik behem filtrace.
Modifikace procedury zahrnutim obnovy @EODOH parni destilaci byla fidana
Holtzclawem a Spositem3§]. DalSi prace ukazala, Zze GEOOH miZze byt selektiva
separovana ze zreagovaného roztoku pouzitim Utiteafe.

Nakonec miZeme zaznamenat vazbu?Caa huminové nebo fulvinové kyseliny, které
mohou vést k uvokni protonu z jiného mista nez z COOH skupiny. Bgtgevena vazba
C&* na huminovou latku nasledkem odtrzeni prétoreuvolénymi tam, kde byl pouZit
acetat sodny jako z&mné baze3q.

2.4.4 Konduktometrie

Konduktometrie je analyticka metoda zaloZena n&eni impedance. Bdt mezi tzv.
elektroanalytické metody,ipnichZz se analyt stanovuje na zaldaueieni ukité elektrické
vlastnosti analyzovaného roztoku jako celkii. k®@nduktometrii se r¥i elektricka vodivost,
kterd charakterizuje schopnost roztoku vést elgkfrproud. Konduktometrie je neselektivni
analyticka metoda, poskytujici informace o celkowv@ysahu latek v analyzovaném roztoku.

Principialni rozdil oproti ostatnim elektroanaliyen metodam spgva vtom, Ze
stanoveni analysu v elektrochemickéffanku neni zaloZzeno na elektrochemické reakci
(oxidaci¢i redukci) na rozhrani elektroda/roztok (naopakkgbdové reakce jsouriptéchto
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meienich nezadouci), ale nactani elektrickych vlastnosti celého objemu roztokezm
elektrodami.

Konduktometrické titrace. Pokud se v mibéhu titrace mdni v roztoku ionty s vySSi

iontovou vodivosti za ionty s iontovou vodivostE$ii, ¢i naopak, Ize pouzit konduktometrie
jako objektivni metody zjifvani konéného bodu titrace.

Konduktometrické titrace se providyv titracnich nadobkach (kadinkach), v nichz jsou
v titrovaném roztoku porteny vodivostni elektrody. Roztok je wimhu titrace michan,
titra¢ni ¢inidlo se pouziva dostatet koncentrované, aby objentigany v pabéhu titrace
z byrety byl zanedbatelny ve srovnani s objemenokoz[29]. Z konduktometrickych titraci
se budeme zabyvat Wandruszkovou metodou.

2.4.4.1 Wandruszkova titrace

Vodivostni titr&ni kiivka uvedena ve studii a zobrazena na obrazkuayspto huminové
kyseliny izolované z lignitu. ieéd provedenim titrace, huminova kyselina byla régma
v nadbytku NaOH¢imz se vytvaily humatové aniony (A a v roztoku byly fitomny i sodné
kationty a nezreagované hydroxidové anionty. Kay#td roztok titrujeme standardem HCI,
vodivost nejdive prudce klesa, vidledku nahrazeni hydroxidového iontu chloridovym;
tomuto odpovida oblast A na obrazku 8. Po vytitrowéesSkerého nadbyteého hydroxidu,
huméty byly postuph protonizovany a vysledkem je nahrada za CI. V zavislosti na
poneru vodivosti pidavaného aniontu Ch zanikajiciho Amiaze dochéazet ke zvySeni
snizeni vodivosti roztoku. V naSentigmd pozorujeme, Ze hodnota parametru vodivosti
pozvolna roste, coZz nazhge, Ze iontova vodivost Cbyla vzdy vysSi nez u Aobrazek 8
oblast B). Smarnice tétoc¢éasti Kivky odpovidala rozdilu vodivosti mezi Ca A, nebo
nabitému segmentu huminového polyaniontutbBln kiivky maZze byt sil@ ovlivnén
moznosti tvorby iontovych pér které také mohou hrét roli, aléegpoklad je takovy, Ze se
uvazuje vliv pouze humatu. Po Uplné protonizaci &wmasleduje fidani HCI, ktery doda
oba (nosie naboje) A a CI do roztoku, coz vede k rychlému ugtu vodivosti (obrazek 8
oblast C).

1200

1100 -

1000 +

900 -

800 -

G [uS/cm]

700

600 -

500

0,0 5,0 10,0 15,0 20,0
V [ml]

Obrazek 8Vodivostni titrani kiivka huminovych kyselin izolovanych z lignitu
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Ziskané kivky timto zpisobem poskytuji nejen fomérnou hodnotu vodivosti huminovych
ionta v roztoku, ale extrapolacédhto 3 linearnichtasti (obrazek 8 oblast A, B a C) také
dovoli jednoduché stanoveni kyselosti obsahu v haw@m materialu. NZeme také
poznamenat, Ze nahrazeni titrace za vyb@drstandardni kyselinu vede k silné zasadité
vodivosti titrani slozky HA, jako rozpoudtllo je pouzit roztok NaOH, ktery huminovy
material vZzdy zcela rozpusti v kazghsti procedury.

Interpretace vodivostnitk/ky byla komplikovana kili hydrolyze A a rozkladu HA.
A +H,0=HA +OH
HA =H'+A"

Kvuli variabilit¢ a neznamé strukite huminu, pesny vliv této reakce neni moznéegre
stanovit. Bylo jasné, Ze hydrolyza bude mit &&v vliv na tvar kivky na hranici mezi
oblastmi A a B. V této oblasti je népgi nadbytek OHK titraci, kde je velky nedostatek A
zbytka. P¥i daném n&asovani baze slabé kyseliny sebhde vyznam& Gcastnit hydrolyzy.
HA rozklad se postugnstane zajimavymiptitraci v oblasti B, coZz se projevi maximalni
distorzi Kivky v oblasti C.

Distorze (zaobleni) vodivostniikky v mistech pechodu A/B a B/C jsou snad ovlimy
silnou kyselinou HA. Kuli hydrolyze humétu, hojnost OHha A/B gechodu se zvysSi
s piidanim slabé kyseliny a pak i silné. To vedaixn€ému zvySovani vodivosti (a proto se
a zapicini vetSi zahnuti kvky. Pokud by cely pibéh podstupoval sikjSi kyselire v HA
roztoku, n¢lo by to paimérkujici efekt na celém kyselinovém chovéasti materialu.

Pro ilustraci, dinek huminové hydrolyzy, HA odlaeni (pKy), a iontova vodivost Ana
tvar vodivostni kivky byl simulovan, aby se nalezl vztah k mnoZzstinych vodivych prvi
(OH, H, A", CI, Na) na ffizna mista titréni kiivky. Hodnoty iontové vodivosti byly pouzity
jako limitujici hodnoty vodivosti iorit zahrnujici #zné odhady pmmeérné hodnoty
huminovych iont, A". Jako pai¢cnou hodnotu iorit v nekonéné ziedtném roztoku, toto
urcité neprodukuje spravné hodnoty vodivosti pro danytakizale niize se pouzit pro
srovnani tvaru Hvek jako ukazatel mnoZstvi a vodivosti iopkteré gislusi danym mezim
[39].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie a istroje
K experimenim byly pouzity nasledujici chemikalie a materialy:
* jihomoravsky lignit — Mikugice
» raSelina Sobslav
 hydroxid sodny Lach-Ner, s.r.0., Neratovi€®
- fosforeinan sodny sekundarni dekahydrat Lachema a.s.,dv@efCR
« kyselina chlorovodikova 35% Lach-Ner, s.r.o. Nevate, CR
« hydroxid barnaty Lachema a.s., NeratovicR,
» octan vapenaty Riedel-de Haén, Sigma-Aldrich
« uhligitan sodny Lachema a.s., Bri¢éR
Vedle @zného laboratorniho nadobi byly pouzity nasledygiistroje:
» titrdtor SCHOTT Titroline alpha plus
* konduktometr Inolab WTW Cond 730 — elektroda goaft WTW Tetra Con 325
* pH metr Mettler Toledo Seven Multi — elektroda skled M. T. Inlay 410
* michaka (Heidolsk MR, Heis-Standard; Varionag, Poly)
» centrifuga Hettich rotina 46R
» trepaka Heidolph Vibramax 100
* pH metr Mettler Toledo

3.2 Extrakce huminovych latek

Izolace huminovych kyselin ze zdrojovych materidlignit, raselina) byla provata
jejich rozpou&tnim ve vodném roztoku hydroxidu sodného a pyrof@sfanu sodného a
naslednym srazenim roztokem HCI. Izolované huminkyseliny byly poté opakovan
promyty destilovanou vodou.

Prvni zpisob izolace byl provaeh pi laboratorni teplat Extrakéni roztok obsahoval
0,5 M NaOH a 0,1 M Ng,0;. Navazka 60 g lignitdi raSeliny byla 24 hodin promichana se
2 | extrakniho roztoku.

Druhy den byla suspenze rychlgefiltrovana ges hustou tkaninu na situ deétiptrové
polypropylenové kadinky a pomoci pomaléhibdavani ca 20% HCI bylo upraveno pH
filtrdtu na hodnotu 1 (bylo kontrolovano pH-metreriuhy zbytek byl je&t jednou znovu
extrahovan oft 2 | ¢erstvého extralhiho roztoku o stejném slozeni, avSak pouze po dobu
jedné hodiny. Po odfiltrovani pevného zbytku bijtdit okyselen, oba extrakty byly spojeny a
ponechany fes noc v ledrice v kadince zakryté alobalem. Sedimentovana suaspbyla
dalSi den roztlena odsatim kapaliny nad usazeninou pomoci vogrivy.

Vysrazené huminoveé kyseliny z kadinky byly ¢biohy od karlfalné faze odsténim v PP
kyvetach o objemu 250 mFkipeplog 15 °C a otékach 4000 miit po dobu 10 minut a v nich
byly postup® pomoci odsed’ovani tikrat promyty 0,1 M HCI (roztok o pH ne vy3Sim
nez 1), na zar 1x vodou. Ziskany produkt byl vysusen v susaiih 50 °C. Timto postupem
bylo ziskano 19,7 g z lignitového materialu a 1¢ Draseliny.

Druhy postup (B)

Alternativni postup pouzivd pouze 600 ml extrdko roztoku (stejné slozZeni jako
v piedchazejicim ijpact) na 60 g materialu. Roztok byl micham peplog 50 — 80 °C.
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Odvazené mnozstvi lignitu (raSeliny) bylofefto v kadince gslusSnym mnoZstvim
extrakéniho roztoku a nechalo sediodiny zaliivat @i uvedené teplet

Suspenze byla potontgfiltrovana ges hustou tkaninu na situ do uzaviratelné nadoby a
okyselena 20% HCI na pH<2. Hodnota byla kontrolavghl-metrem. Okyseleny extrakt byl
ponechan fes noc v ledrice.

Vysrazené huminové kyseliny z kadinky byly ¢tiohy od kapalné faze odsténim v PP
kyvetach o objemu 250 mkipteplot 15°C a ot&kach 4000 mitt po dobu 10 minut a v nich
byly postupg pomoci odsedovani tikrat promyté 0,1 M HCI (roztok o pH ne vySSim
nez 1), na zar 1x vodou. Ziskany produkt byl vysuSen v susii 50°C. Timto zfisobem
bylo ziskano 50,4 g z lignitového zdroje a 15,2rgseliny.

Ziskané mnoZstvi z obou frakci u raseliny byiblzné stejné. U lignitu bylo izolovano
druhym zmisobem skoro trojnasobné mnozstvi.

3.3 Barytova metoda

Navazka piblizn¢ 100 mg huminovych latek bylargvedena do 125 ml Erlenmayerovy
baiky a bylo gidano 20 ml 0,1 M Ba(OH) Roztoky byly zazatkovany a 24 hodin michany
pii pokojove teplat a poté pefiltrovany gres filtrani nalevku a promyty destilovanou vodou.
V pribéhu michani dochazi k neutralizaci kyselych skupimimovych kyselin, p¢emz
barnaté humaty se vyluji ve forme srazeniny. Nadbytay hydroxid barnaty ve filtratu byl
titrovan 0,1 M roztokem HCI na indikator fenoftaleiZ rozdilu spdaeb mezi filtratem a
slepym vzorkem lze poté it obsah kyselych skupin; slepy vzorekegstavovalo 20 ml
0,1 M Ba(OH), ktery byl 24 hodin michan a potéefiltrovan.

Roztok HCI byl standardizovan pomoci uittinu sodného s potenciometrickou indikaci
Graf poteciometrické fkvky z této standardizace tbheme vi@dt na obrazku 9 a speby a
koncentrace jsou v tabulce 3.

standardizace HCI

—e— Prvni stanoveni
—a— Opakované stanoveni

pH
»

O L L
0 1.2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

V [ml]

Obrazek 9 Standardizace HCI
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Tabulka 3 Standardizace HCI pro barytovou metodu

Myaco, [MY] Ve [ml] Chel [mol/]]

80,5 13,5 0,125 1

79,2 12,6 0,1191
0,122 1

3.4 Acetatova metoda

Navazka pblizné 100 mg vzorku huminovych

latek bylafewedena do 125 ml

Erlenmayerovy hiky, bylo pridano 10 ml 0,5M Ca(C#COO), a 40 ml vody. Slepy vzorek
piedstavovalo 10 ml 0,5 M Ca(GEOO), a 40 ml vody. Roztoky byly zazatkovany a 24
hodin michany p pokojové teplat a poté pefiltrovany ges filtrani nalevku a byly promyty
destilovanou vodou. Uvoéma kyselina octova ve filtratu byla stanovena titr®,1 M
roztokem NaOH s potenciometrickou indikaci (sklerkalomelova elektroda) do pH = 9,8.
Roztok NaOH byl standardizovan na dihydrat kysefitgvelové. Graf standardizace je &tid
na obrazku 10 a speby a koncentrace jsou pospany v tabulce 4.

Standardizace NaOH

12
11 | |—=— Prvni stanoveni 466
10 4 |- -+ - Druhé stanoveni y
9 1 |---a--- Treti stanoveni
8 :
T . ": /
. !
58 Iy
4 - 34
3 _
2 _
1 _
O T T T T T T
0 3 6 9 12 15 18 21
V [ml]

Obrazek 10Standardizace NaOH na dihydrat kyselingn&love
Tabulka 4 Standardizace NaOH

Me 0, [MY] V naoH [mI] Cnaor [mol/]]
104,9 16,3 0,102 4
114,8 17,8 0,102 6
108,9 16,8 0,103 1
0,102 7
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3.5 R. von Wandruszkova metoda

Navazka piblizné 80 mg vzorku huminovych latek byla smichana sen##0,01 M NaOH.
Vzorek byl michan po dobu asi 30 minut. Po promic¢hglo gidano 50 ml HO. Roztok byl
titrovan 0,012 5 M HCI do doby, kdy byl pozorovapstematicky @ist mérné vodivosti.
U kazdého vzorku bylo #iieni provedenorikrat. Ziskany graf byl proloZzetemi primkami,
které nejlépe vystihovaly jednotlivéétve daného grafu. Protnutinfimek byla odétena
spofteba. Ukazka proloZeni je wdna obrazku 11.

Roztok kyseliny chlorovodikové pouzity pro stanoveon Wandruszkovou metodou byl o
piiblizné koncentraci ¢ = 0,012 5 M a standardizag Iprova@na ogt pomoci navazky
uhlicitanu sodného. Na obrazku 12 je ukazan graf zedatdizace roztoku HCI, vémz Ize
vidét jak potenciometrickou tak i vodivostnitikku. V tabulce 5 jsou shrnuty jednotlivé
spoteby a koncentrace roztokCl.

Raselina
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Obrazek 11Konduktometrické stanoveni vzorku raseliny
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600

Standardizace HCI

550 -
500 -
450 +
400 ~

350
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300 A
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200 +
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Obrazek 12Standardizace HCI

Tabulka 5 Standardizace HCI pro Wandruszkovu metodu

V (ml)

01 2 3 45 6 7 8 9 101112 13 14 1516 17 18 19 20 21

pH

Myaco, (MA] Vel [ml] Cuci [mol/l]

258,43 13,0 0,0150

258,43 13,2 0,014 8
0,014 9
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Barytova metoda

V tabulkdch 6 — 8 jsou uvedeny vysledky stanoveslkavé kyselosti pomoci barytové
metody. Hodnoty, které jsou uvedeny v tabulce & laygkany bezprostdre po odfiltrovani
srazeniny barnatych huntétvysledky z tabulky 7 pochézeji zékeni, kdy byl posledni krok
(titrace zbytkového Ba(OH)provedena s 14-ti dennim odstupem. Vysledky zlkgbé
pochazeji z r&eni, kdy pedposledni krok (filtrace srazeniny barnatych huindtyla
provedena s 14-ti dennim odstupem. Vzhledem k t@muBa(OH) reaguje s atmosférickym
CO,, mohli bychom pedpokladat, Ze wdiieni, které mlo dvoutydenni¢asovy odstup neni
spolehlivé a tyto vysledky nebudeme brat v GvahotoTby také mohlo vysilovat velké
rozdily mezi jednotlivymi sadami. Na druhou strammgrky byly po celych 14 dni umésty
v Erlenmayerovych h&ach opatenych zabrusovou zatkou a vliv atmosférickéhg 6pnel
byt snizen. Navic spi@by HCI na slepé vzorky jsou u vSethstad totozné.

PrestoZze hodnoty kyselosti z tabulek 6 — 8 vzajepiiliS nekoreluji, je vidt, Ze roztoky,
které dva tydny staly, maji vySSi hodnotu kyselagibrovnani se vzorky stanovenymi ihned.
Kdyby Ba(OH) reagovalo s C®vedlo by to k poklesu Ba(Okl)v roztocich a nattené
hodnoty kyselosti by #y byt niZzsi v roztocich, které déle staly. Pozaoy trend je vSak
opany. Zejm¢ tedy dochazi k&akym reakcim mezi Ba(Okl)a huminovymi kyselinami
rozpusénymi ve filtratu. Tyto reakce vSak probihaji ponjialeez neutralizace kyselych
skupin a jejich vliv se projevi aziadu dni¢i tydni. Muze se jednat napo hydrolyzu
esterovych a laktonovych vazels pichZ se tvéi dalSi karboxylové skupiny.

Rozdily mezi vysledky uvedenymi vtabulkach 7 a &ngZz ukazuji omezenou
reprodukovatelnost barytové metody. Hodnoty celktatyéelosti vychazi v okoli hodnoty
1 000 cmol/kg a neukazuji nam zadné rozdily me&imiariznymi vzorky huminovych
kyselin.

X — mnozstvi kyselych skupin

Tabulka 6 MnoZstvi kyselych skupin (titrace ihned)

vzorek Mzorku Chcl Vslepy vzorek szorek AV X
[mg] [mol- 1] [ml] [ml] [ml] [cmol-kg']
Lignit (A) 100,0 0,122 1 34,2 26,5 7.8 940
Lignit (B) 100,7 0,122 1 34,2 27,0 7,2 875
Raselina (A) 102,9 0,122 1 34,2 26,0 8,4 975
Ragelina (B)|  104,7 0,122 1 34,2 254 8,8 1030

Tabulka 7 MnozZstvi kyselych skupin (filtrat byl ponechan 14 W&rlenmayerové bme a
poté byl titrovan)

vzorek Mzorku Chel Vslepy vzorek szorek AV X
[mg] [mol- 1] [ml] [ml] [ml] [cmol-kg']
Lignit (A) 101,7 0,122 1 34,3 20,9 13,4 1610
Lignit (B) 108,4 0,122 1 34,3 236 10,7 1210
Raselina (A) 111,3 0,122 1 34,3 224 11,9 1310
Raselina (B) 112,7 0,122 1 34,3 22,2 12,1 1311
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Tabulka 8 Mnozstvi kyselych skupin (vzorek byl ponechan i4vdirlenmayerové bae
potom byl pefiltrovan a titrovan)

vzorek Mzorku CHel Vslepy vzorek szorek AV X
[mg] [mol- "] [ml] [ml] [ml] [cmol-kg']
Lignit (A) 130,0 0,122 1 34,3 21,6 12,7 1190
Lignit (B) 107,2 0,122 1 34,3 22,5 11,8 1350
Raselina (A) 130,2 0,1221 34,3 21,p 13,1 1230
Raselina (B) 99,99 0,122 1 34,3 244 9,9 1220

4.2 Acetatova metoda

Pri této metod se stanuji jako kyselé skupiny jenom karboxylokapiy. Proto je obsah
nizSi nez @ stanovovani v barytové metadV tabulce 9vidime vypcitané mnozZstvi
kyselych skupin pro jednotlivé huminové latky. Zslgdiki je patrné, Ze &Si mnoZstvi
karboxylovych skupin je obsaZeno v raSelinovyctkdéh. To souvisi se skuteosti, Ze

v s

raSelina pedstavuje mladSi material s nizSim sttmprprouhelnani.

Vzhledem k tomu, Ze stanoveni acetatovou metodue [syli schopni provést opakovan
podle standardnihoi@dpisu, nizeme vidt, Ze rozgti v obsahu COOH skupin mezi &va
stanovenimi stejného vzorku se pohybuj@du desitek cmol/kg.

Obsah COOH skupin je zhruhkdvrtinovy v porovnani s celkovou kyselosti. V ramci
skupiny naSich 4 vzotkdokonce vykazuji mirnou pozitivni korelaci, nicriénohledem na
velikost chybovych usek a pomdrné velkou podobnost naSich vzdrke predcasnécinit
jakékoli zaery. Podobg jako u barytové metody mohou byt vysledky acetatavetody
ovlivnény piéitomnosti zbytk HCI pouzivané # izolaci huminovych kyselin. Toto ovliwmi
by bylo mozné odstranit pomoci gravimetrického st@mé Bac¢i Ca ionti ve filtratu ve
forme¢ siram, respektive Stavelanu. S ohledem na technickélgmob jsme toto stanoveni
vSak neprovatli.

Tabulka 9 MnozZstvi karboxylovych skupin

vzorek Mzorku C NaOH szorek Vslepyvzorek AV X Xpni\m.
[mg] | [mol-I"] | [ml] [ml] [ml] | [cmol-kg] [cmol-kg']
Lignit (A) | 105,8 | 0,102 7 2,6 0,2 2,4 228 230
Lignit (B) | 102,6 | 0,102 7 2,5 0,2 2,3 225 220
108,9 | 0,102 7 2,5 0,2 2,3 214
Raselina | 104,2 | 0,102 7 2,7 0,2 2,5 241 255
(A) 1049 | 0,1027 29 0,2 2,1 266
Raselina | 103,1 | 0,102 7 2,5 0,2 2,3 224 250
(B) 103,5| 0,1027 2,9 0,2 2,1 267
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Porovnani acetatové a barytové metody
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Obrazek 13Porovnani vysledkbarytové a acetatové metody

Na obrazku 13 riweme pozorovat trend, ktery ndm ukazuje Ze se Hey$u se
mnoZstvim kyselych skupin u barytové metody se apgysmnoZzstvi karboxylovych skupin u
acetatové metody. Ale nic vic z toho usoudit héeme.

Na obrazku 14 iiveme vidt potenciometrické stanoveni slepého vzorku. OlrédlZe
obsahuje jenom jednu potenciometrickotiviku, protoZze z dvodi nevhodného nastaveni
pH-metru @i prvnim stanoveni jsme neziskali spolehliva d&tai obrazku 16, 17, 18 jsou
potenciometrické ivky jednotlivych vzorki. Rozdil ve kivkach je zfisoben manualni
titraci, rozdilnosti navazek a negnym ode&tanim jak pH tak objemu, ktery bytigavan.

Slepy vzorek

[ | —=— Prvni stanoveni
12 1| Opakované stanoveni

Obrazek 14Titrace slepého vzorku
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Lignit (A)

—e— Prvni stanoveni \

pH
(o]

6 T T T T T T T T T T T T T T
0 05115 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75

V [ml]

Obrazek 15 Potenciometrické stanoveni mnozstvi huminovyctk l&@elovanych z lignitu
prvni metodou (extrakce za laboratorni teploty pbw 24 h)

Lignit (B)

12 | —e—Prvni stanoveni o —A 4
— 4 — Opakované stanoveni —a

6\ T T T T T T T T T T T T T T T T
0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85

V [ml]

Obrazek 16 Potenciometrické stanoveni mnozstvi huminovyctk l&@elovanych z lignitu
druhou metodou (extrakceigeplot 50 — 80 °C po dobu dvou hodin)
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Raselina (A)

12 -| —— Prvni stanoveni
11,5 1 —— Opakované stanoveni

6 I T T T T T T T T T T T T T T T T
0 051 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85

V [ml]

Obrazek 17 Potenciometrické stanoveni mnoZstvi huminovyclk l&@ovanych z raSeliny
prvni metodou

Raselina (B)

12,5 — —®—Prvni stanoveni
— & — Opakované stanoveni

6 I T T T T T T T T T T T T T T T T
0051152 25 3 35 445 5 55 6 65 7 75 8 85

V [ml]

Obrazek 18 Potenciometrické stanoveni mnozstvi huminovyck lat@ovanych z raSeliny
druhou metodou
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4.3 R.von Wandruszkova metoda

Pri této metod se stavuje obsah COOH skupin ve vzorku. MnoZsiuddxylovych skupin
je uvedeno v tabulce 10. Vygené mnozstvi ip von Wandruszko¥ metod je zna&né nizsi
od hodnot ziskanych pomoci acetatévbarytové metody. V tabulce 10 vidime, Ze podte té
metody je obsah kyselych skupiét$i v lignitu nez v raSelin

Tabulka 10 MnoZstvi karboxylovych skupin

vzorek m Chcl \Y \/ AV X Xpram.
vzorku [mol/l] | slepy | vzorek |[ml] |[cmol-kg'] | [cmol-kg']
[mg] vzorek | [ml]
[mi]
Lignit 84,9 0,014 9 2,4 10,0 7,6 133 136
(A) 87,32 | 0,014 9 1,9 10,2 8,3 141
87,47 | 0,014 9 3,1 11,0 7,9 134
Lignit 80,86 | 0,014 9 4.5 12,8 8,3 153 150
(B) 84,69 | 0,014 9 4.7 12,7 8 141
84,88 | 0,014 9 3,9 12,9 9 158
Raselina 80,14 | 0,014 9 3,8 11,4 7,6 141 126
(A) 90,67 | 0,014 9 3,6 10,4 6,8 112
Raselina 82,17 | 0,014 9 3,4 10,0 6,6 120 122
(B) 84,30 | 0,0149 | 3,6 101 | 65| 115
83,45 | 0,014 9 3,0 10,4 7,4 132

U obrazki 20 a 22 vidime, Zeilkwky ze vSechif titraci maji ténsi totoZzny pfibéh. U
obrazku 19 je jednativka vyrazré posunuta k vy$Sim hodnotam vodivosti. Nich&itka
plata rozhodujici pro vyget obsahu kyselych skupin je obdobna jako u zbgidji dvou
stanoveni a i vypiena kyselost seriiis nelisi. Pravépodobnym zdvodnenim této odchylky
muze byt nepesnost fi praci (nap. misto destilované vody mohl byt vzorek omylem
rozpusén v roztoku NaCl). U obrazku 21 se odchyluje tigatruhého vzorku. To jefgme
zpisobeno tim, Ze tento vzorek byl micha®gpnoc a titrace provedena az druhy den. Je
mozné, Zze podoknjako u barytové metody i v tomtaipad dochazi k postupné zme
vzorku. Hodnota obsahu kyselych skupin z tohotoastani nebyla do tabulky zahrnuta.

Rozdil mezi jednotlivymi metodami mohl byt dgoben #znymi aspekty. Dlezitym
aspektem mohla byt koncentrace. U Wandruszkovy dygsime pouZivali koncentraci latky,
ktera byla nizSi nez koncentrace u dalSich dvomostani. Taky na tom mohl mit vigas. U
barytové a acetatové metody byly vzorky poneché&eg poc a pak se titrovaly, zatimco u
Wandruszkovy metody byl vzorek michan asi 90 mirlukdyz jak mizeme vidt na
obrazku 21, kdy byl vzorek michabgs noc, neriizeme u&it mnozstvi kyselych skupin.
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Lignit (A)

—e— Prvni stanoveni
—a— Druhé stanoveni
—a— Tfeti stanoveni

G [puS/cm]

100 12,0 14,0 16,0 180 20,0 22,0
V [ml]

8,0

6,0
Obrazek 19Konduktometrické stanoveni mnozstvi huminovyck latdovanych z lignitu
prvni metodou

Lignit (B)
1050

—e— Prvni stanoveni
— # — Druhé stanoveni

1000 A
950 -

- - & - - Tfeti stanoveni

900 -
850 -
800
750
700
650

G [pS/cm]

600 - ‘ ‘ ‘
0,0 5,0 10,0 15,0

V [mi]

Obrazek 20Konduktometrické stanoveni mnozstvi huminovyck latdovanych z lignitu
druhou metodou
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Raselina (A)

1000

—e— Prvni stanoveni
900 | | ™ Druhé stanoveni
—a— Tfeti stanoveni

G [pS/cm]

400 -+

0,0 5,0 10,0

15,0 20,0
V [ml]

Obrazek 21Konduktometrické stanoveni mnozstvi huminovyck latdovanych z raseliny
prvni metodou

Raselina (B)
1400
1300 - —e— Prvni stanoveni
1200 | —a— Dvruk,n stanover,u
—a— Treti stanoveni

0,0 3,0 6,0 9,0 12,0 15,0 18,0

V [ml]

21,0

Obrazek 22Konduktometrické stanoveni mnozstvi huminovych latdovanych z raseliny
druhou metodou
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5 ZAVER

Cilem této bakaigké prace bylo stanovit obsah kyselych skupin vihamych latkach,
které byly izolovany z lignitu a raSeliny extralgii laboratorni teplat po dobu 24 hodin afp
teplog 50 - 80 °C po dobu dvou hodin. Porovnavaly jstienietody, kterymi lze stanovit
obsah kyselych skupin v huminovych latkach. Bylametoda barytova, acetatova a von
Wandruszkova. i barytové metod jsme stanovili celkovy obsah kyselych skupin (z&jia
karboxyli a enolickych hydroxyl) v huminovych latkach. Obsah kyselych skupin nam$el/
okolo 1 000 cmol/kg. Hodnoty kyselych skupin megkami izolovanymi z lignitu a raseliny
a hodnoty mezi nasSimi dwma postupy se ifiS neliSily. Ri stanovovani karboxylovych
skupin pomoci acetatové metody nam mnozstvi kaidboygh vySlo okolo 250 cmol/kg.
VySSi hodnoty nam vychéazely u huminovych latek azahych z raseliny, i kdyz rozdily ani
tady nejsou moc velké rfiPfpouZziti von Wandruszkovy metody ndm hodnoty vydbsetinné
oproti barytové metada polovini oproti acetatové metddTato metoda stanovuje vysSi
obsah karboxylovych skupin v huminovych latkachazanych z lignitu, coZ je v nesouladu
s vysledky ziskanymi pomoci barytosiéacetatové metody.
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