VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA CHEMICKA
USTAV FYZIKALNi A SPOTREBNi CHEMIE

FACULTY OF CHEMISTRY
INSTITUTE OF PHYSICAL AND APPLIED CHEMISTRY

ROZPUSTNOST A DISOCIACE HUMINOVYCH KYSELIN

BAKALARSKA PRACE
BACHELOR'S THESIS

AUTOR PRACE ROMANA KOLAJOVA
AUTHOR

BRNO 2010



VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

N
%
&

2
7z

FAKULTA CHEMICKA
USTAV FYZIKALNIi A SPOTREBNi CHEMIE

(

FACULTY OF CHEMISTRY
INSTITUTE OF PHYSICAL AND APPLIED CHEMISTRY

/?%

ROZPUSTNOST A DISOCIACE HUMINOVYCH
KYSELIN

SOLUBILITY AND DISSOCIATION OF HUMIC ACIDS

BAKALARSKA PRACE

BACHELOR'S THESIS

AUTOR PRACE ROMANA KOLAJOVA

AUTHOR

VEDOUCI PRACE doc. Ing. MARTINA KLUGAKOVA,
Ph.D.

SUPERVISOR

BRNO 2010



Vysoké uceni technické v Brné

», Fakulta chemicka
Purkynova 464/118, 61200 Brno 12

B
\S
7

-
7z

Zadani bakalarskeé prace

Cislo bakalafské prace: FCH-BAKO0425/2009 Akademicky rok: 2009/2010
Ustav: Ustav fyzikalni a spotfebni chemie

Student(ka): Romana Kolajova

Studijni program: Chemie a chemické technologie (B2801)

Studijni obor: Spotfebni chemie (2806R002)

Vedouci bakaléiské prace: doc. Ing. Martina Klué¢akova, Ph.D.

Konzultanti bakalafské prace: Ing. Eva Cechova

Nazev bakalarské prace:

Rozpustnost a disociace huminovych kyselin

Zadani bakalarské prace:

Cilem prace je stanovit zdanlivé disociacni konstanty huminovych kyselin spektrofotometricky a posoudit
moznosti vyuZiti této metody ve vyzkumu huminovych latek.

Termin odevzdani bakalarské prace: 28.5.2010

Bakalafska prace se odevzdava ve tfech exemplafich na sekretariat Ustavu a v elektronické formé
vedoucimu bakalafské prace. Toto zadani je pfilohou bakalafské prace.

Romana Kolajova doc. Ing. Martina Klu¢akova, Ph.D. prof. Ing. Miloslav Pekaf, CSc.
Student(ka) Vedouci prace Reditel ustavu
V Brnég, dne 1.12.2009 prof. Ing. Jaromir Havlica, DrSc.

Dékan fakulty



ABSTRAKT

Chovani huminovych kyselin ve vodnych roztocich tzce souvisi s obsahem kyselych
funkcnich skupin a jejich disociaénimi schopnostmi. Pro studium acido-bazickych vlastnosti
huminovych kyselin jsou nej¢astéji vyuzivany titracni metody, jejichZ vysledky by meély vést
ke stanovovani obsahu jednotlivych funk¢nich skupin a jejich pK,. Stanovené hodnoty ov§em
zéavisi na mnoha faktorech vcetné€ rychlosti titrace. Tato prace si klade za cil ovefit moZnost
vyuziti UV/VIS spektrofotometrie jako alternativni metody pro stanoveni pK, huminovych
kyselin a srovnat dosazené vysledky s dosud vyuZivanou metodou podle Hendersona-
Hasselbacha. Principem nové pouzité spektrofotometrické metody je priprava roztoka
huminovych kyselin ve tfech riznych prostfedich srozdilnymi hodnotami pH. V silné
zésaditém prostredi jsou kyselé skupiny huminovych kyselin prakticky dplné disociovany
a méfend absorbance je zpusobena aniontem ,,humatu“. Naopak v siln€ kyselém prostiedi je
jejich disociace potlaCena natolik, Ze meéfime absorbanci nedisociovanych molekul
huminovych kyselin. Bylo zjisténo, Ze po tpravach je mozné spektrofotometrickou metodu
pouzit pro stanoveni pK, téchto litek, pfiCemz pouzitelnost metody byla ovéfena na tfech
raznych vzorcich huminovych kyselin. Na zdkladé naméfenych dat byl stanoven optimdlni
pomér huminové kyseliny — voda a rozsah vlnovych délek pro méfeni UV/VIS spekter. Bylo
potvrzeno, Ze hodnoty pK, stanovené touto metodou 1épe popisuji skute¢né disociacni chovani
huminovych kyselin ve vodé€ nez tradi€ni Henderson-Hasselbachova metoda. Ziskana
UV/VIS spektra v kombinaci s vysledky méfeni pH a vodivosti dédle prokdzala odliSnosti
v chovani rizn¢ pripravenych vzorkd huminovych kyselin.

ABSTRACT

The behaviour of humic acids in aqueous solutions is closely connected to the content of acid
functional groups and their dissociation abilities. The titration methods are the most often
used for the research of acid-basic characteristics of humic acids, their results should lead to
the determination of the content of functional groups and their pK,. However the determined
values depend on many factors including the titration speed. The aim of this bachelor’s thesis
is to verify the possibility of UV/VIS spectrophotometry’s use as alternative method for the
determination of pK, of humic acids and to compare the gained results with so far used
method according to Henderson-Hasselbach. The principle of newly used spectrophotometry
method is the preparation of humic acids solutions in three different media with different pH
values. Acid groups of humic acids are practically completely dissociated in intensely basic
environment and the measured absorbance is caused by anion of ,,humate. On the contrary
their dissociation in acid environment is suppressed so much that we measure the absorbance
of non-dissociated molecules of humic acids. It was found out that after the modification it
was possible to use the spectrophotometry method for the determination of pK, of these
substances, while the use of method was verified within the three different samples of humic
acids. The optimal ratio humic acids — water and the extent of wavelength for measuring
UV/VIS spectra were determined. It was proved that the values of pK, determinated by these
methods better describe the real dissociation behaviour of humic acids in water than
traditional Henderson-Hasselbach method. The UV/VIS spectra gained in combination with
the results of pH measuring and the conductivity next showed the differences in the behaviour
of differently prepared samples of humic acids.
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1. UVOD

Huminové kyseliny jsou fazeny do Siroké skupiny organickych latek, které maji rostlinny
puvod. Jsou definovany jako frakce huminovych latek, které nejsou rozpustné v kyselém
prostredi. Jedna se o vysokomolekuldrni organické slouceniny, v jejichZ struktufe se nachdzeji
aromatické cykly a hlavné velké mnoZstvi kyselych funk¢nich skupin. Pro stanoveni jejich
obsahu a pK, existuje fada metod poskytujicich Casto rozdilné vysledky. Celkové kyselost
i obsah jednotlivych funkénich skupin Casto zavisi na zplsobu jejich stanoveni. VyuZivany
jsou zejména titracni metody, u kterych vSak hraji roli takové faktory, jako je obsah
huminovych kyselin v titrované suspenzi, rychlost titrace apod. Vzhledem ke sloZitosti
struktury huminovych kyselin v nich existuji kyselé skupiny razné sily, a tedy i rizné pK,.
Presto je snaha charakterizovat huminové kyseliny jednou stfedni hodnotou pK,, kterd by
mohla byt snadno vyuzita ke srovnani riznych vzorku.

Tato bakalafskd prace je zaméfena na studium disociace huminovych kyselin. Jejim cilem je
spektrofotometrické stanoveni zddnlivych disociacnich konstant a posouzeni moznosti vyuZiti
této metody ve vyzkumu huminovych liatek. Déle se tato studie zabyvad vlivem izolace
a zpusobu dpravy vzorkt huminovych kyselin na jejich acido-bazické vlastnosti.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Huminové latky

Huminové latky jsou fazeny mezi nejvice rozsifené ptfirodni produkty na zemském povrchu.
Jsou zastoupeny ve vodach, v pudé€ a v kaustobiolitech (raseliné, hnédém uhli a lignitu).
Vznikaji procesem humifikace, coZ je chemicky ¢i biochemicky rozpad (tleni) organické
hmoty a pfipadné do ni mize byt zahrnovana i syntézu mikroorganizmu. JelikoZz slozeni
Zivocisnych i rostlinnych t€l je velice rozmanité, vede ke vzniku nekone¢ného po¢tu molekul,
z ¢ehoz vyplyvd, Ze se huminové latky nedaji charakterizovat jednotnou strukturou ani
vlastnostmi. Jejich velikost, molekulovd hmotnost, struktura, sloZeni, pocet a poloha
funk¢nich skupin je zdvisld na materidlu, z n€hoz vznikly [1].

2.1.1 Rozdéleni huminovych latek

Yev s

Existuje n€kolik zptsobu klasifikace huminovych latek. Jedno z nejcastéjsich je dé€leni do ti{
skupin na zdklad€ rozpustnosti ve vodnych roztocich:

- fulvinové kyseliny — rozpustné v kyselindch 1 zdsadach

- huminové kyseliny — rozpustné ve zfedénych zdsaditych roztocich a Caste€n€ jsou
i v roztocich kyselych

- huminy — nerozpustné ani v kyselindch ani v zdsadach

Fulvinové kyseliny jsou nejmensi Castice mezi huminovymi ldtkami. Jejich molekulova
hmotnost je nejnizsi ze vSech huminovych latek. Obsahuji vice O a S, ale méné C, H a N.
Ve své struktufe maji vice nasycenych fetézci a méné aromatickych jader. Pritomnost vétsiho
mnozstvi karboxylovych a hydroxylovych skupin zapfi€ifluje jejich rozpustnost v celé Skale
pH 2], [3].

Vv

Huminové kyseliny maji molekulovou hmotnost vyssi nez fulvinové kyseliny a zaroven niZsi
neZ huminy. Jejich Spatnd rozpustnost v kyselém prostfedi je zapfiCinéna protonaci
karboxylovych skupin, kterd vede az k jejich sraZeni [1].

Huminy maji vysokou molekulovou hmotnost, relativné maly specificky povrch a nizky pocet

Mowe

Je zndmé dé€leni huminovych litek podle barvy — hnédé huminové kyseliny, které se
v bazickém roztoku nesrdzi ptidavkem elektrolytu a Sedé huminové kyseliny, které se naopak
sraZi po pfidani elektrolytu. Je zde jedna charakteristika, kterd udavd, Ze tmavé huminové
latky obsahuji sloZky s vysokou molekulovou hmotnosti. Z Obr. 1 je patrné, Ze fulvinové
kyseliny jsou Zluté, huminové kyseliny jsou hnédé nebo Sedé a huminy jsou obvykle Cerné.
Na molekulovou hmotnost huminovych kyselina maji vliv i zmény v obsahu uhliku a kysliku
a zmeény v kyselosti [4].
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Obr. 1 Klasifikace huminovych kyselin [5]

2.1.2 Slozeni huminovych kyselin

Huminové kyseliny maji velice rozmanitou strukturu, kterd nebyla doposud pfesné urcena a to
1 pfes to, Ze se hojn€ vyskytuji v Zivotnim prosttedi. V jejich stavbé se totiZ objevuje obrovské
mnozstvi riznych funk¢nich skupin [1].

Zakladni sloZzeni huminovych kyselin zdvisi na puvodu, vzniku, stafi a zpuisobu ziskani
vzorku. Na jejich kompozici md velky vliv i rychlost extrakce téchto latek po odebrani
vzorku. Huminové kyseliny obsahuji zejména prvky uhlik, vodik a kyslik. V menSsi mife jsou
zde pak ptitomny dusik, sira a fosfor. MnoZstvi uhliku v piidnich huminovych kyselinach bylo
stanoveno na 36 — 49 atomovych %, vodiku na 29 — 47 atomovych %, dusiku na 0,6 — 3,3
atomovych % a kysliku na 18 — 25 atomovych % [3].

V literatufe se objevuje mnoho pokust o objasnéni struktury huminovych kyselin a vytvofeni
jejich obecného vzorce. Na obrdzcich (Obr. 2, Obr. 3, Obr. 4, Obr. 5) jsou uvedeny piiklady
nekterych z nich.

Hf|:=0 sugar

1 .
RCH M e=0 Q@ 0 “H
i 0
Ho 0 h & n 7 COOH
{ CH—CHg
OH  OH o a & 0 COOH
= o

|
(%=O peptide
MH

Obr. 2 Struktura huminovych kyselin podle Stevensona [6]
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Obr. 3 Cdst strukturniho vzorce huminové kyseliny od Schultena a Schnitzera [6]
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Obr. 4 Pocitacové vytvoreny model huminové kyseliny [6]
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Obr. 5 Cdst struktury huminové kyseliny [7]

2.1.3 Obsah kyselych funk¢nich skupin v huminovych kyselinach

Huminové kyseliny jsou tvofeny alifatickymi fetézci a aromatickymi cykly, na néz jsou
navdzany funkéni skupiny. Mezi tyto charakteristické funkéni skupiny se fadi zejména
karboxylova skupina — COOH, ktera tvoii majoritni ¢ast celkové kyselosti, skupiny alkoholt
a fenold — OH, dale pak chinolovd, hydroxychinolova, laktonova skupina, atd. Zakladni
jednotky mohou byt spojeny pomoci mustkd, kterymi jsou napt. — O —, — S —, - NH —, — NH;
[4].

Metody pro stanoveni obsahu funkénich skupin v huminovych latkach jsou zaloZeny na
kyselych vlastnostech téchto skupin. AvSak vysledky takovychto stanoveni musi byt brany
s ohledem na moznost piekryvéani kyselosti nékterych skupin mezi sebou navzdjem. Dalsi
nevyhody tkvi zejména ve Spatné rozpustnosti huminovych kyselin ve vodé a ve vétSing
organickych rozpoustédlech. Dalsi problémy mohou zpasobovat oxidaéni a redukéni
vlastnosti.

Vev s

Nejbézné&jsi metodou stanoveni jsou nepiimé potenciometrické titrace a to konkrétné metoda
urcovani kyselosti pomoci hydroxidu barnatého a urCovani karboxylovych skupin metodou
vymeény acetdtu vapenatého. Analyza kyselych funkénich skupin vSak muZe byt provadéna
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celou fadou rtznych titraci, napf. piimou titraci, pferuSovanou titraci, nepiimou titraci,
nepiimou spojenou titraci, atd. U huminovych kyselin se urCeni obsahu kyselych funkénich
skupin muaZe rozdélit na metodu stanoveni celkové kyselosti huminovych kyselin nebo
na urovani obsahu karboxylovych a fenolovych funkénich skupin.

U huminovych kyselin je dulezity obsah kyslikatych funkénich skupin, ktery se urCuje
zjisténim obsahu kysliku v téchto latkach, jenZ je pfitomen zejména v karboxylovych
skupinidch a dale pak i ve fenolovych, enolovych a alkoholovych skupindch. Takto ziskané
hodnoty jsou vSak dosti nespecifické, a proto je tieba brit je s rezervou.

Zaveérem lze konstatovat, Ze celkova kyselost je mnohem vys$i u fulvinovych kyselin nez
u huminovych. Rovnéz bylo zjiSt€éno, Ze fulvinové kyseliny obsahuji mnohem vice
kyslikatych funkénich skupin neZ ostatni organické polymery, které se béziné€ vyskytuji
na Zemi [5].

2.2 Rozpustnost a disociace huminovych kyselin

Rozpustnost latek je obecné velmi vyznamnym jevem v chemické praxi, zejména u kapalnych
roztokl. Rozpustnost urCité latky je definovana jako koncentrace nasyceného roztoku urcité
latky pfti urcitych fyzikdlnich podminkach (teplota, tlak) [9].

Rozpustnost huminovych kyselin je zkouména zejména proto, aby byly objasnény d€je mezi
huminovymi kyselinami a vodou v pudé. Rozpustnost huminovych kyselin se odviji od jejich
pH, iontové sily a sily elektrolytickych iontd. Huminové kyseliny jsou mirné disociovany
diky jejich polyaniontovému charakteru, coz zapfiCiiiuje, Ze se mohou spojovat s kationy [4].

Pritomnost disociovatelnych funk¢nich skupin ve struktufe huminovych kyselin zpisobuje, Ze
se chovaji jako slabé kyselé polyelektrolyty [4]. Disociaci vznikd polyaninont o velkém poctu
elementdrnich ndbojii a ekvivalentni pocet malych protiiontd opa¢ného ndboje (H;O").
Dulezity je fakt, Ze silné kyselé skupiny disociuji upln€, zatimco slabé kyselé skupiny
disociuji pouze do urcitého stupné [10].

Chovéani huminovych kyselin ve vodnych roztocich lze charakterizovat disociacni konstantou
podobné jako u jednoduchych organickych kyselin.

Slaba jednosytnd kyselina HA disociuje podle rovnice

HA=H"+A". (1)
RovnovaZzna konstanta této reakce se nazyva disociacni konstantou kyseliny. Plati pro ni:
2
k= O S O T o)
Aya Cua “* 7na " Cy

Jestlize se v systému neuvazuje zadna dalsi reakce (napf. disociaci vody), maze byt sloZeni
rovnovazné smési vyjadieno pomoci stupné disociace:

Cha =(I-a)c 3)
c,. =a-c )
c, =a-c (&)

kde a je aktivita, ¢ je moldrni koncentrace, y je aktivitni koeficient a « je stupei disociace.
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Rovnici (2) 1ze potom napsat ve tvaru:

K= X ©)
(1-a) Y -cu
kde c je pocatecni koncentrace kyseliny.
Silné dvojsytna kyselina H,A disociuje do prvniho stupné tplné
H,A=H"+HA" (7)
a do druhého stupné do ustaveni rovnovéihy
HA  =H" +A™. ®)
Pro disociacni konstantu reakce (8) plati:
K= Cur Cpr Vi 9)
Cya " Cu
V souladu s Debyeovym-Hiickelovym limitnim vztahem se pfedpoklada, Ze:
Yia- =7 (10)
Yy =V (11)

Neuvazuji-li se v roztoku zadné jiné ionty nez ty, které vznikly reakcemi (7) a (8), mize byt

rovnice (9) pfepsdna na:

ca(I+a)y!
c

K =

(12)

ma-  Cst

kde c je pocatecni koncentrace kyseliny a o stupeni disociace aniontu HA™.
2.2.1 Metody studia rozpustnosti a disociace huminovych kyselin

2.2.1.1 Titracni metody

Pro studium disociacnich rovnovah se ¢asto pouZivaji titraCni metody. Jako titra¢ni €inidlo se
nejcastéji pouzivd hydroxid sodny nebo barnaty. Zpravidla se ptfedpoklddd disociace
koncentrovanych funknich skupin, jako jsou COOH skupiny, enolické a fenolické OH
skupiny a za urcitych podminek také aminoskupiny.

Pro ur€eni zdadnlivé disociaCni konstanty se obvykle pouZivd Henderson-Hasselbachova
metoda, kterd je popsdna v publikaci [12] ndsledujici rovnici:

pH:pKapp—nlogla (13)
kde pKapp je zddnliva disociacni konstanta a « je stupeni disociace.
Stuperi disociace oo muze byt vyjadren z titraéni kfivky pro celkovou kyselost:
Crnoon Vo TH [ WV, + Vi
o= NaOH NaOH [ ](p NOH) (14)

bc.gHA

13



kde cy,on je molarni koncentrace odmérného roztoku a Vy,, je jeho objem, V= je objem

susp
suspenze pred titraci, [H"] je koncentrace H", b, je celkovd kyselost a g,, je navazka

vzorku huminové kyseliny pottebnd pro titraci.

Titracni kiivka podle Hendersona-Hasselbacha se vyjadiuje jako zavislost pH na log{li} .

Autori prace [17] titrovali huminové kyseliny v prostfedi s riznou iontovou silou a podle
svych vysledki rozdélili jejich funkéni skupiny do dvou podskupin: na silné a slabé, pti¢emz
kazdé podskupiné pftisoudili jistou distribuci pK,. Experimentdlni data proklddaji vlastnim
modelem odvozenym na zdkladé Debye-Hiickelovy teorie. Vysledky srovnavaji s daty
ziskanymi pro kyselinu galovou, jako modelovou aromatickou hydroxykyselinu.

V préci [13] se zkoumaji vlastnosti ionizovatelnych funkcnich skupin huminovych kyselin.
Potenciometrickou titraci se stanovuje stechiometrie a pK, téchto funkCnich skupin. Podle
vysledkl bylo ureno, Ze existuji dva az tfi rizné druhy karboxylovych kyselin vyskytujicich
se ve zkoumanych huminovych kyselinach. Z vysledka lze rovnéZz usuzovat, Ze heterogenita
mezi funkénimi skupinami vyznamné ovliviiuje acidobazické vlastnosti huminovych kyselin.

Velice jednoduchy zpusob potenciometrické titrace byl pouZit v praci [14]. Byly zde
zkoumdny acidobazické vlastnosti u dvou riznych vzorki pidnich huminovych kyselin.
Titraci byla u huminovych kyselin uréena pufracni kapacita, hodnoty zanlivych disociacnich
konstant a povrchovy nédboj.

V prici [15] se vychdzi opét z Debye-Hiickelovy teorie. Je ji popsdn efekt elektrostatické
interakce na protonovou disociaci huminovych kyselin. Aplikace této teorie poskytuje zptasob
oddéleni elektrostatického efektu na protonovou disociace od puisobeni heterogenity mezi
disociovanymi skupinami.

Autoti ¢lanku [16] provedli potenciometrickou titraci u huminovych kyselin extrahovanych
ze spraSovych pud. K ziskani experimentélnich dat navrhli afinitni spektrum, podle né&jz urcili
spravny postup titrace. Z titranich kfivek potom ur€ili mnoZstvi kyselych funkénich skupin
a jejich disociacni konstanty. Podle téchto udaji odvodili prubéh celé disociace a potvrdili,
Ze huminové kyseliny obsahuji velké mnozstvi raznych druht kyselych funkcnich skupin.
Celkovy stuperi disociace muze byt stanoven na zdkladé nasledujici rovnice:

I

kde ¢, je koncentrace kyselych funkCnich skupin pfitomnych v molekuldch huminové

kyseliny a K, je jejich disociacni konstanta, [Li] je koncentrace ionizovanych funkc¢nich
skupin.

V publikaci [17] urCovali védci u rizné ziskanych huminovych kyselin acidobazické
vlastnosti, v€etné jejich disociacni konstanty. Pouzivali k tomu specidlni snimaci diferencidlni
potenciometrii. Vysledky této metody porovndvali s béZnymi metodami urovéni disociacni

konstanty a to 1 s potenciometrickou titraci. Autofi dospéli k zaveru, Ze jejich data se shoduji
s hodnotami z jinych metod.

Potenciometricka titrace heterogennich pfirodnich polyeletrolytt je v praci [18] aplikovdna na
huminové kyseliny. Tato metoda je zaloZena na srazeci teorii polyelektrolytd. Cilem autort
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tohoto Clanku bylo objasnit podstatu acidobazickych vlastnosti polyelektrolytii s ruiznymi typy
iontovych skupin. Bylo prokdzano, Ze huminové kyseliny mohou byt v €astech jejich struktur
povazovany za linedrni polyelektrolyty.

V praci [19] byly zkoumdny metody frakcionace funkénich skupin huminovych kyselin
pomoci konduktometrickych titraci. Funk¢éni skupiny byly v této studii rozdéleny do tii
skupin: na skupiny, které obsahuji hydroxylové skupiny a €ast karboxylovych skupin, ddle
na karboxylové skupiny ruznych alifatickych a aromatickych monomernich jednotek
a na skupiny, které obsahuji karboxylové skupiny s nizkymi hodnotami disociacnich konstant,
silicyléty a ftalaty.

Publikace [20] se vénuje nevodnym titracim fulvinovych kyselin. Jednd se o velice
jednoduchy a spolehlivy zpusob, jak ziskat informace o spektru kyselosti danych latek. V této
praci byl jako nevodné prostiedi pouZzit dimethylformamid a jako titrant tetrabutylamonium
hydroxid. Jako vnitfni standard byla pouzita p-hydroxybenzoovd kyselina. Tato metoda
umoZziiuje porovndvat rozloZeni funkci karboxylovych a hydroxylovych skupin pouzitim
vnitini referencni sloucCeniny b&hem nevodnych titraci, nabizi moZnost 1épe zkoumat
ruznorodost huminovych latek a poskytuje jednoduchy postup jak porovnavat huminové
kyseliny z riznych zdroju.

2.2.1.2 Spektrofotometrické metody

Urceni disociacni konstanty pK, u huminovych kyselin je daleZitou metodou studia jejich
vlastnosti. Tato price je zamé&fena na relativné€ jednoduchou, ale i pfesto pfesnou metodu a to
na absorpcni spektrofotometrii v UV/VIS oblasti. Absorpéni spektra huminovych kyselin
vSeobecné zdviseji na pH prostiedi. Spektroskopickd metoda stanoveni pK, je zaloZena
na zmeéng tvaru a intenzity absorpcnich spekter pti zméné pH prostiedi.

Spektrofotometrické urceni disociacni konstanty se objevuje i v publikaci [21][12], kde je tato
metoda pouzita ke stanoveni disociacni konstanty vyluht pykrata alkalickych kovi a pykratu
tetrabutylamonného, které jsou rozpoustény v roztoku 4-methyl-2-pentanonu. Touto studii se
potvrdilo, Ze k dplné disociaci dochdzi v roztocich s nizkou koncentraci a se zvySujici se
koncentraci disociace klesd. Disociace pykrata alkalickych kovi se mezi sebou navzdjem
skoro nelisi. Pykrat tetrabutyluamonny disociuje o néco 1épe neZ pykraty alkalickych kovu.

V préci [22] byl zjistovan vliv disociacni konstanty na povrchovou koncentraci. Zkoumanou
latkou byl pralidoxim, ktery je fazen mezi oximy, jeZ vdZou a-nukleofilni skupinu. Pralidoxim
byl rozpousté v Cisté vodé nebo v 50% roztoku acetonitrilu. Bylo prokdzédno, Ze disociacni
konstanta pralidoximu nemé vliv na jeho povrchovou koncentraci.

V publikaci [23] se uvadi, Ze spektrofotometrické ureni disocia¢ni konstanty neni vhodné
pro nékteré kyselé herbicidy. K tomuto zavéru se dospélo na zdkladé porovnani vysledkt
s daty ziskanymi z potenciometrické a konduktometrické titrace.

Védci v publikaci [24] rozpoustéli methyloranz, methylCervenn a methylviolet ve vodé nebo
v micelarnich roztocich o riznych koncentracich. Rozpousténé latky znacné ménily hodnoty
disocia¢nich konstant, coZ bylo zpusobeno zejména Sté€penim Castic a pusobenim
elektrostatickych sil.
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V prici [25] byly porovndvany vysledky spektrofotometrické a potenciometrické metody.
Disociacni konstanty byly urCovany u tif derivatl 2-merkapto-5-R-amino-1,3,4-thiadiazolu.
Obé metody prokdzaly, Ze vSechny derivity maji velice nizkou kyselost. Potvrdila se zde
teorie, Ze hodnoty disociacnich konstant jsou ovlivnény zejména vlastnostmi amino skupin.
Z vysledki jasn€ vyplyva, Ze spektrofotometrické stanoveni je jedno z nejvhodnéjsich

Yev s
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Poutzité pristroje
- pH-metr METTLER TOLEDO, Seven Easy
- konduktometr METTLER TOLEDO
- UV/VIS spektrofotometr HITACHI U-3900H

3.2 Pouzité chemikalie
- vzorky huminovych kyselin: HK 1, HK 2, HK 3
- HCI35% p.a., Lach-Ner., s.r.o.
- NaOH p.a., Merci, s.r.0.

- deionizovana voda

3.3 Priiprava vzorku huminovych kyselin

V ramci feSeni této prace byly pouzity tfi razné vzorky huminovych kyselin tak, aby byl
zaroven studovan vliv izolace a dpravy vzorkl na jejich acido-bazické vlastnosti a chovani
ve vodnych prostiedich.

HK 1 je vzorek technické kvality a je izolovan ndsledujicim zptsobem. 60 g lignitu bylo
zalito 2 dm’ extrakéniho roztoku (0,1 g-dm™ NaOH + 0,084 g-dm™ NasP,O;). Extrakce
probihala pfes noc za stdlého protfepdvani suspenze. Nasledujici den byl roztok zfiltrovan
pies hustou tkaninu a tuhy zbytek po filtraci byl znovu extrahovan stejnym cinidlem, tentokrat
pouze 60 minut. Poté byla opét provedena filtrace. Oba filtraty byly spojeny a okyseleny 20%
HCI do pH = 1. Roztok byl ponechan v lednici ptes noc. Druhého dne byla odsédta kapalina
nad usazeninou, zbytek byl 10 minut odstfed’'ovdn v centrifuze pfi 4000 otiCkach za minutu
a termostatu nastaveném na 10 °C. Usazenina byla tfikrat promyta HCl o koncentraci
0,2 g-dm_3 (pH < 1) a jednou destilovanou vodou. Nakonec byly ziskané huminové kyseliny
vysuseny pii 50 °C.

HK 2 je vzorek izolovany podobnym zpusobem jako HK 1 s tim rozdilem, Ze jako extrakéni
roztok byla pouZzita smés 0,5 g-dm_3 NaOH + 0,1 g-dm_3 NasP,0O;. Vysusené huminové
kyseliny byly déle pfecistény smesi HCl a HF (10 cm’ konc. HCI + 20 cm® konc. HF
+1970 cm® H,0). Tento roztok byl ponechdn 24 hodin tfepat a ndsledné byl odstfedén.
Po dekantaci byla usazenina znovu zalita zfedénym roztokem HCl + HF a 24 hodin
protfepdvana. Roztok byl znovu slit a usazenina promyvana vodou, dokud nebyla zkouska
AgNOj; na ClI™ negativni. Poté byly ziskané huminové kyseliny vysuSeny pti 50 °C.

HK 3 je vzorek izolovany stejnym extrakénim cCinidlem jako HK 2, ale vychozi pomeér
lignit : extrak&ni &inidlo byl 50 g : 1 dm®. Po odstiedéni byla smés HCI a HF piiddna rovnou
ke srazenin€ a vSe bylo ponechdno na michacéce pfes noc. Nésledujici den byl vzorek promyt
destilovanou vodou, znovu odstfedén a ndsledn¢ dialyzovan v membranéch (3500 Da) proti
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destilované vod¢ po dobu jednoho tydne (voda byla ménéna kazdy den za Cerstvou). SuSeni
bylo provedeno v lyofilizatoru (-15 °C).

3.4 Charakterizace huminovych kyselin

Ziskané vzorky byly charakterizovdny pomoci elementdrni analyzy a stanovenim celkové
kyselosti.

Elementérni analyza byla provedena na pfistroji CHNSO Mikroanalyzator Flash 1112 (Carlo
Erba) v Ustavu struktury a mechaniky hornin AVCR v Praze.

Celkova kyselost byla stanovena na zdkladé konduktometrické titrace suspenze huminovych
kyselin (1 g : 50 cm’) roztokem NaOH o koncentraci 0,1 g-dm_3 . V pribéhu titrace byl
zaznamendn vliv pfidavku odmé&rného roztoku na vodivost. Bod ekvivalence byl vyhodnocen
jako prasecik dvou linedrnich ¢asti (viz Obr. 6).

3.5 Stanoveni pK, huminovych kyselin

Hodnoty pK, huminovych kyselin byly stanoveny dvéma riznymi zpusoby. Prvni zpusob
spocival ve vyhodnoceni potenciometrickych titracnich kiivek, které byly ziskdny
pfi stanoveni celkové kyselosti vzorki (viz kapitola 3.4), tradicni metodou podle Hendersona-
Hasselbacha.

Druhym zplisobem bylo spektrofotometrické stanoveni pK, provedené nasledujicim
zpusobem. Byly pfipraveny vodné suspenze huminovych kyselin o raznych koncentracich (2,
20, 40, 100 a 500 g-dm_3 ). Po 24-hodinovém tfepani bylo u vyluht zméfeno pH, vodivost,
UV/VIS spektrum. Poté byly vyluhy zfedény v poméru 1:10 s vodou (bylo zméteno pH), HCI1
a NaOH o koncentracich 0,1 g-dm_3 . Byla proméfena UV/VIS spektra v rozsahu vinovych
délek Le <200; 800> nm. Disociacni konstanta byla stanovena podle nésledujiciho vztahu:

A ,—A
pKa =pH+log ve vodé v NaOH , (16)

v HCI -A

ve vodé

Absorbance A byly dosazovany vzdy pro stejnou vlnovou délku, Ae <250; 300> nm . Za pH
bylo dosazovano pH vyluhi vody.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Charakterizace huminovych kyselin

U jednotlivych vzorkti huminovych kyselin byla provedena elementérni analyza, ktera urcila
obsah popela u jednotlivych vzorkii huminovych kyselin a dile procentudlni zastoupeni
uhliku, vodiku, kysliku, dusiku a siry. Vysledky elementdrni analyzy jsou uvedeny v Tab. 1.

Ve zkoumanych huminovych kyselindich byl obsah kysliku stanoven v rozmezi 39,0
az 47,7 atomovych % a obsah kysliku se pohybuje mezi 10,0 a 16,7 atomovych %. Nejméné
kysliku je obsaZeno v huminové kyseliné HK 2 a nejvice pak v huminové kyseliné HK 3.

Je patrné, Ze v huminovych kyselindch jsou nejvice zastoupeny prvky kyslik, uhlik a vodik.
Prvky sira a dusik jsou v téchto latkach zastoupeny pouze ve stopovém mnozZstvi.

Tab. 1 Elementdrni analyza vzorku huminovych kyselin (atomovd % prepoctena na suché
bezpopelové huminové kyseliny)

vzorek atomova % hm. %
C H O N S popel
HK 1 39,0 43,7 16,1 0,9 0,3 28,8
HK 2 439 40,2 15,0 0,7 0,2 1.9
HK 3 47,7 33,9 16,7 1,0 0,7 3,6

Béhem analyzy vzorkii huminovych kyselin bylo zji§téno, Ze vyrazné€ nejvice popela je
obsazeno v HK 1. Nejméné popela bylo piitomno v HK 2. To souvisi se zptisobem piipravy
vzorku. Jak je uvedeno v kapitole 3.3. HK 1 byla totiZ pouze tfikrat promyvana HCI a jednou
destilovanou vodou, kdezto HK 2 byla dikladné promyta smési HCl s HF a potom vodou
az do uplného odstranéni CI” ionti. U HK 2 je rovné€z obsah popela nizky, byla totiZ promyta
smési HCI a HF a poté byla procisténa dialyzou proti vodé.

Tab. 2 Celkovd kyselost huminovych kyselin

vzorky celkové kyselost [mm-g_l]
HK 1 6,38

HK 2 4,94

HK 3 5,75

Tady se opét projevilo to, Ze vzorky huminovych kyselin byly pfipravovany ruznymi
metodami. HK 1 byla pfipravena bez zvlaStniho CiSténi, proto ma nejvic obsahu popela,
na druhé stran€ se vynechdnim CiSténi zamezuje vymyti nejrozpustnéjSich frakci, €ili téch
které obsahuji nejvice kyselych skupin. HK 3 prod€lala béhem své piipravy dialyzu
a lyofilizaci. HK 2 byla opakovang ¢iSténa zfedénym roztokem HCI + HF. Z toho vyplyva, Ze
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HK 3 i HK 2 maji nizs§i celkovou kyselost zptusobenou vymyvanim kyselych funk¢nich
skupin béhem pfiipravy.

Ze zjisténych hodnot celkové kyselosti (viz. Tab. 2) je patrné, Ze ze vSech pozorovanych
huminovych kyselin je nejkyselejsi HK 1. Naopak nejméné kyseld je HK 2.

AP

kyselych funk¢nich skupin, prestoze ma kysliku méné nez HK 2. To vypovidd o rizném
rozloZeni kysliku mezi jednotlivé funkéni skupiny a to zejména mezi karboxylové skupiny,
které jsou nejvyznamnéjsi v podilu celkové kyselosti, ale i mezi skupinami alkoholli a fenold.
Rovnéz se kyslik miZe vyskytovat napf. v heterocyklickych strukturach nebo jako mustek
-0-
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Obr. 6 Titrace suspenze HK 2 pro stanoveni celkové kyselosti

4.2 Stanoveni pK, huminovych Kkyselin

Pro stanoveni hodnoty pK, byly pouziviny pouze hodnoty absorbanci v rozsahu vInovych
délek 250 — 350 nm a to z divodu, aby absorbance nebyly moc nizké ani moc vysoké
a spektra jednotlivych vzorkd huminovych kyselin se nekfizila. V Obr. 7 je vidét, ze hodnoty
absorbanci pod hranici vlnové délky 250 nm dosahuji absorpéniho maxima a dokonce zde
dochdzi i ke kiiZeni jednotlivych spekter. Na stejném grafu je patrné, Ze hodnoty absorbanci
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nad hranici vinové délky 350 nm jsou piili§ nizké a rozdily mezi absorbancemi u jednotlivych
vzorkill jsou minimdlni, coz by mohlo pfi jejich porovnavani vést k pomérné velké chybovosti.

0,8

absorbance

0 T T 1 =‘
200 300 400 500 600

/. (nm)

Obr. 7 UV/VIS spektrum ve vodé (modrd), v roztoku HCl (Cervend) a NaOH (zelend)
pro HK 1 pii koncentraci 40 g -dm™.

V grafu na Obr. 8 je znazornéno UV/VIS spektrum vyluht HK 1 ve vodé€, v HCl a v NaOH
pii koncentraci 2 g-dm_3 . Je zde vidét, Ze nejniz8i hodnoty absorbance md vyluh HK 1
rozpoustény v HCIL. Tyto hodnoty jsou v fddech setin a pro vlnové délky nad 350 nm se blizi
nule. Dosazeni takovychto hodnot do rovnice (17) by vedlo ke zna¢n€ nepfesné stanovenym
hodnotam pK, Obr. 9 predstavuje graf UV/VIS spekter u vyluhi HK 2 ve stejnych
prostredich jako u HK1. Situace je zde obdobnd jako u HK 1. Vyluhy rozpusténé v HCl maji
prili§ nizké hodnoty absorbance. U HK 2 je pomérné nizkd absorbance i u vyluht zfedénych
s vodou.

U koncentrace 2 g-dm_3 jsou piili§ nizké hodnoty absorbance, zejména u vyluha zifedénych
s HCI a nékdy i u vyluhi zfedénych s vodou. Z tohoto divodu je u této koncentrace
zaznamendna velkd chyba v meéfeni 1 ve vypocCtu. Tato koncentrace je nevhodna
pro spektrofotometrické stanoveni disociacni konstanty.
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Obr. 8 UV/VIS spektrum ve vodé (modrd), v roztoku HCL (Cervend) a NaOH (zelend)
pro HK 1 pri koncentraci 2 g - dm’
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Obr.9 UV/VIS spektrum ve vodé (modrd), v roztoku HCl (Cervend) a NaOH (zelend)
pro HK 2 pri koncentraci 2 g - dm’
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Koncetrace 500 g-dm_3 je rovnéZz nevhodnd pro spektrofotometrické stanoveni disociacni
konstanty. Absorbance vyluht ve vodé maji velice podobné hodnoty jako absorbance vyluht
zpusobi takovy pokles pH, Ze vyluh je i bez pridani HCI poméme silné kysely (viz. Tab. 4).
Z tohoto duvodu jsou hodnoty ziskané pfi fedéni vodou a HCI velmi podobné. Tato situace je
zachycena na obrdzku Obr. 10, kde je uveden piiklad UV/VIS spektra u HK 1 pfi koncentraci
500 g-dm™. Je zde vidét, ze UV/VIS spektrum HK 1 ve vodé se jen minimalné li§i od spektra
vzorku meéteného v HCI.

0,8
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absorbance
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350

Obr. 10 UV/VIS spektrum ve vodé (modrd), v roztoku HCl (Cervend) a NaOH (zelend)
pro HK 1 pri koncentraci 500 g - dm’

Tab. 3 Hodnoty pH vyluhit po Fedéni vodou (v tabulce jsou uvedeny koncentrace suspenzi
pred Fedénim)

vzorek pH

2 gdm’ 20 g-dm™ 40 g-dm™ 100 gs«dm™ | 500 g-dm™
HK 1 4,74 3,94 3,48 3,24 2,57
HK 2 5,54 3,48 3,50 2,82 2,11
HK 3 8,87 7,44 6,37 4,61 3,65
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Na Obr. 11 je uveden ptiklad UV/VIS spektra HK 2 pfti koncentraci 100 g-dm_3 . Opét zde
dochdzi k tomu, Ze pH vyluhu ve vodé je piili§ nizké diky disociaci, a proto jsou UV/VIS
spektra vyluhti ve vodé a v HC1 téméf stejna.
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Obr. 11 UV/VIS spektrum ve vodé (modrd), v roztoku HCl (Cervend) a NaOH (zelend)
pro HK 2 pri koncentraci 100 g - dm’

Nevhodnost koncentrace 100 g-dm_3 je patrnd i z UV/VIS spektra HK 3 uvedeného
na obrazku Obr. 12. Hodnoty absorbanci u HK 3 jsou velice vysoké a tedy nepouZitelné
pro vypocet pK,. Je vidét, Ze i kdyZ na ose y jsou absorbance aZz do tif (coZ jsou potrad pftilis
vysoké hodnoty), spektra témét miji poZadované rozmezi vinovych délek pro vyhodnocovéni
ziskanych dat. Rovnéz je zde hodnota absorbanci vyluhi ve vodé velmi podobna tém v HCI
a v nékterych mistech dokonce hodnoty absorbanci vyluhti v HCl prevysuji hodnoty
koncentraci vyluhti ve vodé. Tato koncentrace mohla byt pouZita pro vypocet pK, pouze
u vzorku HK 1, kdy naméfena spektra odpovidala poZadavkiim jak v hodnotiach absorbanci,
tak v dostate€nych rozdilech mezi fedénim vodou a HCI, obecné ji vSak pro tento tucel nelze
doporucit.
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Obr. 12 UV/VIS spektrum ve vodé (modrd), v roztoku HCl (Cervend) a NaOH (zelend)

pro HK 3 pri koncentraci 100 g - dm’

Tab. 4 Zddnlivé disociacni konstanty ziskané spektofotometrickou metodou

20 gdm™ 40 g-dm™ 100 g-dm™
vzorek
PKapp + PKapp + PKapp *
HK 1 3,86 0,06 3,73 0,05 3,19 0,25
HK 2 4,27 0,11 3,88 0,11 X X
HK 3 7,68 0,11 6,49 0,28 X X

Idedlni pro porovnédvani jsou proto koncentrace 20 g-dm_3 a 40 g-dm_3 . Stanovené hodnoty
pK, pro jednotlivé vzorky jsou uvedeny v Tab. 4. Podle nich nejsndze disociuje HK 1, nejhiie
HK 3. Vysledky ziskané pro HK 1 a 2 jsou pomérné blizké, coZ je zpusobeno podobnosti
piipravy. Miré sniZzend schopnost disociace u HK 2 je zfejmé€ zpusobena vymytim
nejrozpustngjSich frakei pfi CiSteni vzorku. Vzorek HK 3 je velmi odliSny a podle jeho pK, by
se mohlo zdat, Ze bude téZ nejméné rozpustny. Z grafii na obrazcich Obr. 13 a Obr. 14 je ale
patrné, Ze HK 3 se dobfe rozpousti a ma vysoké hodnoty absorbanci v porovnani s HK 1
i HK 2. To je zfejmé zpisobeno odlisnym zpusobem piipravy, zejména lyofilizaci.
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Obr. 13 UV-VIS spektrum ve vodé pro HK 1 (modrd), HK 2 (fialovd) a HK 3 (Cernd)
pFi koncentraci 40 g -dm™ .
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Obr. 14 UV-VIS spektrum HK 1 (modrd), HK 2 (fialovd) a HK 3 (Cernd) p¥i koncentraci
20 g-dm™.
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Posuzujeme-li stanovené hodnoty pK, v zdvislosti na pouZité koncentraci vychozi suspenze,
zjistime, ze hodnoty s rostouci koncentraci mirné klesaji. To bylo zjisténo u vSech tif vzorkd,
i kdyz pouze u HK 1 se podafilo ziskat vysledky pro tfi rizné koncentrace (viz. Tab. 4).
Pokles je zptisoben tim, Ze pii vysSich koncentracich prednostné disociuji vice kyselé frakce
huminovych kyselin, pokles pH pak posunuje rovnovihu disociace mén¢ kyselych funk¢nich
skupin smérem k jejich protonizované forme. U vysSich koncentraci, pak zpravidla téZ roste
chyba stanoveni, coz je patrné zejména u koncentrace 100 g-dm_3 .

Yev s

Z téchto vysledkd uvedenych v tabulce Tab. 4 lze vyvodit, Ze nejvhodné&jsi koncentraci
pro spektrofotometrické stanoveni disociacnich konstant je 20 g-dm_3 . Vysledky pro tuto
koncentraci byly proto vybrany pro srovndni s vysledky podle Hendersona-Hasselbacha, které
jsou uvedeny v Tab. 5. Piiklad stanoveni pK, touto metodou pro HK 1 je uveden na Obr. 15,
hodnoty pK, jsou pak v Tab. 5.

Podle Hendersona-Hasselbacha by méla nejméné disociovat HK 2, coZ ovSem neni pravda.
Srovname-li hodnoty pH u vyluhli suspenzi jednotlivych vzorka pied fedénim (Obr. 16),
zjistime, Ze produkce H™ iontd je nejvétsi u HK 1, nasleduje HK 2 a nejméné kyselé vyluhy
davd HK 3. Poradi tedy odpovidd hodnotim pK, stanovenym spektrofotometricky a tato
metoda ndm tedy zprostfedkovava takové hodnoty disociacnich konstant, které koresponduji
se skuteCnymi disociacnimi schopnostmi, coz je vyhoda oproti datim ziskanych podle
Hendersona-Hasselbacha. Spektrofotometrické stanoveni disocia¢ni konstanty je i mnohem
jednodusi, nebot’ u metody podle Hendersona-Hasselbacha je nutno provadét mnohdy dosti
komplikované titrace.

Tab. 5 Zddnlivé disociacni konstanty ziskané metodou podle Hendersona_Hasselbacha

Henderson-Hasselbach (20 g-dm_3 )
vzorky
PKapp *
HK 1 6,63 0,15
HK 2 9,33 0,10
HK 3 7,89 0,12
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Obr. 16 Zavislost pH na koncentraci. HK 1 (modrd), HK 2 (fialovd), HK 3 (Cernd).
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5. ZAVER

Cilem této bakaldiské priace bylo ovéfit moznost vyuziti UV/VIS spektrofotometrie jako
alternativni metody pro stanoveni pK, huminovych kyselin a srovnat dosazené vysledky
sdosud vyuZivanou metodou podle Hendersona-Hasselbacha. Priace byla zaloZena
na shromdzdéni materidld pro reSerSni Cast, kterd tvoii jeji teoreticky zdklad. Ddle byla
provedena experimentalni &ast, kterd navazovala na pfedchozi provedené price na Ustavu
fyzikalni a spotfebni chemie Fakulty chemické VUT v Brné.

Na experimentélni ¢ast byly pouZity vzorky huminovych kyselin extrahovanych z lignitu.
U vyluhtt huminovych kyselin bylo proméfeno pH, vodivost a UV-VIS spektra. Z vyluht
byly pfipraveny roztoky huminovych kyselin ve tfech ruznych prostfedich s rozdilnymi
hodnotami pH. Vyluhy byly fedény vodou, HC1 a NaOH.

Z naméfenych dat byly ureny koncentrace huminovych kyselin, které se hodi pro UV/VIS
spektrofotometrické stanoveni pK, huminovych kyselin.

U dat pro nejvhodnéjsi koncentraci byly vyhodnoceny hodnoty disociaCnich konstant jak
UV/VIS spektrofotometricky, tak metodou podle Hendersona-Hasselbacha. Po porovnéni
vysledk jsem doSla k ndzoru, Ze UV/VIS spektrofotometrickd metoda koresponduje se
skute€nymi disocia¢nimi schopnostmi kyselin, coz je vyhodou oproti hodnotim z metody
podle Hendersona-Hasselbacha, které se doposud bé&Zné pouZivaji. Co se tyCe provedeni, je
spektrofotometrické stanoveni mnohem jednodussi. Titrace u Hendersona-Hasselbacha jsou
totiz Casto dosti slozité a zdlouhavé.

Spektrofotometrickd metoda ma jisté uplatnéni v dalSim vyzkumu. V budoucnu by bylo lepsi
misto vody pouZzivat pufr, aby nebylo pH roztoku tak moc ovlivnéno disociaci kyselin a bylo
by tak moZné pozorovat i hodnoty disociac¢nich konstant pro vyssi koncentrace. Pro uptfesnéni
pouziti této metody, by bylo dobré proméfit disociacni konstanty pro vzorky huminovych

kyselin IHSS.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

pKa disocia¢ni konstanta

pH hodnoty pH

Uuv oblast ultrafialového svétla elektromagnetického zareni
VIS viditelna oblast elektromagnetického zafeni
HA slaba jednosytna kyselina

K rovnovazna konstanta

a aktivita

¢ molarni koncentrace

o stupeni disociace

y aktivitni koeficient

Y+ sttedni aktivitni koeficient

H>A silnd dvojsytnd kyselina

PKapp zdanliva disociaCni konstanta

\" objem

be celkova kyselost

gHA navazka vzorku huminové kyseliny
L ionizované funk¢ni skupiny

A vlnova délka

HA' 1 vzorek huminové kyseliny

HA 2 vzorek huminové kyseliny

HA 3 vzorek huminové kyseliny

IHSS vzorky huminovych kyselin z International Humic Substances Society



