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ABSTRAKT

Chovani huminovych kyselin ve vodnych roztocich uzce souvisi sobsahem kyselych
funkénich skupin a jejich disociaénimi schopnostmi. Pro studium acido-bazickych vlastnosti
huminovych kyselin jsou nej€astéji vyuzivany titracni metody, jejichz vysledky by mély vést
ke stanoveni obsahu jednotlivych funk¢nich skupin a jejich pK,. Stanovené hodnoty ovSem
z4visi na mnoha faktorech vcetné rychlosti titrace. Proto bylo pouzito spektroskopické
stanoveni disocia¢ni konstanty, coZ je metoda, jejiz pouZitelnost byla ovéfena v predchazejici
bakalarské praci, kde bylo potvrzeno, Ze hodnoty pK, stanovené touto metodou popisuji
skutecné disociacni chovani huminovych kyselin ve vod¢ 1épe nez tradiCni titracni metody.
Principem nove pouzité spektrofotometrické metody je ptiprava roztokii huminovych kyselin
ve tfech rtiznych prostfedich s rozdilnymi hodnotami pH. V silné zadsaditém prostiedi jsou
kyselé skupiny huminovych kyselin prakticky uplné disociovany a méfena absorbance je
zpusobena aniontem ,.,humatu®. Naopak v siln¢ kyselém prostiedi je jejich disociace potlacena
natolik, Ze métime absorbanci nedisociovanych molekul huminovych kyselin. Jako neutralni
prosttedi byla v ptedchozi praci pouzita deionizovana voda. RozpousSténi huminovych
kyselin ve vod¢ a dalsi fedéni vSak v nékterych piipadech znaéné ovliviiovalo pH vyluhu,
proto byla v ramci této diplomové prace voda nahrazena octanovym pufrem bud pii fedéni
nebo jiz pfi samotném rozpousSténi. V obou piipadech bylo pouzitim tlumivého roztoku
dosaZeno stabilnéjSich hodnot pH, coZ pozitivné€ ovlivnilo stanoveni pK, touto metodou. Tato
prace si konkrétné klade za cil prométeni UV/VIS spekter roztokli huminovych kyselin pfi
ruznych hodnotach pH a stanoveni jedné stiedni hodnoty pK,, ktera by mohla byt snadno
vyuzita ke srovnani disocia¢niho chovani riznych vzorkt. Na zakladé¢ namétenych dat byly
stanoveny stfedni hodnoty pK, huminovych kyselin a srovnany shodnotami ziskanymi
alkalimetricky. UV/VIS spektra v kombinaci s vysledky méfeni pH a vodivosti dale prokazala
odliS$nosti v chovani rizné€ ptipravenych 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-base 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 spectrophotometric
determination of dissociation constant was used in this diploma thesis. Reliability of this
method was confirmed in bachelor thesis where is mentioned that spectrophotometric
determination of pK, corresponds with realistic dissociation behaviour of humic acids in the
water much more better than values obtained from titration methods. 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. Deionized water
was used like neutral solvent. Water was replaced by acetic buffer in this thesis because of
water’s properties which have significant influence on solutions' pH. Buffer was used for
diluting or for solubilisation and in these both cases more stable pH values were occurred.
The aim of this diploma thesis is investigate UV/VIS spectra of various solutions of humic
acids with different values of pH and determinate mean value of pK, of humic acids which
could be used like comparison of dissociation behaviours for vary samples. Values of acid
dissociation constant were determined from measured dates and compared with values
obtained by titration 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 rostlinného ptivodu. Jsou
definovany jako frakce huminovych latek, které nejsou rozpustné v kyselém prostiedi. Jedna
se o vysokomolekularni organické slouceniny, v jejichz struktufe se nachazeji aromatické
cykly a hlavné velké mnozstvi kyselych funkénich skupin.

Existuje celd fada metod, které se pouzivaji pro stanoveni mnoZzstvi kyselych funkénich
skupin a pK,. Tyto metody vsak ¢asto poskytuji rozdilné vysledky. Zvoleny zpilisob stanoveni
muize do znaéné miry ovlivnit hodnoty celkové kyselosti i obsahu jednotlivych funk¢nich
skupin. Zejména to plati u titracnich metod, kde je dilezité brat v ivahu obsah huminovych
kyselin v titrované suspenzi, rychlost dané titrace apod.

Struktura huminovych kyselin je velice rozmanita zejména diky velkému zastoupeni riznych
funkénich skupin. Vzhledem ke slozitosti struktury huminovych kyselin v nich existuji kyselé
skupiny rizné sily, a tedy i rizné pK,. Pfesto je snahou védcu urcit jednu stiedni hodnotu pK,
huminovych kyselin, ktera by usnadnila jejich budouci vyzkum a praci s nimi.

Urceni disocia¢ni konstanty pK, u huminovych kyselin je dilezitou metodou studia jejich
vlastnosti. V této praci k tomu bude pouzita relativné jednoducha, ale piesto velmi piesnd
absorp¢ni spektrofotometrie v UV/VIS oblasti. Tato metoda je zalozena na porovnavani
zmény tvaru a intenzity absorpcnich spekter pfi zméné pH prostiedi a to tak, ze vzorek
huminové kyseliny bude v zasaditém prostiedi pln¢ disociovan a v kyselém naopak viibec,
coz se na UV/VIS spektru projevi v rozdilnych hodnotach naméfené absorbance.

V praci [1] bylo cilem ovétit moznost vyuziti UV/VIS spektrofotometrie jako alternativni
metody pro stanoveni pK, huminovych kyselin a srovnat dosazené¢ vysledky s dosud
vyuzivanou metodou podle Hendersona-Hasselbacha. Zjisténim této prace byl fakt, ze
UV/VIS spektrofotometrickd metoda koresponduje se skuteCnymi disociaénimi schopnostmi
kyselin oproti hodnotdm z metody podle Hendersona-Hasselbacha, jejichz ziskani je navic
pomérné slozité a zdlouhavé.

Obsahem této prace je 1 reSerSe, kterd uvadi vybér nékterych alternativnich metod
pro stanoveni pK, huminovych kyselin a rovnéz porovnava aplikovatelnost UV/VIS
spektrofotometrické metody na jiné latky, jako napft. na pykraty, alkalické kovy atd.

Hlavnim cilem celé studie je porovnani UV/VIS spekter roztokd huminovych kyselin
ptiriznych hodnotach pH a znaméfenych dat stanovit stfedni hodnotu pK, huminovych
kyselin.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Huminové latky

Huminové latky jsou fazeny mezi nejvice rozsifené pfirodni produkty na zemském povrchu.
Jsou zastoupeny ve vodach, v pidé a v kaustobiolitech (raseliné, hnédém uhli a lignitu).
Vznikaji procesem humifikace, coz je chemicky ¢i biochemicky rozpad (tleni) organické
hmoty a ptipadné¢ do ni mize byt zahrnovana i syntéza mikroorganizmi. JelikoZ slozeni
zivocisnych 1 rostlinnych tél je velice rozmanité, vede ke vzniku nekonecného poctu molekul,
z Cehoz vyplyva, ze se huminové latky nedaji charakterizovat jednotnou strukturou ani
vlastnostmi. Jejich velikost, molekulovd hmotnost, struktura, sloZeni, pocet a poloha
funk¢nich skupin je zavisla na materidlu, z néhoz vznikly [2].

2.1.1 Rozdéleni huminovych latek

Existuje nékolik zplisobt klasifikace huminovych latek. Jeden z nejcastéjSich je déleni do tii
skupin na zéklad¢ rozpustnosti ve vodnych roztocich:

- fulvinové kyseliny — rozpustné v kyselinach 1 zdsadach

- huminové kyseliny — rozpustné ve zfedénych zéasaditych roztocich a ¢astecné
1 v roztocich kyselych

- huminy — nerozpustné ani v kyselinach ani v zasadach

Fulvinové kyseliny jsou nejmensi c¢astice mezi huminovymi latkami. Jejich molekulova
Ve své struktufe maji vice nasycenych fetézcli a mén¢ aromatickych jader. Pfitomnost vétsiho
mnozstvi karboxylovych a hydroxylovych skupin zapti¢ifiuje jejich rozpustnost v celé skale
pH [2].

Huminové kyseliny maji molekulovou hmotnost vyssi neZ fulvinové kyseliny a zaroven nizsi

karboxylovych skupin, ktera vede az k jejich srazeni [2].

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

MIwve

Je znamé déleni huminovych latek podle barvy — hnédé huminové kyseliny, které se
v bazickém roztoku nesrdzi pifidavkem elektrolytu a Sedé¢ huminové kyseliny, které se naopak
srdzi po ptidani elektrolytu. Je zde jedna charakteristika, ktera udava, 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 zmény v kyselosti [3].
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Obr. 1 Klasifikace huminovych kyselin [4]

2.1.2 Slozeni huminovych Kyselin

I pfes to, Ze se huminové kyseliny hojné vyskytuji v zivotnim prosttedi, doposud nebyla jejich
slozita struktura presné urcena. V jejich stavbé se totiz objevuje obrovské mnozstvi riznych
funk¢nich skupin [2].

Zakladni slozeni huminovych kyselin zavisi na ptvodu, vzniku, stafi a zplsobu ziskani
vzorku. Na jejich kompozici ma velky vliv i rychlost extrakce téchto latek po odebrani
vzorku. Huminové kyseliny obsahuji zejména prvky uhlik, vodik a kyslik. V mensi mife jsou
zde pak ptitomny dusik, sira a fosfor. Mnozstvi uhliku v pidnich 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 % [2].

V literatufe se objevuje mnoho pokusli o objasnéni struktury huminovych kyselin a vytvofeni
jejich obecného vzorce. Na obrazcich (Obr. 2, Obr. 3, Obr. 4, Obr. 5) jsou uvedeny ptiklady
nekterych z nich.
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Obr. 2 Struktura huminovych kyselin podle Stevensona (5]
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Obr. 3 Cdst strukturniho vzorce huminové kyseliny od Schultena a Schnitzera [5]

2H

Obr. 4 Pocitacove vytvoreny model huminové kyseliny [5]
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Obr. 5 Cdst struktury huminové kyseliny [6]

2.1.3 Obsah kyselych funkénich skupin v huminovych kyselinach

Huminové kyseliny jsou tvofeny alifatickymi fetézci a aromatickymi cykly, na néz jsou
navazany funk¢éni skupiny. Mezi tyto charakteristické funkéni skupiny se fadi zejména
karboxylova skupina — COOH, ktera tvoii majoritni ¢ast celkové kyselosti, skupiny alkoholii
a fenoli — OH, dale pak chinolova, hydroxychinolova, laktonova skupina, atd. Zakladni
jednotky mohou byt spojeny pomoci mistki, kterymi jsou napt. - O —, — S —, — NH —, — NH;
[3].

Metody pro stanoveni obsahu funkénich skupin v huminovych latkach jsou zalozeny
na kyselych vlastnostech téchto skupin. Avsak vysledky takovychto stanoveni musi byt brany
sohledem na moznost prekryvani kyselosti nckterych skupin mezi sebou navzajem.
Nevyhody tkvi zejména ve Spatné rozpustnosti huminovych kyselin ve vod¢é a ve vétSing
organickych rozpoustédel. Dalsi problémy mohou zpiisobovat oxida¢ni a redukcni vlastnosti

[6].
Nejbéznéjsi metodou stanoveni obsahu funkénich skupin jsou nepiimé potenciometrické

titrace a to konkrétn¢ metoda urcovani kyselosti pomoci hydroxidu barnatého a urovani
karboxylovych skupin metodou vymény acetatu vapenatého. Analyza kyselych funkc¢nich

12



skupin vSak miize byt provadéna celou fadou riznych titraci, napf. pifimou titraci,
preruSovanou titraci, nepfimou titraci, nepfimou spojenou titraci, atd. U huminovych kyselin
se urceni obsahu kyselych funkénich skupin muze rozdélit na metodu stanoveni celkové
kyselosti huminovych kyselin nebo naurCovani obsahu karboxylovych a fenolovych
funk¢nich skupin [6].

Obsah karboxylovych funkcnich skupin se nejcastéji stanovuje octanem vapenatym, ktery
reaguje s huminovymi latkami za vzniku kyseliny octové, jez je nasledné titrovdna roztokem
hydroxidu sodného. Methylace huminovych latek s naslednym zmydelnénim vysledného
methylesteru neni pfili§ uzndvana metoda diky velice obtiznému opétovnému zuZzitkovani
pouzitého materialu a to zejména kviili procesu zmydelnovani. Vysledky iodometrického
stanoveni karboxylovych skupin byly po mnohych pokusech a vyhodnocenich oznaceny jako
nereprodukovatelné [7].

Acetylace anhydridu kyseliny octové slouzi ke stanoveni hydroxylovych skupin. Anhydrid,
ktery se nachazi v reak¢énim systému v nadbytku, je hydrolyzovan za vzniku kyseliny octové.
Dalsi metodou je methylace dimethylsulfatu v alkalickém prostfedi. Neni zde ale stoprocentné
potvrzeno, Ze by tento zpiisob stanoveni urcoval pouze alkoholové a fenolové OH skupiny

[7].

Mnozstvi fenolovych hydroxyld se da snadno stanovit odectenim mnozstvi karboxylovych
skupin od hodnoty tpIné kyselosti. Refluxuje-li se huminovy material alkoholovym roztokem
hydroxidu draselného, nadbytek zdsady je odstranén filtraci, filtracni kola¢ je promyt 85 %
alkoholem sycenym oxidem uhli¢itym a zbyla kapalina je titrovdna standardizovanou
kyselinou pro urceni uhli¢itanu draselného. Z této titrace je rovnéz mozné stanovit mnozstvi
fenolovych hydroxyla [7].

V soucasné dobé€ neexistuje Zadna vhodnd metoda pro stanoveni alkoholovych OH skupin
v huminovych latkdch. Tyto skupiny jsou totiz mnohem méné reaktivni neZ ty fenolové.
Mnozstvi alkoholovych hydroxyli se da stanovit leda nepfimo a to tak, ze ode¢téme mnozstvi
fenolovych hydroxyld od celkového mnozstvi hydroxylu [7].

Na pocatku vyzkumu huminovych latek se pouzivaly pro stanoveni karbonylovych skupin
zejména metody zaloZzené na vzniku derivatd, ktery se urCuje z naristu obsahu dusiku
v porovnani s puvodnim vzorkem. Jako derivaty se nejCastéji pouzivaji oximy
a fenylhydraziny. Fritz popisuje metodu, pifi které se obsah karbonylovych skupin stanovuje
titraci hydroxylaminu, ktery nezreagoval béhem reakce s methanol-2-propanolem,
standardizovanym roztokem kyseliny chloristé. Schnitzer pro toto stanoveni vyuZzival
polarografii. Nejprve nechal huminovy material pod refluxem v kyselém prostiedi 2, 4 —
dinitrofenylhydrazinu. Vysledny obsah karbonylovych skupin nasledn¢ vypocital z mnozstvi
spotiebovaného reagentu. Schnitzerova metoda poskytuje v porovnani s ostatnimi metodami
pomérné dosti spolehlivé vysledky. Obsah karbonylovych skupin v huminovych latkach Ize
zjistit 1 pomoci Brownova postupu, ktery je zalozen na redukci —-CH,OH pomoci borohydridu
sodného v alkalickém prosttredi. Rovnéz se jedna o velice spolehlivou metodu [7].

Methoxylové skupiny jsou u huminovych latek nejcastéji stanovovany jejich izolovanim
ze vzorku viici kyselinou iodovodikovou a prevedenim na iodometan, ktery je pozdéji
oxidovan bromem na kyselinu jodicnou. Piesné urceni mnozstvi methoxylovych skupin se
provadi titraci standardizovanym roztokem thiosiranu sodného [7].
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Prestoze nékteré publikace zpochybmuji vyskyt chinoli v huminovych latkach, existuje
né¢kolik metod, které slouzi k jejich stanoveni. Kukharenko navrhl zptsob, kde je huminovy
materidl zahfivan v uzaviené trubici spolu s SnCl, ve ziedéné HCIl. Po nasledné filtraci
a promyti je stanoveno mnozstvi chinolovych skupin titraci standardizovanym roztokem jodu.
Vasilyevskaya navrhla metodu, kde je vyuzit SnCl, v alkalickém prosttedi, jehoZz nadbytek je
zpétné potenciometricky titrovan a tim se dd dospét ke konkrétni hodnoté chinolovych skupin
obsazenych ve vzorku huminové latky. Glebko popisuje metodu, kterd vyuziva redukei Fe®*
iontl v alkalické roztoku nasledovanou amperometrickou titraci nadbytku redukéniho ¢inidla

[7].

U huminovych kyselin je dualezity obsah kyslikatych funkénich skupin, ktery se urcuje
zjisténim obsahu kysliku v téchto latkdch, jenz je pfitomen zejména v karboxylovych
skupinach a dale pak i ve fenolovych, enolovych a alkoholovych skupindch. Takto ziskané
hodnoty jsou vSak dosti nespecifické, a proto je tfeba brat je s rezervou [6].

Zavérem lze konstatovat, ze celkova kyselost je mnohem vys$si u fulvinovych kyselin nez
u huminovych. RovnéZ bylo zjisténo, Ze fulvinové kyseliny obsahuji mnohem vice
kyslikatych funkcnich skupin nez ostatni organické polymery, které se bézné 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 pi1 urcitych fyzikalnich podminkach (teplota, tlak) [9].

Rozpustnost huminovych kyselin je zkouména zejména proto, aby byly objasnény déje mezi
huminovymi kyselinami a vodou v ptidé. Rozpustnost huminovych kyselin se odviji od jejich
pH, iontové sily a sily elektrolytickych iontii. Huminové kyseliny jsou mirné disociovany
diky jejich polyaniontovému charakteru, cozZ zapfticinuje, ze se mohou spojovat s kationy [3].

Pritomnost disociovatelnych funkénich skupin ve struktufe huminovych kyselin zptisobuje, ze
se chovaji jako slab¢ kyselé polyelektrolyty [3]. Disociaci vznikd polyaninont o velkém poctu
elementarnich nabojii a ekvivalentni podet malych protiiontd opaéného naboje (H;O).
Dulezity je fakt, ze silné kyselé¢ skupiny disociuji Upln€, zatimco slabé kyselé skupiny
disociuji pouze do urcitého stupné [11].

Chovani huminovych kyselin ve vodnych roztocich 1ze charakterizovat disocia¢ni konstantou
podobné jako u jednoduchych organickych kyselin.

Slaba jednosytna kyselina HA disociuje podle rovnice

HA=H"+A". (1)
Rovnovazna konstanta této reakce se nazyva disociacni konstantou kyseliny. Plati pro ni:
2
P T T 2)
ya CHA "VHA " Cs

Jestlize se v systému neuvazuje zadna dalsi reakce (napt. disociace vody), miize byt slozeni
rovnovazné smesi vyjadieno pomoci stupné disociace:

Cya :(I—a)-c 3)
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c.=a-c (4)
c._.=a-c %)

kde a je aktivita, ¢ je molarni koncentrace, y je aktivitni koeficient a a je stupen disociace.

Rovnici (2) 1ze potom napsat ve tvaru:

2 2
k=2 ¢ (6)
([_a)'VHA “Cyt
kde c je pocatecni koncentrace kyseliny.
Silna dvojsytna kyselina H,A disociuje do prvniho stupné tplné
H,A=H"+HA" (7)
a do druhého stupné do ustaveni rovnovahy
HA =H" +A”. (8)
Pro disocia¢ni konstantu reakce (8) plati:
c.-Co. Yl
K=-1T A~ % (9)
CHA‘ Cy
V souladu s Debyeovym-Hiickelovym limitnim vztahem se predpoklada, Ze:
7/HA7 = 7/1 (10)
Yo =71 (11)

Neuvazuji-li se v roztoku zadné jiné ionty nez ty, které vznikly reakcemi (7) a (8), miize byt
rovnice (9) pfepsana na:

ca-(I+a)y!

K= (12)

CHA’ Cy

kde c je poc¢atecni koncentrace kyseliny a a stupen disociace aniontu HA [12].
2.2.1 Metody studia rozpustnosti a disociace huminovych Kkyselin

2.2.1.1 Titracni metody

Pro studium disociacnich rovnovah se ¢asto pouzivaji titracni metody. Jako titracni ¢inidlo se
nejcastéji pouziva hydroxid sodny nebo barnaty. Zpravidla se piredpoklada disociace
koncentrovanych funk¢nich skupin, jako jsou COOH skupiny, alkoholové a fenolové OH
skupiny a za urcitych podminek také aminové skupiny.

Pro ur€eni zdanlivé disocia¢ni konstanty se obvykle pouziva Henderson-Hasselbachova
metoda, kterd je popsdna v publikaci [13] ndsledujici rovnici:

pH =pK,, —nlog — (13)

kde pKapp je zdanliva disociacni konstanta a a je stupen disociace.
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Stupen disociace o miize byt vyjadien z titra¢ni kiivky pro celkovou kyselost:

o = Craon * Vvaon + [H+ ] (Vsusp + VNaOH)
b - gua

(14)

kde cy,oy Jje molarni koncentrace odmérného roztoku a V., je jeho objem, V_  je objem

susp
suspenze pied titraci, [H"] je koncentrace H", b, je celkova kyselost a g, je navazka

vzorku huminové kyseliny potiebna pro titraci.

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

Autofi prace [13] titrovali huminové kyseliny v prostfedi s rliznou iontovou silou a podle
kazdé podskupiné ptisoudili jistou distribuci pK,. Experimentdlni data proklddaji vlastnim
modelem odvozenym na zakladé¢ Debye-Hiickelovy teorie. Vysledky srovnavaji s daty
ziskanymi pro kyselinu galovou, jako modelovou aromatickou hydroxykyselinu.

Publikace [14] se zabyva potenciometrickou titraci provadénou na huminovych kyselinach
obecné. Ke stanoveni disociacni konstanty je 1 zde vyuzita rovnice Hendersona-Hasselbacha.
V zavéru prace autofi konstatuji, Ze potenciometricka titrace je pro huminové kyseliny velice
dilezitou metodou a to zejména co se ty¢e uréeni jejich acidobazickych vlastnosti.

V préci [15] se zkoumaji vlastnosti ionizovatelnych funkénich skupin huminovych kyselin.
Potenciometrickou titraci se stanovuje stechiometrie a pK, téchto funkénich skupin. Podle
vysledkl bylo urceno, ze existuji dva az tfi rizné druhy karboxylovych kyselin vyskytujicich
se ve zkoumanych huminovych kyselinach. Z vysledktli 1ze rovnéz usuzovat, ze heterogenita
mezi funkénimi skupinami vyznamné ovliviiuje acidobazické vlastnosti huminovych kyselin.

Velice jednoduchy zpusob potenciometrické titrace byl pouzit vpraci [16]. Byly zde
zkoumany acidobazické vlastnosti u dvou riznych vzorkti pidnich huminovych kyselin.
Titraci byla u huminovych kyselin urcena pufracni kapacita, hodnoty zddnlivych disocia¢nich
konstant a povrchovy naboj.

S cilem stanoveni celkové kyselosti huminovych kyselin byla potenciometricka titrace pouzita
v kombinaci s pritokovou coulometrii. Hodnoty disociacnich konstant slouzi pro kontrolu
spravnosti kazdého experimentu [17].

Potenciometrickd titrace byla pouzita 1 pfi stanoveni disocia¢ni konstanty ve ¢lanku [18],
ktery zkouma disociaci kovovych kationti z huminovych latek, ktera fidi disociaci téchto iontt
pifes membranu. Bylo zjisténo, Ze se snizujicim se pH a se zvySenim iontové sily roste
rychlost iontové vymény.

TitraCni hystereze bézné nastdva u potenciometrické titrace provadéné na huminovych
kyselinach. Znamena to, Ze naboj huminovych kyselin nelze popsat jako funkci pH a je nutno
podotknout, Ze chovani téchto latek pfi nizSim pH nez 3 je zcela neptedvidatelné. Dale
kinetika protonacnich a deprotonacnich reakci u huminovych kyselin svéd¢i o tom, Ze titracni
hystereze miize byt zplisobena nerovnovahou a to zejména pii vyssich hodnotach pH. Proto
byla navrzena sedmidenni automatizovand titratni procedura, ktera vzniklou hysterezi
eliminuje [19].
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V praci [20] se vychdzi opét z Debye-Hiickelovy teorie. Je ji popsan efekt elektrostatické
interakce na protonovou disociaci huminovych kyselin. Aplikace této teorie poskytuje zptisob
oddéleni elektrostatického efektu na protonovou disociaci od plsobeni heterogenity mezi
disociovanymi skupinami.

Autofi ¢lanku [21] provedli potenciometrickou titraci u huminovych kyselin extrahovanych
ze sprasovych pud. K ziskani experimentalnich dat navrhli afinitni spektrum, podle néjz urcili
spravny postup titrace. Z titracnich kiivek potom urcili mnozstvi kyselych funkénich skupin
a jejich disocia¢ni konstanty. Podle téchto udaji odvodili pribéh celé disociace a potvrdili,
ze huminové kyseliny obsahuji velké mnozstvi riznych druhti kyselych funkénich skupin.
Celkovy stupeii disociace mize byt stanoven na zakladé nasledujici rovnice:

D)

kde ¢, je koncentrace kyselych funkénich skupin pfitomnych v molekulach huminové

kyseliny a K. je jejich disocia¢ni konstanta, [Li] je koncentrace ionizovanych funkénich
skupin.

V publikaci [22] urcovali védci u rizné ziskanych huminovych kyselin acidobazické
vlastnosti, v€etné jejich disociacni konstanty. Pouzivali k tomu specidlni snimaci diferencidlni
potenciometrii. Vysledky této metody porovnavali s béZnymi metodami urovani disociacni
konstanty a to 1 s potenciometrickou titraci. Autoti dospéli k zavéru, Ze jejich data se shoduji
s hodnotami z jinych metod.

Potenciometrickd titrace heterogennich ptirodnich polyeletrolyti je v praci [23] aplikovana
na huminové kyseliny. Tato metoda je zaloZena na srazeci teorii polyelektrolytt. Cilem autorti
tohoto ¢lanku bylo objasnit podstatu acidobazickych vlastnosti polyelektrolytd s rliznymi typy
iontovych skupin. Bylo prokazano, ze huminové kyseliny mohou byt v ¢astech jejich struktur
povazovany za linedrni polyelektrolyty. Tento fakt vyuzivaji autofi k tomu, aby zkoumali
interakce huminovych kyselin s riznymi stopovymi kovy, jak je popsano v publikaci [24].
Z vysledkl potenciometrické titrace vyplyva, ze vlivem stopovych kovi dochazi v pribéhu
titrace k mnohem vétSimu nartstu pH, coz vede ke snizeni efektu iontové sily. Rizné priubéhy
titra¢nich kiivek dokladaji pfitomnost funkénich skupin.

Sorpce vzacnych kovii u bezpopelovych huminovych kyselin byly zkoumany v publikaci
[25]. Autofi zde stanovuji disocia¢ni konstantu z vysledki pH-metrické titrace a to pres
transformovanou Langmuirovu rovnici nelinearni metodou nejmensich ¢étverci. Hodnoty
disociaéni konstanty zde poslouzily pro stanoveni distribu¢ni funkce, ktera hraje dilezitou roli
pii urCovani sorpcni kapacity.

V praci [26] byly zkoumdny metody frakcionace funk¢énich skupin huminovych kyselin
pomoci konduktometrickych titraci. Funkéni skupiny byly vtéto studii rozdéleny do tii
kategorii: prvni obsahuje skupiny hydroxylové a cast karboxylovych, druha obsahuje
karboxylové skupiny riznych alifatickych a aromatickych monomernich jednotek
a do posledni kategorie patfi karboxylové skupiny s nizkymi hodnotami disociacnich
konstant, silikaty a ftalaty.

Publikace [27] se vénuje nevodnym titracim fulvinovych kyselin. Jednda se o velice
jednoduchy a spolehlivy zpusob, jak ziskat informace o spektru kyselosti danych latek. V této
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praci byl jako nevodné prostfedi pouzit dimethylformamid a jako titrant tetrabutylamonium
hydroxid. Jako vnitini standard byla pouzita p-hydroxybenzoova kyselina. Tato metoda
umoziuje porovnavat rozlozeni funkci karboxylovych a hydroxylovych skupin pouZitim
vnitini referencni slouceniny béhem nevodnych titraci, nabizi moZnost lépe zkoumat
ruznorodost huminovych latek a poskytuje jednoduchy postup jak porovnavat huminové
kyseliny z riznych zdroja.

Na stanoveni pK, Ize aplikovat 1 vypocetni techniku, ktera dokdze s dosti velkou presnosti
odhadnout hodnotu pK, organické latky, u niz Ize tuto veli¢inu stanovit titracnimi metodami.
Samotny vypocet se provadi pres slozity mechanismus, ktery stoji na porovnani rozdilti
energii plynné faze a na solvatacni energii protonizovanych a deprotonizovanych ¢astic
vzorku [28].

2.2.1.2  Spektrofotometrické metody

Spektroskopické metody jsou pro vyzkum huminovych latek vhodné v mnoha ohledech.
Jedna se totiz o zcela nedestruktivni procedury, které vyzaduji pouze minimalni mnozstvi
vzorku, jsou jednoduché na provedeni, pii némZ nejsou vyzZadovany zadné specidlni
dovednosti a casto poskytuji hodnotné informace o struktufe molekul a o chemickych
interakcich.

Barevnost vodnych roztoki huminovych latek doslova vybizi k optickému porovnani, ktera
jsou Casto zaloZena na absorpci svételného zafeni, jez se fidi Lambert-Beerovym zadkonem,
ktery tvrdi, Ze zafivy tok se po prichodu vrstvou latky, ktera je schopna svétlo absorbovat,
zeslabi. Lambert-Beertiv zakon je popsan nasledujici rovnici:

p=4,- 10" (16)

kde ¢ je zafivy tok po prichodu vrstvou latky, ¢, je primarni zafivy tok, & je dekadicky
(molérni) extink¢éni koeficient, ¢ je koncentrace latky, kterou zafivy tok prochazi a / je draha
zativého toku skrz latku.

Vodné roztoky relativné vysokomolekuldrnich huminovych latek poskytuji jednotvarna
spektra bez jasného maxima ¢i minima v rozsahu vilnovych délek pro viditelné svétlo.
V oblasti ultrafialového svétla nejsou viditelné rovnéz zadné specifické absorpce. Absorpéni
maximum byva v UV oblasti rozpoznano kolem 260 — 300 nm vinové délky [7].

Urceni disocia¢ni konstanty pK, u huminovych kyselin je dilezitou metodou studia jejich
vlastnosti. Tato diplomova prace je zaméfena na relativné jednoduchou, ale i pfesto presnou
metodu a to na absorp¢ni spektrofotometrii v UV/VIS oblasti. Absorpcni spektra huminovych
kyselin vSeobecné zaviseji na pH prostfedi. Spektroskopickda metoda stanoveni pK, je
zaloZena na zméné tvaru a intenzity absorpcnich spekter pii zméné pH prostiedi.

Spektrofotometrické urceni disociacni konstanty se objevuje 1 v publikaci [29], kde je tato
metoda pouzita ke stanoveni disocia¢ni konstanty vyluht pykratd alkalickych kovi a pykratu
tetrabutylamonného, které jsou rozpoustény v roztoku 4-methyl-2-pentanonu. Touto studii se
potvrdilo, ze k uplné disociaci dochazi v roztocich s nizkou koncentraci a se zvySujici se
koncentraci disociace klesa. Disociace pykratd alkalickych kovii se mezi sebou navzajem
skoro nelisi. Pykrat tetrabutyluamonny disociuje o néco 1épe nez pykraty alkalickych kowvii.
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V praci [30] byl zjistovan vliv disociacni konstanty na povrchovou koncentraci. Zkoumanou
latkou byl pralidoxim, ktery je fazen mezi oximy, jez vazou a-nukleofilni skupinu. Pralidoxim
byl rozpoustén v ¢isté vode nebo v 50 % roztoku acetonitrilu. Bylo prokazano, ze disocia¢ni
konstanta pralidoximu nema vliv na jeho povrchovou koncentraci.

V publikaci [31] se uvadi, Zze spektrofotometrické uréeni disocia¢ni konstanty neni vhodné
pro nékteré kyselé herbicidy. K tomuto zavéru se dospélo na zadkladé porovnani vysledka
s daty ziskanymi z potenciometrické a konduktometrické titrace.

Védci v publikaci [32] rozpoustéli methyloranz, methylCervent a methylviolet’ ve vod¢ nebo
v micelarnich roztocich o riznych koncentracich. Rozpousténé latky znaéné¢ ménily hodnoty
disocia¢nich konstant, coz bylo zpisobeno zejména Stépenim castic a plsobenim
elektrostatickych sil.

V praci [33] byly porovndvany vysledky spektrofotometrické a potenciometrické metody.
Disocia¢ni konstanty byly urovany u tfi derivatl 2-merkapto-5-R-amino-1,3,4-thiadiazolu.
Ob¢ metody prokazaly, Zze vSechny derivaty maji velice nizkou kyselost. Potvrdila se zde
teorie, Ze hodnoty disociac¢nich konstant jsou ovlivnény zejména vlastnostmi amino skupin.
Z vysledkii jasn¢ vyplyva, Ze spektrofotometrické stanoveni je jedno znejvhodnéjSich

Vv s

Autofi ¢lanku [34] rozsifuji pouzitelnost této metody tim, Ze vyvinuly zpusob, kterym je
mozné piesné¢ urCit pH hodnoty ze spektrofotometrického méfeni v kombinaci
s experimentalné zjiSténymi hodnotami aktivitniho koeficientu. Tuto metodu Ize diky tomu
aplikovat i na latky o iontové sile v rozsahu 0 — 3 mol-dm ™ a to aZ do teploty 65 °C, protoZe
u takovychto vzorkl je stanoveni pH pomoci sklenéné elektrody ponékud neptesné. Tato
spektrometricka pH metoda byla pouzita pro urceni disociacni konstanty pK, kyseliny arsenité
HASsO; s ptesnosti pK, 0,005.

Derivaty acridonu jsou velmi slabé kyseliny a kjejich disociaci proto dochazi pouze
v prostfedi pufru o velmi vysoké hodnoté pH. V téchto podminkach ale rovnéz nastavaji
problémy suréenim pH pomoci sklenéné elektrody. V praci [35] byla proto pouzita
spektrofotometrickd titrace velmi silnou bdzi a pouzitim Benesi-Hildebrandového
vyhodnoceni byly ziskany hodnoty disocia¢nich konstant u derivatt acridonu.

V publikaci [36] je pfedstavena metoda, kterd je zalozena na stejném principu jako ta, kterad
byla pouzita vtéto diplomové praci. Jeji vyhodou je to, Ze uZivatel nemusi urCovat
koncentraci ani extink¢éni koeficient vzorku a umoziuje urceni pK, i u velice slabych nebo
silnych kyselin a z4dsad. Konkrétni hodnota disocia¢ni konstanty je stanovena dle nasledujici
rovnice:

(10 —10°)+(1-10" )4, + (107 - 1)4,
(10° = 10" )4, + (10" =107 )4, + (10" — 10" )4,

pK, =1-log (17)

kde pK, je zdéanliva disociatni konstanta, pH = I, A;, A, a Az jsou absorbance métené
ptiruznych hodnotach pH atopti I,/ +a,[+b,kde a#b+#0.
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Autoii prace [37] stanovovali spektrofotometricky pK, u acidobazického indikatoru
methylové Zluti ve snaze o zlepSeni jeji aplikovatelnosti na nevodné titrace. Zkoumali
zejména vliv velikosti alkylovych fetézci alkoholl, které byly vtéto praci pouzity jako
rozpoustédla, na disociacni konstantu. Zjistili, Ze hodnoty pK, klesaji se zvySujici se velikosti
alkylového fetézce alkoholi. Tyto vysledky védcim rovnéz napomohly k objasnéni faktu, ze
zménou rozpoustédla dochdzi k posunu absorpénich spekter a zejména ke zméné rozsahu
barevného prechodu u titrace s pouzitim methylové Zluti jako indikatoru.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

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

3.2 Pouzité chemikalie
- vzorky huminovych kyselin: HK A, HK B
-  HCI135% p.a., Lach-Ner., s.r.o.
- NaOH p.a., Merci, s.r.0.
- CH3COONa - 3 H,0 p.a., Lachema n.p. Brno
- CH;COOH 80 % p.a., Lach-Ner., s.r.0.

- deionizovana voda

3.3 Priprava vzorki huminovych kyselin

V ramci feseni této prace byly pouzity dva rtizné vzorky huminovych kyselin tak, aby byl
zaroven studovan vliv izolace a Upravy vzorkil na jejich acido-bazické vlastnosti a chovani
ve vodnych prosttedich.

HK A je vzorek izolovan nasledujicim zptsobem. 60 g lignitu bylo zalito 2 dm’ extrakéniho
roztoku (0,5 g'dm™> NaOH + 0,1 g:dm NayP,0-). Extrakce probihala pres noc za stalého
protiepavani suspenze. Nasledujici den byl roztok zfiltrovdn pfes hustou tkaninu a tuhy
zbytek po filtraci byl znovu extrahovan stejnym ¢inidlem, 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 pfes noc. Druhého dne byla odsata kapalina nad usazeninou, zbytek
byl 10 minut odstfedovan v centrifuze pti 4000 otackach za minutu a termostatu nastaveném
na 10 °C. Usazenina byla tiikrat promyta HCI o koncentraci 0,2 g-«dm™ (pH < 1) a jednou
destilovanou vodou. Nakonec byly ziskané huminové kyseliny vysuseny pii 50 °C a dale byly
precistény smési HCl a HF (10 cm® konc. HCl + 20 cm® konc. HF + 1970 cm® H,0). Tento
roztok byl protfepavan 24 hodin a ndsledné byl odstfedén. Po dekantaci byla usazenina znovu
zalita ziedénym roztokem HCI + HF a 24 hodin protfepavdna. Roztok byl znovu slit
a usazenina promyvana vodou, dokud nebyla zkouSka AgNO; na CI negativni. Poté byly
ziskané huminové kyseliny vysuSeny pii 50 °C.

Vzorek huminovych kyselin HK B je standard THSS (International Humic Substances
Society) Leonardite (1S104H). HK B byl izolovan z leonarditu, coz je neprouhelnénd cast
organickych latek, kterd je soucasti nékterych uhelnych nalezist. Ten byl nejprve temperovan
pii pokojové teploté v prostfedi HCI o koncentraci 1 mol-dm™ pfi pH = 1 — 2. Suspenze
o koncentraci 10 ml tekutiny na 1 g suchého vzorku byla hodinu protifepavana, nasledné byla
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pevnd slozka oddélena dekantaci a byla neutralizovana roztokem NaOH o koncentraci
1 mol'dm™ na pH = 7. Poté byl pfidan roztok NaOH o koncentraci 0,1 mol-dm™ pod
atmosférou dusiku N, tak, aby vysledny pomér suspenze Cinil opét 1:10. Tato suspenze byla
protiepavana 4 hodiny pod atmosférou N,, ptes noc byla ponechdna v klidu a nasledn¢ byla
pevnd faze oddélena dekantaci. Znovu byl vzorek okyselen roztokem HCI o koncentraci
6 mol-dm™ na pH = 1,0 a po té byl ponechan 16 hodin v klidu. Odstfedénim byla odstranéna
sraZzenina huminové kyseliny, kterd byla znovu rozpusténa v minimalnim mnoZstvi roztoku
KOH o koncentraci 0,1 mol-dm™ pod N». Bylo pfidano potiebné mnozstvi pevného KCl, aby
byla koncentrace smési 0,3 mol-dm™. Poté byla odstiedénim odstranéna pevna residua.
Piidavkem roztoku HCI o koncentraci 6 mol-dm ™ do pH = 1,0 doglo k op&tovnému vysraZeni
produktu. Takto vznikla smés byla 16 hodin ponechana v klidu. Ke srazenin¢ byla pfidana
HCl o koncentraci 1 mol-dm™ s HF o koncentraci 0,3 mol-dm a tato soustava byla pfes noc
protiepavana pii pokojové teploté. Proces promyti byl opakovan do snizeni mnoZstvi
ptitomného popela pod 1 %. Vyslednd sraZenina byla dialyzovéana proti destilované vodé,
dokud nebyl test s AgNO; na pritomnost CI” iontd negativni. Na zavér byl vysledny vzorek
huminovych kyselin HK B lyofilizovan [38][37].

3.4 Charakterizace huminovych kyselin

Ziskané vzorky byly charakterizovany pomoci elementarni analyzy a stanovenim celkové
kyselosti.

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

Celkova kyselost byla stanovena na zédkladé konduktometrické titrace suspenze huminovych
kyselin (1 g : 50 cm’) roztokem NaOH o koncentraci 0,1 g-dm™. V pribshu titrace byl
zaznamenan vliv ptidavku odmérného roztoku na vodivost. Bod ekvivalence byl vyhodnocen
jako prisec¢ik dvou linearnich ¢asti (viz. Obr. 6).

3.5 Stanoveni pK, huminovych kyselin

Hodnoty pK, huminovych kyselin byly stanoveny dvéma riznymi zptsoby. Prvni spocival
ve vyhodnoceni potenciometrickych titracnich kiivek, které byly ziskany pfistanoveni
celkové kyselosti vzorkt (viz kapitola 3.4), tradi¢ni metodou podle Hendersona-Hasselbacha.

Druhym zplisobem bylo spektrofotometrické stanoveni pK, provedené nasledujicim
zpasobem. Nejprve byl pripraven z roztoku CH3;COOH o koncentraci 0,1 mol-dm™
a z roztoku CH;COONa o koncentraci 0,2 mol'dm™ tlumivy roztok tak, aby jeho pH mé&lo
hodnotu 5,6. Byly pfipraveny suspenze huminovych kyselin v octanovém pufru
o koncentracich 20 a 40 g-dm™. Po dvaceti &tyi hodinovém tfepani bylo u vyluhti zméfeno
pH, vodivost, UV/VIS spektrum. Poté byly vyluhy zfedény v poméru 1:10 s pufrem (bylo
zméfeno pH), HCl a NaOH o koncentracich 0,1 g:dm™. Toto roziedéni bylo provedeno
iuvodnych vyluhi HK A. Byla proméfena UV/VIS spektra v rozsahu vinovych délek
Ae <200; 800> nm . Disocia¢ni konstanta byla stanovena podle nasledujiciho vztahu:

A -A
pK, =pH + log v e v NaOH (18)

v HCI -A

v pufiu
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Absorbance A byly dosazovany vzdy pro stejnou vinovou délku, A e <250; 350> nm nebo
pro ke<400; 500> nmv piipadé, Ze byly naméfeny piiliS vysoké hodnoty absorbanci
v rozsahu vinovych délek A e <250; 350> nm, protoze takové hodnoty zplsobuji pomérné

velkou chybovost pfi stanoveni disocia¢ni konstanty z dlivodu omezeni platnosti Lambert-
Beerova zakona. Za pH bylo dosazovano pH vyluhu huminové kyseliny po zfedéni pufrem.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Charakterizace huminovych kyselin

U jednotlivych vzorkli huminovych kyselin byl stanoven obsah popela a dale byla provedena
elementarni analyza, ktera urcila procentudlni zastoupeni uhliku, vodiku, kysliku, dusiku
a siry. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 1.

Ve zkoumanych huminovych kyselinach byl obsah uhliku stanoven vrozmezi 43,9
az 48,1 atomovych % a obsah kysliku se pohybuje mezi 15,0 a 17,7 atomovych %. Mén¢
kysliku je obsazeno v huminové kyseliné HK A.

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

Pro disocia¢ni chovdni huminovych kyselin méa nejvétSi vyznam obsah kysliku, nebot
nepiimo vypovida o obsahu kyselych funkénich skupin (COOH, OH, ptip. SOsH). K tomuto
ucelu se Casto pouziva srovnani poméru C/O pro riizné huminové vzorky, ktery ma u HK A
hodnotu 2,93 a u HK B 2,72. NiZ§i hodnota tohoto poméru u vzorku HK B ukazuje na vyssi
obsah kyselych funkénich skupin, coz plné koresponduje s vysledky stanoveni celkové
kyselosti (viz Tab. 2).

Z poméru C/H pak lze usuzovat na vyskyt nenasycenych vazeb a tedy 1 aromatickych struktur
v huminovych latkach. Tento pomér je vyrazné vyssi u vzorku HK B (1,45) nez HK A (1,09).
Lze tedy pfedpokladat, Ze vzorek HK B obsahuje ve své struktufe vice nasobnych vazeb
a kondenzovanych aromatickych jader nez HK A, nebot’ na uhlikovy skelet o stejném poctu
atomu (C) zde pripada méné atomti vodiku.

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

vzorek atomova % hm. %
C H O N S popel

HK A 43,9 40,2 15,0 0,7 0,2 1,9

HK B 48,1 33,2 17,7 0,8 0,2 2,6

Béhem analyzy obou vzorkii huminovych kyselin bylo zjisténo, ze obsahuji pouze malé
mnozstvi popela. Tento fakt souvisi zejména s tim, Ze byl zvolen vhodny zplsob piipravy,
zejména ve fazi Cisténi vzorkd. Oba vzorky totiz byly dikladné promyty smési HCl s HF
abylo provedeno uplné odstranéni CI” iontli, coz bylo potvrzeno kvalitativnim testem
s AgNOs. Dale nasledovalo procisténi dialyzou proti vodé. Podrobny zptsob ptipravy vzorki
je popsan v kapitole 3.3.
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Tab. 2 Celkova kyselost huminovych kyselin

vzorky celkova kyselost [mmol'g ']
HK A 4,94
HK B 6,47

Z Tab. 2 je patrné, Ze celkova kyselost je mnohem vyS$si u huminové kyseliny HK B. Je tomu
tak zfejmé proto, Ze HK B je izolovéana z leonarditu, coZ je neprouhelnénd ¢ast organickych
latek, ktera je soucasti n€kterych uhelnych nalezist, obsahuje mnohem vice kysliku a tim
padem i mnohem vice kyselych funkcnich skupin, které maji za nasledek vysokou celkovou
kyselost HK B. Vzorek HK A je izolovan z lignitu, ktery obecné obsahuje mnohem méné
kysliku nez leonardit, a proto ma vzorek HK B mnohem vyssi kyselost, 1 kdyz béhem jeho
ptipravy pii vymyvani popela smési HCI + HF muselo nutné dojit k vymyti uré¢itého mnozstvi
frakci huminovych kyselin bohatych na kyselé funkéni skupiny, které podporuji jejich
rozpustnost. Pfiklad experimentdlnich dat ziskanych pfii titraci vzorku HK B je uveden
na Obr. 6. Celkova kyselost obou vzorkli byla urena z priseciku dvou linearnich vétvi
konduktometrické titracni kiivky feSenim soustavy dvou rovnic danych piimek.
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Obr. 6 Titrace suspenze HK B pro stanoveni celkové kyselosti
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Vzorek huminové kyseliny HK A byl ¢aste¢né prozkouman jiz diive v bakalarské praci [1],
kde je predstaven jako vzorek HK 2. Oba vzorky HK A 1 HK B byly porovnany v publikaci
[39], kde byly stanoveny hodnoty jejich zdanlivych disocianich konstant titracni metodou
podle Hendersona-Hasselbacha. Priklad grafického stanoveni touto metodou je uveden
na Obr. 7, kde je vyobrazena titracni zavislost HK B vzorku. Hodnoty pK, jsou podle této
metody vypocteny jako pH stanovené pro 50 % disociovanych kyselych funkénich skupin
pii potenciometrické titraci vodné suspenze huminovych kyselin — viz. téz rovnice (18). Takto
ziskané vysledky pro vzorky HK A a HK B jsou uvedeny v tabulce Tab. 3.

Tab. 3 Zdanlivé disociacni konstanty ziskané metodou podle Hendersona-Hasselbacha
v ramci prdce [1]

Henderson-Hasselbach
vzorky
PKapp +
HK A 9,33 0,10
HK B 6,16 0,16
9

-0,6 -0,4 -0,2 0 0,2 0,4 0,6

-log [0/(1-0)]

Obr. 7 Henderson-Hasselbachova zavislost u HK B
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Podle vysledki uvedenych v Tab. 3 by vzorek HK B mél obsahovat mnohem vyssi podil
siln¢jSich kyselych funk¢nich skupin nez vzorek HK A. Obecné jsou z kyselych funkénich
skupin v huminovych latkach nejsiln€jsi SOsH, ovSem vzhledem k velmi nizkému obsahu siry
u obou vzorkt (viz. Tab. 1) Ize jejich vliv na celkovou kyselost vzorkd pouzitych v této praci
a jejich disociacni chovani zanedbat. Oba vzorky pak obsahuji jak COOH, tak OH skupiny,
které se spolupodili na jejich acido-bazickém chovani. Jejich vzajemny pomér a zejména
okoli jednotlivych kyselych funk¢nich skupin pak rozhoduji o sttedni hodnoté pK,. Standard
IHSS HK B by pak mél ve vodnych roztocich za jinak stejnych podminek disociovat mnohem
Iépe nez HK B izolované z lignitu. OvSem uz hodnota pK, pro vzorek HK A (9,33) napovida,
7ze disociacni konstanty stanovené metodou Henderson-hasselbacha pftili§ neodpovidaji
redlnému chovani huminovych kyselin, nebot to je hodnota odpovidaji spiSe disociaci
fenolickych OH skupin nez karboxylovych COOH, které jsou v lignitickych HK vzdy hojné
zastoupeny [7], [8], [39].

4.2 Stanoveni pK, huminovych Kkyselin

Na zakladné poznatkli obdrzenych béhem feSeni bakalaiské prace [1] byla i zde snaha o to,
aby pro stanoveni hodnoty pK, byly pouzivany pouze hodnoty absorbanci v rozsahu vinovych
délek 250 — 350 nm a to z divodu, aby absorbance nebyly moc nizké, coz by mohlo vést
ke snadné chybé¢ pti vypoctu a ani moc vysoké, protoze vyssi hodnoty absorbance jsou podle
Lambert-Beerova zdkona malo piesné. Spektra jednotlivych vzorki huminovych kyselin by se
rovnéz neméla kiizit.

Experimentalni dikaz téchto vlastnosti spekter je vidét na Obr. 8, ktery reprezentuje chovani
vzorku huminové kyseliny HK 1, kterd byla pouzita v bakalarské praci [1]. Spektrum
vypovidd otom, ze hodnoty absorbanci pod hranici vinové délky 250 nm dosahuji
absorp¢niho maxima a zde dochazi i ke kiizeni jednotlivych spekter. Na stejném grafu je
patrné, Ze hodnoty absorbanci nad hranici vinové délky 350 nm jsou pfili§ nizké a rozdily
mezi absorbancemi u jednotlivych vzorkid jsou minimalni, coz by mohlo pfi vypoctu pK, vést
k pomérné¢ velké chybovosti. Idedlni rozmezi vlnovych délek pro vypocet disociacni
konstanty je proto 250 — 350 nm, kde se spektra jednotlivych roztokt nektizi a jejich potadi
odpovida redlnym disociaénim vlastnostem. Cili vyluhy fedéné roztokem HCI dosahuji

v
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Obr. 8 UV/VIS spektrum vyluhu HK 1 o koncentraci suspenze 40 g -dm™ ziedéného v poméru

1:10 vodou (modra), roztokem HCI (cervend) a NaOH (zelend). V grafu je vyznacen rozsah
vinovych délek 250 — 350 nm, ktery byl pouzit pro vypocet pK, [1].

Pribéh spekter vyluhti huminovych kyselin v pufru doklada Obr. 9. Jde o vyluhy, kde jiz
v prvnim kroku byl misto vody pouzit stejny pufr jako pro nasledné fedéni v dalsi fazi. Opét
zde dochdzi ke kiizeni jednotlivych spekter pod hodnotou 250 nm vlnové délky. Rozsah
vlnovych délek 250 — 350 nm sice poskytuje jednotliva spektra, ktera se navzajem nekiizi
a jejich potadi odpovida redlnych disociaénim chovanim huminovych kyselin, ale hodnoty
absorbanci jsou pro vypocet disocia¢ni konstanty ponékud vysoké a mohou tak zptisobit
pomérné dosti velkou chybu. Pro vypocet pK, u vyluhti s pufrem se proto Iépe hodi data
z rozmezi vlnovych délek 400 — 500 nm, kde jsou ptijatelnéjsi hodnoty absorbanci.
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Obr. 9 UV/VIS spektrum vyluhu HK A o koncentraci suspenze 20 g -dm™ ziedéného v poméru

1:10 roztokem NaOH (modra), roztokem HCI (fialova) a pufrem (zelena) . V grafu jsou
vyznaceny rozsahy vinovych délek 250 — 350 nm a 400 — 500 nm, které byly pouZity pro
vypocet pK,

Proto 1 vtéto diplomové praci byla pro stanoveni hodnot disociacni konstanty
spektrofotometrickou UV/VIS metodou v rdmci moznosti pouzita data vrozmezi 250 —
350 nm, v nichz spektra jednotlivych vyluhti poskytuji reprezentovatelné pribéhy, umoznuji
kvalitni a pfesné vyhodnoceni a zcela odpovidaji realnym disociaénim vlastnostem. Byla zde
vSak pouzita i data zrozmezi vlnovych délek 400 — 500 nm, které svym pribéhem
jednotlivych spekter rovnéz vyhovuji podminkam pro stanoveni disocia¢ni konstanty. Pro oba
vzorky huminovych kyselin byly hodnoty pK, vypocteny z absorbanci v obou oblastech
a srovnany mezi sebou. Ugelem bylo jednak vybrat vhodnou oblast pro zpracovani dat u obou
pouzitych vzorkli a jednak ovérit, zda zménou vlnovych délek pouzitych pro vypocet
nedochazi ke zméné vysledkd, tj. hodnot pK,.
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V predchazejici bakaldtské praci [1] bylo zjisténo, jaké je idedlni mmnozstvi vzorku
huminovych kyselin pro ptipravu jejich suspenzi na UV/VIS spektrofotometrické stanoveni
disociacni konstanty. Experimentalnim stanovenim prosly suspenze s riznym obsahem
huminovych kyselin (2, 20, 40, 100 a 500 g-dm™). Takto $iroky rozsah obsahu huminovych
kyselin v suspenzich byl pouZit zejména proto, aby byl ovéfen vliv koncentrace na stanoveni
sttedni hodnoty pK,. Dal$im divodem bylo najit vhodny interval vinovych délek, kde
pro métené absorbance plati Lambert-Beeriv zdkon a do vypocti se tak nezavadi zbytec¢né
chyby z vlastniho méfeni.

U spekter roztokt pfipravenych z vyluhu suspenze o obsahu huminovych kyseliny 2 g-dm™
jsou prili§ nizké hodnoty absorbance, zejména u vyluht zfedénych s HCI a n¢kdy i u vyluhd
ziedénych s vodou, jak je vidét na obrazku Obr. 10, ktery predstavuje graf UV/VIS spekter
vyluhu HK A zitedéného s vodou, NaOH a HCI1 v poméru 1:10. Je vidét, Ze vyluhy v prostredi
HCl a rovnéz i vyluhy v prostiedi vody maji ptili§ nizké hodnoty absorbance. Z tohoto
diivodu je u této koncentrace zaznamenana velka chyba v méfeni i ve vypoctu. Obsah
huminovych kyselin 2 g«dm™ je nevhodny na pifpravu suspenzi na vyluhy pro UV/VIS
spektrofotometrické stanoveni disociacni konstanty.
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Obr. 10 UV/VIS spektrum vyluhu HK A o koncentraci suspenze 2 g -dm™ ziedéného v poméru
1:10 vodou (modra), roztokem HCI (Cervend) a NaOH (zelend).
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Obsah huminovych kyselin 500 g-dm™ v suspenzi na piipravu vyluhu je rovnéz nevhodny
pro spektrofotometrické stanoveni disociacni konstanty. Absorbance vyluhi ve vodé maji
velice podobné hodnoty jako absorbance vyluhti v HCI. Je to zapfi¢inéno tim, Ze pii takto
vysokém obsahu huminovych kyselin jejich samotna disociace zpusobi takovy pokles pH, ze
vyluh je ibez pfidini HCI pomérné siln€ kysely. Z tohoto divodu jsou hodnoty ziskané
piifedéni vodou a HCl velmi podobné.

Na Obr. 11 je uveden piiklad UV/VIS spektra HK 2 sobsahem huminovych kyselin
100 g-dm . Opét zde dochazi k tomu, Ze pH vyluhu ve vodg je piili§ nizké diky disociaci,
a proto jsou UV/VIS spektra vyluhii ve vodé a v HCI téméf stejnd. U nékterych vzorki
huminovych kyselin o této koncentraci doslo dokonce ktomu, Ze hodnoty absorbanci
v rozmezi vinovych délek 250 — 350 nm byly pftili§ vysoké, a proto nepouzitelné pro vypocet
pK.. Vyluh ze suspenze o obsahu huminovych kyselin 100 g:dm™ proto rovnéZ nelze pro
tento zpusob stanoveni pK, doporudit.
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Obr. 11 UV/VIS spektrum vyluhu HK A o koncentraci suspenzel00 g-dm™ ziedéného
v pomeéru 1:10 vodou (modra), roztokem HCI (cervend) a NaOH (zelena).
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Z vysledktl bakalarské prace [1] je patrné, ze nejvhodnéjsi pro spektrofotometrické stanoveni
disociacnich konstant je, aby byly pro stanoveni pK, pouzity vyluhy ze suspenze o obsahu
huminovych kyselin v rozmezi 20 — 40 g-dm™. Vysledné hodnoty odpovidajici 20 g-dm™
huminovych kyselin v suspenzi pouzité pro piipravu vyluhu jsou uvedeny v Tab. 4.
Pro srovnani jsou téz uvedeny hodnoty pK, stanovené podle metodiky Hendersona-
Hasselbacha (viz. Tab. 5), vramci které se provadély titrace suspenzi o stejném obsahu
huminovych kyselin.

Tab. 4 Zdanlivé disociacni konstanty ziskané spektofotometrickou metodou v ramci predchozi
bakalarské prace [1]

20 g-dm™
vzorek
PKapp +
HK 1 3,86 0,06
HK 2 4,27 0,11
HK 3 7,68 0,11

Tab. 5 Zdanlivé disociacni konstanty ziskané metodou podle Hendersona-Hasselbacha

v ramci bakalarské prace [1]

Henderson-Hasselbach (20 g-dm™)
vzorky
PKapp +
HK 1 6,63 0,15
HK 2 9,33 0,10
HK 3 7,89 0,12

Podle hodnot v tabulce Tab. 5, které byly stanoveny titraéni metodou podle Hendersona-
Hasselbacha, by méla nejméné disociovat HK 2, coz ovSem neni pravda. Srovname-li hodnoty
pH u vyluhi suspenzi jednotlivych vzorki pred fedénim (Obr. 12), zjistime, Ze produkce H"
iontll je nejvétsi u HK 1, nasleduje HK 2 a nejméné kyselé vyluhy dava HK 3. Poradi tedy
odpovidda hodnotam pK, stanovenym spektrofotometricky a tato metoda ndm
zprostiedkovava takové stfedni hodnoty disocianich konstant, které koresponduji
se skuteénymi disocia¢nimi schopnostmi, coZz je vyhoda oproti datim ziskanym podle
Hendersona-Hasselbacha. Spektrofotometrické stanoveni disocia¢ni konstanty je i mnohem
jednodussi, nebot’ u metody podle Hendersona-Hasselbacha je nutno provadét mnohdy dosti
komplikované titrace.
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Obr. 12 Zavislost pH na koncentraci. HK 1 (modra), HK 2 (fialova), HK 3 (Cerna).

V bakalarské praci [1] byla prokdzana vyuzitelnost UV/VIS spektrofotometrické metody
ke stanoveni stfedni disociacni konstanty a jeji vysledky byly srovnany s vysledky titracni
metody podle Hendersona-Hasselbacha. Hodnoty disociacnich konstant ziskanych
ze spektroskopického stanoveni pIné koresponduji s redlnym disociacnim chovanim
huminovych kyselin a jeji proveditelnost je mnohem snazsi nez kterakoli alternativni titrac¢ni
metoda.

Kwvili pritomnosti kyselych funkénich skupin ve struktufe huminovych kyselin podléhaji tyto
latky velice snadno disociaci a i1 vyluhy zfedéné vodou mohou byt pii vysSich koncentracich
mnohdy kyselé natolik, Zze se jejich spektra doslova piekryvaji se spektry vyluhti zfedénych
kyselinou. Pro zabranéni nezddouci disociace je proto dobré pouzit tltumivy roztok. Hodnoty
pH vyluht fedénych pufrem by se mély nachazet mezi pH vyluhti ztedénych s NaOH a s HCL

V této diplomové praci byl pouzit octanovy pufr k udrzeni stalé hodnoty pH. Voda jim byla
nahrazena pfifedéni vodnych vyluhti. Rovnéz byla naméfena spektra vodnych vyluhd
ziedénych kyselinou a zdsadou. V dalsi fazi experimentu byl pufr vyuzit i na pfipravu vyluhii
huminovych kyselin, které byly dale fedény pufrem, kyselinou a zasadou.
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Nejprve byly vodné vyluhy o koncentraci suspenzi 20 a 40 g-dm™ zfeddny pufrem, kyselym
roztokem HCl a zdsaditym roztokem NaOH. Vysledné hodnoty pK, byly vypocitany
zrozsahu vilnovych délek (250 — 350) nm a jsou uvedeny v tabulce Tab. 6. Dale byly
pripraveny vyluhy obou vzorkd huminovych kyselin o koncentraci suspenzi 20 a 40 g-dm
v octanovém pufru a ty byly nasledné¢ ziedény pufrem, roztoky HCl a NaOH. Vysledné
zdanlivé disocia¢ni konstanty takto pfipravenych vzorkti huminovych kyselin jsou opét
v tabulce Tab. 6.

Tab. 6 Zdanlivé disociacni konstanty ziskané spektrofotometrickou metodou pro vodné vyluhy
ziedené dale pufrem a pro pufrové vyluhy zredené pufrem v rozsahu vinovych délek (250 —
350) nm.

voda - pufr puft - pufr
¢ [g:dm™] 20 40 20 40
pKa + pKa + pKa + pKa +
HK A 419 | 026 | 428 | 025 | 411 | 013 | 432 | 0,16
HK B 471 | 0,13 | 484 | 0,12 | 488 | 081 | 476 | 0,58

Z Tab. 6 je patrné, Ze pro vyluh HK B z pufru, jehoZ roztoky byly pfipraveny fedénim
pufrem, HCI a NaOH jsou hodnoty disociacnich konstant pon¢kud nepifesné. Je tomu tak
proto, ze spektra tohoto vzorku dosahovala pfili§ velkych hodnot absorbanci v rozsahu
vlnovych délek 250 — 350 nm, jak doklad4d obrazek Obr. 13 a rovnéz je zde vyznacCeno
alternativni rozmezi vlnovych délek 400 — 500 nm, které umoziuje provést vypocet pK,
s mnohem véEtsi presnosti a rovnéz v tomto rozmezi vinovych délek potvrzuji spektra vyluhu
v riznych prostiedich pH realné disocia¢ni chovani.
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Obr. 13 UV/VIS spektrum v¥luhu HK B z pufru o koncentraci 40 g-dm™ v roztoku pufru
(zelena ), v HCI (fialovd) a v NaOH (modra).

Jak uz bylo uvedeno vyse, hodnoty absorbanci v rozmezi vlnovych délek od 250 do 350 nm
byly u nékterych vzorkt prili§ vysoké, a proto byly k vypoctu zdanlivé disociacni konstanty
pouzity hodnoty absorbanci z rozsahu vlnovych délek od 400 do 500 nm. Hodnoty pK,
ziskané za téchto podminek jsou uvedeny v tabulce Tab. 7. Vzorky HK A ziskané z vodnych
vyluhii maji podle téchto vysledli schopnost disociovat lépe nez stejné ziskané vzorky HK B a
pln¢ tak koresponduji s vysledky ziskanymi pro nizs$i vinové délky (Tab. 6). U vzorkl
ziskanych feddnim vyluhi z octanového pufru u koncentrace suspenze 40 g-dm™ byly u obou
huminovych kyselin zjistény podobné hodnoty pK,. Problém miize byt u pomérn¢ vysoké
absorbance vyluhu fedéného NaOH (viz. Obr. 13).
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Tab. 7 Zdanlivé disociacni konstanty ziskané spektrofotometrickou metodou pro vodné vyluhy
ziedené dale pufrem a pro pufrové vyluhy zredené pufrem v rozsahu vinovych délek (400 —
500) nm.

voda - pufr puft - pufr
¢ [g:dm™] 20 40 20 40
pKa + pKa = pKa = pKa +
HK A 426 | 039 | 428 | 021 | 431 | 034 | 4,67 | 026
HK B 446 | 0,08 | 493 | 0,16 | 462 | 015 | 459 | 017

Podle Tab. 3 a Tab. 5, kde jsou uvedeny vysledky pK, stanovené metodou podle Hendersona-
Hasselbacha, by méla 1épe disociovat HK B. Na Obr. 14 je vsak vidét, ze produkce H' jontd
je vetsi u HK A, coz si protife¢i s vysledkem pK, ziskanym metodou podle Hendersona-
Hasselbacha, ale naopak koresponduje s vysledkem, ktery byl stanoven spektrofotometricky.
Vysledky dosazené v ramci této prace tak znovu potvrdily, ze UV/VIS spektrofotometrie je
vhodnou metodou pro stanoveni stfedni hodnoty pK, huminovych kyselin a tyto hodnoty
vystihuji 1épe redlné disociaéni chovani huminovych kyselin ve vodnych roztocich neZ
tradi¢ni titracni metoda. Vzhledem ktomu, Ze huminové kyseliny nejsou chemickym
individuem ale smési latek a Ze ve své struktute obsahuji kyselé funkéni skupiny s rozdilnymi
disociacnimi schopnostmi, pK, takto stanovené jsou vZdy pouze stfednimi hodnotami. Mira
disociace zavisi vZdy na vice faktorech. Je ovlivnéna pH prostiedi, coz je zdkladem
spektrofotometrického stanoveni, kdy nastavenim pH prostiedi posunujeme cilené disociacni
rovnovahu obéma sméry. Je ovlivnéna typem dané funkcni skupiny v huminovych kyselinach
(COOH, OH). A je siln¢€ ovlivnéna okolim dané funkcni skupiny, takZe skupina stejného typu
(napt. COOH) se muze v huminovych kyselinach vyskytovat v mnoha strukturné riznych
podobdch a tedy i s riznymi disocia¢nimi schopnostmi. Vyhodou metody pouzité v ramci této
prace je ale jeji navaznost na skute¢né disocia¢ni chovani huminovych kyselin ve vodnych
roztocich. Hodnoty pK, takto stanovené koresponduji s redlnymi koncentracemi H' jontd
stanovenymi  ve  vodnych  vyluzich rdznych  vzorki  huminovych  kyselin.
Pro spektrofotometrické stanoveni se navic pouzivaji vyluhy a jejich fedéné roztoky, u nichz
bylo dosazeno rovnovahy disociace. To je spolu s jednoduchosti a rychlosti dal§i vyhodou
oproti klasickym titracnim metoddm, u kterych byl ¢asto pozorovan silny vliv rychlosti titrace
a koncentraci odmérnych roztokid na vysledky disociaénim konstant jimi stanovenych.
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Obr. 14 Zavislost pH vodnich vyluhii na koncentraci. HK A (fialova), HK B (¢erna)
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5. ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo prométit UV/VIS spektra roztokii huminovych kyselin
pti riznych hodnotach pH a stanovit stfedni hodnotu pK,, ktera by mohla byt snadno vyuzita
ke srovnani disocia¢niho chovani riznych vzorka téchto latek. Na zakladé namétenych dat
byly stanoveny stifedni hodnoty pK, huminovych kyselin a srovnany s hodnotami ziskanymi
klasickou titracni metodou podle Hendersona-Hasselbacha.

Soucasti teoretické prace je reSerSe, kterd pojednava o klasickych titraénich metodach
pouzivanych pro stanoveni disociacni konstanty huminovych kyselin a dédle se zamétuje
na latky, jejichz disociacni vlastnosti se daji zkoumat UV/VIS spektrofotometrii. Je zde
diskutovano, jakym zplisobem by se dala tato metoda dale rozvijet k jejimu zdokonaleni
a rozsiten.

V ramci experimentalni ¢asti prace byly pouzity dva vzorky huminovych kyselin. Jeden byl
extrahovan z lignitu t&Zeného v Ceské republice, jde o vzorek izolovany na nasi fakulté
pomoci alkalické extrakce popsané v kapitole 3.3. Druhy byl standard THSS extrahovany
z leonarditu. Jde tedy o vzorky ze dvou riznych zdroji, u kterych byly pouzity téz rizné
zpusoby izolace. Z obou vzorkl byly pfipraveny vodné vyluhy o koncentraci huminovych
kyselin, kterd byla v pfedchdzejici bakalarské praci [1] shleddna jako idealni pro UV/VIS
spektrofotometrické stanoveni pK,. Z vyluht byly pfipraveny roztoky huminovych kyselin
ve tfech riznych prostfedich s rozdilnymi hodnotami pH. Vyluhy byly fedény octanovym
pufrem, roztokem kyseliny chlorovodikové a roztokem hydroxidu sodného. Absorpcni spektra
organickych sloucenin s kyselymi, resp. bazickymi funkénimi skupinami vSeobecné zaviseji
na pH prostfedi. Tato metodika stanoveni pK, je zaloZena na zméné tvaru a intenzity
absorpCnich spekter pfi zméné pH prostiedi. V silné kyselém prostfedi huminové kyseliny
prakticky nedisociuji, coz zptisobuje nizké hodnoty absorbanci. V ptipad¢ silné zasaditého
prosttedi je disociace huminovych kyselin prakticky uplna a absorbance dosahuji vysSich
hodnot.

V souladu se zavéry bakalafské prace [1], byl pro pfipravu roztokd z vyluhii huminovych
kyselin pouzit tlumivy roztok jako neutralni prostredi, protoze plivodné pouzita deionizovana
voda totiz zpusobovala, ze samotna disociace huminovych kyselin ma vliv na pH roztoku
a tim znesnadiiuje vypocet pK,.

V dalsi ¢asti experimentu byly pfipraveny z obou vzorkti huminovych kyselin vyluhy pfimo
v pufru. Tyto vyluhy byly stejné¢ jako vodné vyluhy déle tfedény pufrem, HCl a NaOH.
U takto pripravenych roztokti huminovych kyselin v§ak musely byt hodnoty pK, vypocitany
pro jiné rozmezi vinovych délek nez je 250 — 350 nm, které bylo pouzito pro stanoveni pK,
z vodnych vyluhti. V tomto rozsahu vinovych délek totiz spektra dosahuji pfili§ vysokych
hodnot absorbanci, které se uz nedaji povazovat za presné. Z tohoto diivodu byl pro vypocet
pK, z roztokl ptipravenych fedénim pufrovych vyluhti pouzit rozsah vinovych délek 400 —
500 nm, v némz hodnoty absorbanci dosahuji ptijatelnych hodnot a poskytuji tak dostate¢nou
piesnost pii vypoctu pK, .
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Takto stanovené hodnoty disociaCnich konstant byly porovnany s hodnotami pK, ziskanymi
metodou podle Hendersona-Hasselbacha [1], [39]. Skute¢né disociacni chovani huminovych
kyselin doklada, ze spolehlivéjsi hodnoty pK, poskytuje UV/VIS spektrofotometrické
stanoveni, které je navic v porovnani s metodou podle Hendersona-Hasselbacha mnohem
jednodussi na provedeni.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

PKa
pH

uv
VIS
HA

HK 1
HK 2
HK 3
IHSS

disocia¢ni konstanta

hodnoty pH

oblast ultrafialového svétla elektromagnetického zateni
viditelna oblast elektromagnetického zareni
slaba jednosytna kyselina

rovnovazna konstanta

aktivita

molarni koncentrace

stupen disociace

aktivitni koeficient

stfedni aktivitni koeficient

silna dvojsytna kyselina

zdanliva disociacni konstanta

objem

celkova kyselost

navazka vzorku huminové kyseliny
ionizované funk¢ni skupiny

vinova délka

zativy tok po prichodu vrstvou latky
primarni zafivy tok

dekadicky (molarni) extinkéni koeficient
draha zazivého toku skrz vrstvou latky
absorbance

vzorek huminové kyseliny z [1]

vzorek huminové kyseliny z [1]

vzorek huminové kyseliny z [1]
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