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ABSTRAKT

Tato diplomova prace je zaméiena na studium disociacniho chovani piirodnich biokoloidii,
a to konkrétné huminovych kyselin a fulvinovych kyselin. Huminové a fulvinové kyseliny
jsou pfirodni, heterogenni, vysokomolekularni latky, které se chovaji jako slabé kyselé
polyelektrolyty a maji slozitou doposud ne zcela piesné popsanou strukturu. Vznikaji
biochemickymi pfeménami organickych zbytkl (pfevazné rostlinnych). Jsou soucésti pad,
vod, raselin, sedimentti nebo uhli. Rozpustnost huminovych kyselin je zna¢né ovlivnéna
hodnotou pH, ¢im vyssi je hodnota pH, tim vétsi je 1 jejich rozpustnost. Fulvinové kyseliny
jsou dobie rozpustné v celém rozsahu pH.

Cilem této diplomové prace je stanovit disociacni konstanty U péti druhit huminovych kyselin
a Ctyt druha fulvinovych kyselin, které byly izolovany z rznych ptirodnich zdrojt, a které
byly zakoupeny od spole¢nosti IHSS. Disocia¢ni konstanty byly stanovovany pomoci metody
konduktometrické a kombinaci méfeni pH a obsahu kyselych funkénich skupin v Na;SO,.
Metoda UV-VIS spektrofotometrie byla v této praci pouzita k charakterizaci kvality
huminovych a fulvinovych kyselin.

ABSTRACT

This diploma thesis is focused on the study of dissociation behaviour of natural biocolloids,
namely humic acids and fulvic acids. Humic and fulvic acids are natural, heterogeneous,
high molecular weight substances which behave as weakly acidic polyelectrolytes and they
have complex not exactly described structure. They are formed by biochemical
transformations of organic residues (mainly plants). They are part of the soil, water, peat,
sediments and coal. Solubility of humic acids is affected by pH value. The higher the pH
value is the higher the solubility is. Fulvic acids are soluble in whole range of pH values.

The aim of this diploma thesis is to determine the dissociation constant for the five kinds
of humic acids and four kinds of fulvic acids, which have been isolated from various natural
sources. These samples were purchased from IHSS. Dissociation constants were determined
by the conductometric method and a combination of measurment pH and the content of acidic
functional groups in Na,SO4. UV-VIS spectrophotometry method was used to characterize
the quality of humic acids and fulvic acids.

KLiCOVA SLOVA
Huminové kyseliny, fulvinové kyseliny, disociace, disociacni konstanta, rozpustnost
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Humic acids, fulvic acids, dissociation, dissociation constant, solubility
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1 UVOD

Huminov¢ latky jsou skupinou latek, o kterych mnoho lidi viibec neslyselo, a kdyz uz slyselo,
tak jen malo a to i pfes to, ze se vyskytuji vSude kolem nas. Jsou soucasti pudy, raseliny,
hnédého uhli, lignitu a v neposledni tadé také nékterych vod. Jsou to slozité
vysokomolekularni organické latky. Vznikaji nejcastéji rozkladem organické hmoty nebo
syntetickou ¢innosti mikroorganismii. Maji slozitou, doposud ne zcela pfesné¢ popsanou
strukturu. Jejich struktura se lisi podle pivodu, nalezisté a doby odbéru vzorku a to z toho
davodu, protoze se chovaji jako zivy organismus a za vhodnych podminek méni svou
strukturu. Podle jejich chovani v kyselindch nebo zasadach se déli na huminy, které jsou
nerozpustné ve vode pii kyselé i alkalické hodnoté pH, dale na huminové kyseliny, které jsou
rozpustné v alkaliich a nerozpustné v kyselinach a nakonec na fulvinové kyseliny, které jsou
rozpustné ve vSech vodnych roztocich bez ohledu na pH. Obsahuji velké mnozstvi riznych
funkénich skupin, z nichz nejvétsi zastoupeni a nejvétsi reaktivitu maji skupiny obsahujici
kyslik, hlavné karboxylové a hydroxylové, které nejvice prispivaji k celkové kyselosti
huminovych latek. Unikatnich vlastnosti téchto latek je vyuzivano uz cela staleti. Vyuzivaji se
hlavné v zemédélstvi, zejména jako hnojivo v podob¢ humati a ke stimulaci rastu rostlin,
dalsi vyuziti nachazeji i v primyslu, ochran¢ zivotniho prostfedi, farmacii a kosmetice.



2 TEORETICKA CAST
2.1  Huminové latky

Huminové latky jsou ptfirodni organické slouceniny. Predstavuji nejvétsi a z hlediska globalni
stability na Zemi nejvyznamnéj$i zéasobu organického uhliku. Vznikaji chemickym
a biologickym rozkladem organické hmoty (napf. zbytkt rostlin a zivocicht) a syntetickou
ucastnicimi se tohoto procesu jsou lignin a produkty jeho pfemény, dale polysacharidy,
melanin, kutin, lipidy, nukleové kyseliny aj. Na organické slouceniny piipadaji témeéi dveé
tretiny ptdnich zasob uhliku, z toho nejméné polovinu tvoii chemicky relativné odolné
huminové latky. Dalsi zasoby HL jsou rozpustény ve vodach nebo ulozeny v sedimentech
mofi, jezer, vodnich tokl a v loziscich raseliny, lignitu a uhli. Diky tomu huminové latky
zasadnim zplUsobem ovliviiuji Zivot na Zemi — urcuji kvalitu pid, vod a vazanim uhliku
v relativng stabilnich slou¢eninach také slozeni atmosféry [1, 2].

Jsou to slozité vysokomolekularni polycyklické slouceniny s relativni molekulovou hmotnosti
v rozmezi n&kolika tisicii aZ stovek tisicti daltont (2000 — 200 000 g-mol™). Co se tyée jejich
struktury, tak ta je velice rozmanita, slozitd a doposud neni pfesné znama. LiSi se podle
puvodu, nalezisté a doby odbéru vzorku. Je to dano tim, ze huminové latky se chovaji jako
Zivy organismus a za vhodnych podminek méni svou strukturu [3].

Obsah huminovych kyselin a fulvokyselin se v riznych pfirodnich zdrojich lisi, coz mizeme
vidét v Tab. 1. Nejvice huminovych a fulvinovych kyselin obsahuje Leonardite a ¢erna
raSelina a nejméné naopak ¢erné uhli.

Tab. 1: Obsah huminovych a fulvinovych kyselin v prirodnich zdrojich [2]

v , . Obsah huminovych kyselin
Prirodni zdroj a fuIvokyseIiny(hm.)‘/)/o)
Leonardite/humat 40-85
Cerna raselina 1040
Sapropelova raselina 10-20
Hnédé uhli 10-30
Hniy 5-15
Kompost 2-5
Puda 1-5
Cerné uhli 0-1

2.1.1 Vznik huminovych latek

Vznik huminovych latek neni zcela objasnén. Existuje né€kolik teorii jejich vzniku, které
muzeme vidét na Obr. 1 [4].

Ligninova teorie pifedpoklada, ze huminové latky vznikaji z ligninu degrada¢nim
mechanismem, nicméné vétsina védct dava v soucasnosti prednost syntetickému mechanismu
zahrnujicimu chinony, tj. polyfenolové teorii. DalSi teorie vychdzi z ptedpokladu, Ze
huminové latky vznikaji kondenzaci cukrG s aminy, které wvznikaji jako produkty
mikrobidlniho metabolismu. Je pravdépodobné, Ze vSechny tyto mechanismy existuji vedle
sebe a mohou se i riizné¢ prolinat. Degrada¢ni mechanismus dominuje hlavné ve vodnich



ekosystémech, Spatné¢ odvodnénych pidach a vlhkych sedimentech, zatimco synteticky
mechanismus pievazuje V terestrickych ekosystémech. Casté a prudké vykyvy teploty,
vlhkosti a slune¢niho zafeni muzou v terestrickych ekosystémech upiednostnit syntézu
huminovych latek kondenzaci cukrai s aminy [4, 5].

1 ROSTLINNE ZBYTKY
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Obr. 1: Mechanismy vzniku huminovych latek [2]

Ligninova teorie

Ligninova teorie popisuje vznik huminovych latek mikrobialnim rozkladem odumielého
rostlinného materialu, kdy z tézko rozlozitelnych latek, jako je lignin, kutin nebo melanin,
vznikaji vysokomolekularni huminy. Ty jsou pak oxidaci postupné transformovany pies
huminové kyseliny na fulvokyseliny a dale na jeSt€¢ mensi molekuly. Pokud degradacni
mechanismus pokracuje, jsou huminové latky postupné a velmi pomalu rozloZeny aZ na oxid
uhlic¢ity a vodu [4].

Polyfenolova teorie

Polyfenolova teorie vychazi z predpokladu, Ze rostlinné tkané jsou nejprve degradovany na
malé molekuly (karboxylové kyseliny, fenoly, atd.) a z nich se pak syntézou tvoii huminové
latky. JelikoZ tato teorie probihd syntetickym mechanismem, pfi kterém z malych molekul

vvvvvv

kyseliny a nakonec huminy [4].

Kondenzace cukrii s aminy

Tato teorie je zalozena na kondenzaci redukujicich cukri s aminy za vzniku hnédych
dusikatych polymert. Reaktanty (cukry, aminokyseliny) vznikaji ve velkém mnozZstvi v padé
diky Cinnosti mikroorganismil. Pocatek reakce vyzaduje pridavek aminu na aldehydovou
skupinu cukru za vzniku Schiffovy baze a N-substituovaného glykosylaminu. Glykosylamin



podléhd Amadoriho pfesmyku. Vysledkem piesmyku je vznik aldehydi a ketond. Ty jsou
dehydratovany na reduktony a ty jsou dale dehydratovany na hydroxymethylfurfuraly.
Nevyhodou je, ze pfi teplotach, které se za béznych podminek vyskytuji v ptdé, by tato
reakce probihala velmi pomalu. Nicméné smichani reaktantl s mineraly a vyrazné a Casté
zmeény v pudnim prostiedi (tdni, mrznuti, schnuti, zvlhovani) maji katalyticky ucinek,
urychlujici kondenzaci [6].

2.1.2 Déleni huminovych latek

Huminové latky tvoti 60-80 % celkové pudni organické hmoty. D¢li se podle jejich chovani
ve vodnych roztocich, respektive podle toho, jestli se rozpousti v kyselinach nebo zasadach.
Podle toho rozliSujeme tfi zdkladni skupiny huminovych latek, a to huminové kyseliny,
fulvinové kyseliny a humin. Mezi jednotlivymi skupinami neexistuje ostra hranice [7, 8].

Huminové kyseliny

Co se tyce velikosti huminovych kyselin, tak maji mensi velikost nez huminy, ale vétsi nez
fulvokyseliny (pfiblizné€ koloidni velikost) a obsahuji vice karboxylovych skupin nez huminy
[7].

Predstavuji frakci huminovych latek, kterd neni rozpustnd v kyselych a neutralnich vodnych
roztocich, ale je v téchto roztocich rozpustnad pfi vysSich hodnotich pH. Mohou byt tedy
ziskany alkalickym louzenim vhodné matrice a naslednym okyselenim vyluhu. Tvofi
nejkvalitnéjsi slozku huminovych latek. Jsou to polymery tmavohnédé az ¢erné barvy [2, 9].

Fulvinové kyseliny

Fulvinové kyseliny maji nejmensi velikost ze vSech tii skupin. Pfedstavuji takovou frakci
huminovych latek, ktera je rozpustna ve vSech vodnych roztocich v zasad¢ v celém rozmezi
pH, a ktera zGstava v roztoku po odstranéni huminovych kyselin [9].

Jejich obsah v pfirodnich systémech je obvykle fadové nizsi nez obsah huminovych kyselin
a humint a jsou pomérné obtiZné izolovatelné [8].

Maji vysoky obsah karboxylovych skupin na jednotku hmotnosti. Diky tomu jsou
nejreaktivnéj$imi slozkami huminovych latek. Zabarveni fulvokyselin se pohybuje v rozmezi
od svétle zlutého do Zlutohnédého [7, 9].

Huminy

Huminy jsou castice s velkou molekulovou hmotnosti a relativn€ malym specifickym
povrchem. Obsahuji pomérné nizky obsah karboxylovych skupin a jsou nereaktivni [7].

Predstavuji takovou frakci huminovych latek, ktera je ve vode nerozpustna jak pfi kyselé, tak
pii alkalické hodnoté pH. Jsou kondenzovanéjsi a siln€ji dehydratované nez huminové
kyseliny. Jsou to karbonizované organické latky, které jsou pevné vazané na mineralni podil
vody a nedaji se ziskat ani mnohonasobnou extrakci alkaliemi z dekalcinované pidy. Huminy
vykazuji ¢ernou barvu [2, 9].

Od tohoto dé€leni huminovych latek se odviji i jejich dal$i charakteristiky, které jsou pro
ptehlednost znazornény na Obr. 2.
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Obr. 2: Déleni a viastnosti huminovych latek [8]

2.1.3 Struktura a vlastnosti huminovych latek

Huminové latky definujeme jako smés amorfnich, polydisperznich sloucenin zluté az
hnédocerné barvy. Jsou heterogenni skupinou pfirodnich organickych molekul
s komplikovanou polymerni strukturou. Tvofii neoddélitelnou soucast pidni a vodni organické

hmoty [2].

Huminové latky jsou tedy strukturné velmi slozité. Na jejich strukturu ma vliv mnoho faktord,
jelikoz zékladni sloZeni téchto sloucenin zavisi na pivodu, vzniku, stafi a v neposledni fadé
na zpusobu a dobé odbéru vzorku [3].

V minulosti se objevilo vice pokust predpovédét jejich typickou nebo primérnou strukturu.
V soucasnosti, hlavné z divodu znaéného pokroku a vyvoje metod a postupli pouzivanych na
feseni jejich slozeni a struktury, existuji pocetné studie zaobirajici se touto problematikou [2].

I ptes to, Zze jsou huminové latky predmétem studia vice nez 100 let, tak nejsou doposud
pfesné¢ popsany. Existuji pouze tzv. hypotetické struktury. Neékteré z navrhovanych
huminovych latek — huminovych kyselin jsou uvedené na Obr. 3 a Obr. 4. I pies to, Ze
jednotlivé varianty pfedpokladanych struktur huminovych kyselin mély slouZit na objasnéni
chemie huminovych latek, je tfeba si uvédomit, ze poznéani téchto latek je spiSe spojené
S poznanim vlastnosti celku jako jednotlivych molekul [2].

Na Obr. 3 a Obr. 4 mizeme vidét, ze maji pfevazné aromaticky charakter, kdy aromaticka
jadra byvaji vzajemné spojena alifatickymi, ¢asto cyklickymi fetézci a svou povahou se fadi
do skupiny polyfenoli a polykarboxylovych kyselin. Typickymi funkénimi skupinami
pfitomnymi ve struktufe huminovych latek jsou ptfedevSim karboxylové a hydroxylové
skupiny, dale také methoxylové a karbonylové skupiny. Tyto funkéni skupiny mohou byt
vazany jak na aromatickych jadrech, tak i v postrannich fetézcich. Kromé aromatickych jader
byly v makromolekulach huminovych latek nalezeny i chinoidni a olefinové struktury.
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Huminové latky jsou tvofeny pievazné uhlikem, dale kyslikem a vodikem. V mensi mife
obsahuji také dusik, siru nebo fosfor [4].

Existuje mnoho studii, které se zabyvaji huminovymi latkami o velkych molekulovych
hmotnostech. Nicméné se nepodafilo identifikovat pravidelné se opakujici strukturni jednotku
nebo nékolik jednotek, které by mohly byt povazovany za charakteristické pro tyto latky.
V roce 1989 Hayes prohlasil, ze neexistuje zadny dikaz pro pravidelnost ve strukturach
huminovych makromolekul. Podle Stevensona, na kazdou frakci (huminovou kyselinu,
fulvinovou kyselinu) by se mé¢lo nahlizet tak, jako by byla sloZzena z fady molekul riznych
velikosti. Nékteré maji presné stejnou strukturni konfiguraci nebo fadu reaktivnich funkénich
skupin. V roce 1963 Dubach a Mehta ve svém fascinujicim prohlaseni uvazovali, Ze snad
zadné dveé molekuly huminovych latek nejsou presné stejné. Bylo provedeno mnoho vyzkumi
tykajicich se huminovych latek. Tyto studie poskytly mnoho informaci o sloZzeni huminovych
latek (pfedevsim o obsahu funkénich skupin). Nicméné nebyly odhaleny zddné molekularni
jednotky, které by mohly byt povazovany za zdkladni stavebni bloky, které by byly
jedine¢nym rysem téchto latek [10].

Vlastnosti huminovych latek, jako je rozpustnost ve vod¢, schopnost agregace a disociace,
nabojové poméry ¢i schopnost vytvaiet komplexy s kovovymi ionty, Gzce souviseji s jejich
sloZzenim, které je ovlivnéno humifikaénimi procesy. Vedle téchto procesti jsou také
vyznamn¢ ovlivnény velikosti jednotlivych molekul a ¢astic, stupném jejich dispergace (pravé
nebo koloidni roztoky), polaritou, kterd je ddna charakterem skeletu (aromaticky nebo
alifaticky) a hlavné druhy, poéty a disocia¢nimi schopnostmi funkénich skupin [4].

Jak jiz bylo zminéno, tak mezi vyznamné vlastnosti huminovych latek patii schopnost tvorby
nejrizngjsich komplexti pfedev§im s vicemocnymi kationty. Tato vlastnost je ovlivnéna
ptitomnosti karboxylovych a fenolovych skupin a také aromatickou molekuly. Schopnost
tvorby se zvySuje se vzristajici hodnotou pH a jejich rozpustnost zavisi na hmotnostnim
poméru obou slozek. Cim je pomérné zastoupeni kationtil vétsi, tim je rozpustnost komplexii
mensi [4].

H(|::o
COOH  COOH
CH-OH
o (|300H ( | ),
R—C|:H (|3:0
0 N O---H—O0 0
HO )/ |
OH OH o / o O
N—
o/ | O
NH
| 4
R—(|:H
-
fr'H PEPTID

Obr. 3: Struktura huminové kyseliny podle Stevensona [6]
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Obr. 4: 2D struktura huminové kyseliny podle Schnitzera a Schultena [6]
2.1.4 Vyuziti huminovych latek

Huminové latky jsou jiz po fadu desetileti pfedmétem intenzivniho védeckého z4jmu, ktery
vychédzi zejména z jejich vyhodné vyuzitelnych chemickych a fyzikalnich vlastnosti. Maji
pomérné rozsahlé vyuzZiti v zemédé€lstvi, primyslu, oblasti ochrany Zivotniho prostiedi,
farmakologii, biomedicing a vyuZivaji se také jako palivo [9].

Zemeédeélstvi

Huminové latky jsou v zemédé€lstvi velmi prospéSné a hraji v ném velmi ddleZitou roli.
Vyuzivaji se zejména jako hnojivo v podob& humati. Zvysuji kvalitu a tirodnost ptd, vazou
Zelezo za tvorby chelatl a tim ho ¢ini dostupnym pro rostliny, stimuluji rist rostlin, poskytuji
energii pro prospésné pudni organismy, ovliviuji kapacitu zadrZzovani pudni vody, strukturu
pudy, uvoliiovani rostlinnych Zivin z pldnich minerdli a zvySuji dostupnost stopovych
minerald. Podle své struktury dale ovliviuji fadu fyzikalnich a chemickych vlastnosti ptady.
Konkrétné ovliviuji stabilitu pidnich agregatl, pufracni kapacitu, transport, sorpci
hydrofobnich organickych slou¢enin a tvoreni komplexti s kovy pfitomnymi v prostiedi.
Nedavny vyzkum ukéazal, Ze huminové kyseliny mohou byt pouzity jako krmivo
hospodarskych zvitat diky svému prortstovému ucinku [11, 12].

Prumysl

V primyslu maji huminové latky také velmi Siroké uplatnéni. PouZzivaji se napft. jako aditiva
pro fizeni rychlosti tuhnuti betonu. V textilnim primyslu se pouzivaji k barveni kize,
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v dievozpracujicim prumyslu mohou byt huminové latky pouzity jako pfirodni indigo
k obarveni dieva, v keramickém primyslu se pouzivaji zejména jako pifisady ke zlepSeni
mechanické pevnosti keramiky. Nasly uplatnéni i pfi vyrobé plastickych hmot, zejména jako
barviva pro barveni Nylonu 6 nebo PVC plasti. Posledni z aplikaci huminovych latek
v primyslu, kterou zde zminim, je aplikace v papirenském primyslu napf. pro vyrobu
elektricky vodivého papiru nebo pro vyrobu papiru, ktery ma vysokou pevnost v tahu [12].

Ochrana zivotniho prostredi

Diky své struktufe jsou huminové latky schopny absorbovat a odstranit razné latky
zpusobujici znecisténi pudy a vody. Pouzivaji se k odstranéni herbicidl, fungicidd,
insekticidli, farmaceutickych sloucenin, tézkych kovi, detergentli, barviv atd., jelikoz tyto
slouceniny maji negativni vliv na kvalitu pudy, vody a ovzdusi [12].

Farmacie a biomedicina

Huminové latky vyrdbéné v komercnim méfitku se pouzivaji ve veterinarni a humanni
mediciné. Hlavnim divodem pro¢ je i v této oblasti huminovym latkdm vénovéna velka
pozornost, tak je to hlavné diky jejich antivirovym a protizanétlivym ucinkim. Vyuzivaji se
napt. i v potravinovych dopliicich nebo kosmetickych ptipravcich. Potencial téchto latek
tvofit chelata¢ni komplexy s t¢Zkymi kovy (jako je kadmium) umoziuje jejich pouziti pro
odstranéni tézkych kovll z zivych organismii. Bylo provedeno n¢kolik studii o lé¢ivych
vlastnostech huminovych latek. Naptiklad bylo zjisténo, ze huminové kyseliny podavané
krysam vyrazné snizily zalude¢ni poSkozeni vyvolané alkoholem [12].

2.1.5 Huminové kyseliny

Jelikoz se celd experimentalni cast tyka studia disociaéniho chovani u huminovych
a fulvinovych kyselin, tak se v nasledujicich dvou kapitolach budu vénovat pravé popisu
téchto latek.

Huminové kyseliny reprezentuji spolu s fulvokyselinami a huminem tii zakladni frakce
humusu, které tvofi jeho podstatnou ¢ast. Jak jiz bylo jednou zminéno, tak huminové kyseliny
jsou dobfe rozpustné v zasadach, ale nerozpustné v kyselinadch. Predstavuji nejdulezitéjsi
a nejkvalitngj$i frakci humifikované ptidni organické hmoty. Jsou to polymery tmavohnédé az
cerné barvy. Jejich zakladni jednotkou jsou aromaticka jadra fenolického nebo chinoidniho
typu, na které se prostfednictvim mustkt typu (-O—, -NH—, -N—, —-S—, —CH>—) napojuji
V bocnich fetézcich funkéni skupiny. V jadfe se miize nachdzet benzen, furan, naftalen,
anthracen, pyridin, aj. [2].

Huminové kyseliny jsou obecné povaZzovany za komplexni aromatické makromolekuly, kde
spojeni mezi aromatickymi skupinami zajistuji aminokyseliny, aminocukry, peptidy
a alifatické slouceniny. Vykazuji polyaniontovy charakter a mohou vézat ionty riznymi
mechanismy (jak chemickymi, tak fyzikalnimi). V disledku jejich chemického slozeni mohou
vazat jak polarni, tak 1 nepolarni slouceniny. V pldnim prostfedi vytvareji organomineralni
komplexy, pfi¢emz sorpce huminovych kyselin zavisi jednak na typu jilového materialu, ale
také na chemické struktuie huminovych kyselin (funk¢ni skupiny, stupenn humifikace, stupen
polymerace, stupeni oxidace) [2, 9].
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Zakladnimi stavebnimi prvky huminovych kyselin jsou uhlik, vodik, kyslik, dusik a v mensi
mife také sira. Zastoupeni téchto prvkiu uvedené v Tab. 2 vSak neni vzdy stejné. Méni se
s procesem vzniku (humifikace) a pivodem huminovych kyselin, proto je nelze popsat jednim
vzorcem. Existuji pouze hypotetické struktury napiiklad ty zobrazené na Obr. 3 a Obr. 4 [13].

Tab. 2: Prvkové slozeni huminovych kyselin [8]

Prvek | Obsah (hm. %)
C 55,1
H 5
) 35,6
N 3,5
S 0,8

2.1.6 Fulvinové kyseliny

Fulvinové kyseliny jsou dal$i frakci huminovych latek. Jejich molekuly maji pomérn¢ malou
velikost, diky ¢emuz se dobfe rozpousti ve vSech vodnych roztocich bez ohledu na pH. Pravé
diky této dobré rozpustnosti jsou v pifirodnich vodach v pievaze. Fulvinové kyseliny jsou tedy
Ve srovnani s ostatnimi dvéma huminovymi frakcemi vysoce mobilni a jako takové mohou
byt z pid snadno vyplaveny [8].

Fulvinové kyseliny maji ve srovnani s huminovymi kyselinami niz§i molekulovou hmotnost,
obsahuji méné aromatickych struktur, vice alifatickych postrannich fetézci a maji vice
homogenni strukturu, kterou mizeme vidét na Obr. 5. Obsahuji asi az dvakrat vice
karboxylovych skupin neZ huminové kyseliny diky ¢emuZ jsou povaZovany za nejreaktivnéjsi
frakci huminovych latek. [4].

?OOH
CH,
HOOC © |
\QO—CH COOH
? OH OH
O:‘f CH,

HC—0H Hooc—cH,

i

e CH,
3 C—O—(CH2a—C—NH HC,
Il 3
R ©

o) COOH

~

H
Obr. 5: Struktura fulvinové kyseliny podle Buffa [9]

Fulvinové kyseliny, stejné jako jejich soli (fulvaty), se v pidé nejcastéji vyskytuji
v adsorbované form&. S oxidy Zeleza a hliniku vytvafeji organomineralni slouceniny.
Zabarveni fulvinovych kyselin se pohybuje v rozmezi od svétle Zlutého do zlutohnédého.
Zustavaji v roztoku i po odstranéni huminovych kyselin okyselenim a jsou tedy obtizné
izolovatelné [2, 9].
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Zastoupeni huminovych kyselin a fulvinovych kyselin se v riznych typech pid lisi. Lesni
pudy jsou charakteristické vysokym obsahem fulvinovych kyselin, zatimco raSelina nebo
pudy travnatych plani maji vysoky obsah huminovych kyselin [5].

Elementarni slozeni fulvinovych kyselin je stejné jako prvkové slozeni huminovych kyselin.
Mezi hlavni prvky, které jsou piitomné v jejich struktuie, patii také uhlik, vodik, kyslik, dusik
a sira. OvSem jejich procentudlni zastoupeni se mirné li§i. Fulvinové kyseliny maji vyssi
procentudlni obsah kysliku a obvykle niz§i procentudlni obsah uhliku nez huminové kyseliny,
jak mizeme vidét v Tab. 3 [4].

Tab. 3: Prvkové slozeni fulvinovych kyselin [8]

Prvek | Obsah (hm. %)
46
4,9
45,6
2,3
1,2

n|ZI0|T|0O

2.1.7 Rozpustnost a kyselé funkéni skupiny

Rozpustnost latek je v chemické praxi velmi vyznamnym jevem zejména u kapalnych
roztokll — omezend vzdjemnd rozpustnost slozek. Rozpousti-li se napiiklad krystalicky
Na,SO,4 ve vode, vytvari se postupné vodny roztok o stale veétsi koncentraci NaySQOy, az se
posléze dalSi rozpousténi zastavi. Rozpustnost latky je definovana jako koncentrace
nasyceného roztoku urcité latky pii ur€itych fyzikalnich podminkach (teploté a tlaku) [14].

Huminové latky jsou komplexni heterogenni molekuly, které jsou nejcastéji rozdélovany
podle jejich rozpustnosti. Jak jiz bylo nékolikrat zminéno, tak fulvinové kyseliny jsou plné
rozpustné ve vodnych roztocich, zatimco huminové kyseliny jsou rozpustné v siln¢ zasaditych
roztocich, které se v pfirodnich systémech nevyskytuji. V ptirodé¢ je tedy vzdy Ccast
huminovych kyselin rozpusténa — aktivné se podili na jejich fungovani a interakcich a ¢ést
nerozpusténa. Jejich vzajemny pomé&r se meéni se zménou podminek jako je teplota, pH, obsah
cizich iontd nebo pomér mezi kapalnou a tuhou fazi [8, 15].

Rozpustnost huminovych kyselin je velmi dulezitym faktorem pii studiu jejich interakci
s kovovymi ionty a radionuklidy. Zavisi na pH, iontové sile a mnoha dalSich faktorech.
V roztocich se chovaji jako micelarni koloidy. Koloidni ¢astice maji zaporny naboj a tento
1zoelektricky bod lezi v kyselé oblasti [15].

Funkéni skupiny jsou definovana uskupeni atomt v molekulach, ktera maji své specifické
schopnosti projevujici se ve fungovani latek navenek. Jejich prosttednictvim se déji interakce
s dalsimi latkami [8].

Zakladni strukturni jednotkou fulvinovych kyselin a huminovych kyselin jsou pfevazné
polycyklické aromatické slouceniny s bo¢nimi alifatickymi fetézci a hydrofilnimi skupinami
vazanymi jak na jadru, tak i v postrannim fetézci. Kromé aromatickych jader byly zjistény
I chinoidni struktury, které jsou spolu s hydroxyskupinami pfi¢inou jejich
oxida¢né-redukcnich vlastnosti, dusikaté heterocyklické slouceniny aj.
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Charakteristickymi skupinami pfitomnymi ve struktufe huminovych latek jsou zejména
karboxylové a hydroxylové funkéni skupiny, a to zejména fenolova, déle alkoholicka,
methoxylovad a karbonylovd skupina. Karboxylové a fenolové, popt. jesté alkoholické
dominuji a jsou pfic¢inou kyselosti a komplexac¢ni a sorpéni kapacity huminovych latek.
Obvykle se udava, ze v molekule je 4-5 karboxylovych skupin a 3—4 fenolové skupiny [16].

Zejména karboxylové skupiny maji relativné silné kysely charakter (disociacni konstanty jsou
v fadu 10%-107°), zatimco hydroxylové skupiny jsou jen slab& kyselé (disociaéni konstanty
fadu 1079—10711). Protoze fulvinové kyseliny obsahuji vice karboxylovych skupin nez
huminové kyseliny, jsou i vyrazné kyselejsi. Kyselost huminovych latek je dale ovlivnéna
rozmisténim karboxylovych skupin v molekule, ale také pfitomnosti ostatnich funkénich
skupin, jako jsou napf. polarni skupiny v blizkosti skupin karboxylovych, které snizuji jejich
kyselost. Zéasadni vliv na pH maji zejména substituenty v poloze ortho vuci karboxylové
skuping.

Krom¢ hodnot disociacnich konstant pfitomnych karboxylovych a hydroxylovych skupin je
kyselost huminovych latek ovlivnéna také polaritou (dipdlovym momentem) molekul.
Polarita molekul huminovych latek vznika na zakladé nerovnomérného rozlozeni naboje na
jejich povrchu daného piitomnosti polarnich skupin (-OH, -COOH, —OCH3;). Obecné plati,
ze ¢im je polarita huminovych latek vyssi, tim je vyssi i jejich kyselost [4].

Pti vzniku huminovych kyselin (v prubéhu humifikace) se v nich zvySuje obsah COOH
a C=0 skupin, pfi¢emz obsah alkoholovych a fenolickych OH skupin a skupin OCHj3 se
v prubéhu tohoto procesu snizuje. Hlavni rozdil v obsahu funk¢nich skupin huminovych
a fulvinovych kyselin je ten, ze ve fulvokyselinach je prakticky vSechen kyslik obsazeny
v COOH, OH a C=0 skupinach, zatimco v huminovych kyselinach vétsi ¢ast kysliku tvofi
strukturni slozku, tzv. ,,jadro%, cozZ jsou napiiklad etherové a esterové vazby. Dal§im rozdilem
muze byt fakt, ze obsah ketonovych C=0O skupin je vyss$i ve fulvokyselinach, zatimco
v huminovych kyselinach se nachazeji spise chinonové C=0 skupiny [2].

2.2  Disociace huminovych a fulvinovych kyselin

Huminové a fulvinové kyseliny obsahuji ve své struktufe postranni skupiny schopné
elektrolytické disociace. Chovaji se tedy jako slabé kyselé polyelektrolyty. Disociaci vznika
polyaniont o velkém poctu elementdrnich néboji a pfislusSny pocet malych protiionti
opacného naboje (H30"). Je dilezité, Ze silné kyseliny disociuji Giplng, zatimco slabé kyseliny
disociuji pouze do urcitého stupné [17].

Disocia¢ni chovani huminovych a fulvinovych kyselin v§ak neni jednoduché, jelikoz obsahuji
velké mnozstvi riznych funkénich skupin (viz kapitola 2.1.7 vénujici se funkénim skupindm)
a navic 1 okolni struktura jednotlivych funkénich skupin se li§i, coZ mé& za nasledek, Ze
prakticky zadna z téchto funkc¢nich skupin neni uplné stejna. Kazda trochu jinak disociuje
a ma trochu jinou afinitu k ostatnim latkam [8].

Chovani huminovych a fulvinovych kyselin ve vodnych roztocich lze charakterizovat
disocia¢ni konstantou, podobné jako u jednoduchych organickych kyselin. Na rozdil od

béznych kyselin, kter¢ mohou mit disocia¢nich konstant né¢kolik, pokud obsahuji vice nez
jednu funkéni skupinu, tak u huminovych a fulvinovych kyselin existuje celé¢ spektrum
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kyselych funkénich skupin s disociatnimi konstantami velmi vysokymi (srovnatelné se
silnymi organickymi kyselinami) az po disociacni konstanty velmi nizké (podobné alkoholtiim
a fenoliim). Mame dvé krajni moznosti, jak charakterizovat silu huminovych a fulvinovych
kyselin. Prvni z nich je takova, ze bychom kazdé funkcni skupiné pftifadili jeji vlastni
disocia¢ni konstantu — tato moznost je vSak nerealnd. Druhou moznosti je kazdému vzorku
ptifadit jen jednu hodnotu disocia¢ni konstanty, kterd by souhrnné charakterizovala vSechny
ptitomné kyselé funkéni skupiny dohromady. To sebou ale nese zase ten problém, ze v jediné
hodnoté disociacni konstanty neni mozné obsdhnout Sirokou Skalu vlastnosti téchto latek

[8,18].

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

2.2.1 Disociace slabé jednosytné kyseliny

Disociaci slabé jednosytné kyseliny HA mizeme zapsat podle rovnice (1)
HA=H"+A". (1)

Tato reakce je charakterizovana rovnovaznou konstantou Kya zvanou disociacni konstanta
kyseliny, pro kterou plati rovnice (2)

= [H+]'[A7]: A 8, _ Chr "Ca 72

K )
" [HA] Apa Cha " 7ha " Cyt

)

Jelikoz disocia¢ni konstanta nabyva velmi nizkych hodnot, velmi ¢asto se pouzivd hodnota

pKa, coz je zaporny dekadicky logaritmus disociaéni konstanty, coz znazoriiuje rovnice (3)
pK, =-logK,, (3)

¢im vys$i je hodnota pK,, tim je niZsi stupeni disociace.

Jestlize v systému neuvazujeme zadnou dals$i reakci (napt. disociaci vody), tak mizeme
slozeni rovnovazné smési vyjadiit pomoci stupné disociace podle rovnic (4), (5), (6)

Cha = (1_ a)' C, 4)
¢ =a-C, 5)
C, =a-C. (6)

Rovnici (2) pak Ize zapsat rovnici (7) ve tvaru

a’-c-y?

K =
(1_a)'7HA “Cqt

, ()
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kde a je aktivita c., C C,a Jsou molarni koncentrace, y je aktivitni koeficient, a je

A7 1
disocia¢ni stupen a C je pocatecni koncentrace kyseliny.
2.2.2 Disociace slabé vicesytné kyseliny

Slaba dvojsytna kyselina H,A disociuje do prvniho stupné podle rovnice (8)
H,A=H"+HA" (8)
a do druhého stupné podle rovnice (9)
HA  =H" + A*, 9)

Oznac¢ime-li rovnovaznou konstantu prvni reakce K; a druhé reakce K, plati rovnice (10)
a(11)

K, = S " Coa T e (10)

Ch,a " 7H,a " Ct

C++sz'7/++7/27
K2: H A H A . (11)

Cia- Vua "Gt

V oblasti koncentraci, kdy plati Debyetv-Hiickeliv limitni vztah je podle rovnic (12) a (13)
Yvo =7 ha (12)
4
)/AZf = 7/H+ " (13)

V ptipadech, kde K; >> K, (rozdily v hodnotach disociacnich konstant jsou tfi a vice fadi)
neni tfeba disociaci do druhého a vysSich stupni uvazovat.

2.2.3 Disociace silné vicesytné kyseliny

Silna dvojsytna kyselina H,A disociuje do prvniho stupné uplné podle rovnice (14)
H,A—>H"+HA" (14)
a do druhého stupné do ustaveni rovnovahy podle rovnice (15)
HA =H" + A% (15)

Pro disociacni konstantu reakce plati rovnice (16)
K=-H-H_A "=, (16)

kde v souladu s Debyeovym-Hiickelovym limitnim vztahem, pfedpokladame, ze plati rovnice
(17) a (18)
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Vv =%ha 17)
Ve =V (18)

Neuvazujeme-li v roztoku zadné jiné ionty neZ ty, které vznikly reakcemi (14) a (15),
muzeme rovnici (16) pfepsat na rovnici (19)

c-a-(l+a)y!
l-a-cg,

K= (19)

kde c je pocatecni koncentrace kyseliny a a je stupen disociace aniontu HA™ [19].

2.2.4 Metody pouzivané ke studiu disociace a stanoveni pK,; huminovych a fulvinovych
kyselin

Ke studiu disocia¢niho chovani huminovych latek se pouziva cela fada metod.
V nasledujicich kapitolach se budu vénovat popisu alespon nékterych z nich a dale také tim,
CO Se V oblasti vyzkumu stanoveni pK; t€émito metodami doposud udé¢lalo.

2.2.4.1 Titrac¢ni metody

Titrani metody jsou c¢asto pouzivanym zpusobem pro stanoveni disociacnich konstant
huminovych a fulvinovych kyselin. Jako titra¢ni ¢inidlo se nejcastéji pouziva standardizovany
roztok NaOH. Funk¢ni skupiny, které podléhaji disociaci, jsou pfedevsim ty, které obsahuji
kyslik — v pfevazné vétSiné karboxylové a fenolové skupiny, které piispivaji k celkové
kyselosti huminovych latek [20]. JelikoZ jsou huminové kyseliny polyelektrolyty, tak
jednotlivé karboxylové a fenolové skupiny maji rtizné¢ kyselé disociani konstanty [21].
NejbéZznéjSimi metodami pro stanoveni zdanlivé disocia¢ni konstanty a celkové kyselosti jsou
potenciometrickeé titrace.

Potenciometricka titrace

Potenciometrie je elektrochemickd metoda zaloZzend na méfeni rovnovazného napéti
galvanického ¢&lanku. Clanek je sestaven z mérné (indikaéni) a srovnavaci (referenéni)
elektrody. Potencial mérné elektrody zavisi na koncentraci sledované latky, zatimco potencial
srovnavaci elektrody je konstantni. Rovnovazné napéti, které je rozdilem téchto dvou
potencialt, je mirou koncentrace sledované latky. V potenciometrickych titracich sledujeme
zéavislost napéti vhodné sestaveného clanku na objemu pifidavaného titraéniho cinidla
a z titrani kiivky pak vyhodnotime bod ekvivalence. Titracni kiivku mlZeme teoreticky
vypocitat, umime-li  vyjadfit potencidl meémé elektrody z Nernstovy nebo
Nicolsky-Eisenmanovy rovnice. Granova metoda vyhodnoceni potenciometrické titra¢ni
ktivky vychazi z linearizace Nernstovy rovnice [22].

Celkova kyselost a primérna zdanliva disociacni konstanta se nejcastéji vypocitava na
zakladé upravené Henderson-Hasselbalchovy rovnice. Tato rovnice (20) vyjadiuje zavislost
zdéanlivé disociacni konstanty na stupni disociace.
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o
pH: pKapp _Iogm1 (20)

kde pK,,, je zdanliva disocia¢ni konstanta a o je stupeti disociace.

VI e .. o
Henderson-Hasselbalchova titraéni ktivka se vyjadifuje jako zavislost pH na —Iog[—}.
-
Tato titracni kiivka huminovych a fulvinovych kyselin neni linedrni. To svéd¢i o tom, ze
huminové kyseliny a fulvokyseliny obsahuji ve své struktufe rizné typy skupin, které jsou

schopné disociace [23].

V praci [20] byl pomoci potenciometrické titrace s upravenou Henderson-Hasselbalchovou
rovnici zkouman piispévek karboxylovych, fenolovych a alkoholovych hydroxylovych
funkénich skupin na celkovou kyselost huminovych kyselin. Potenciometricka titrace byla
provedena S huminovymi kyselinami, které mély selektivné blokovany karboxylové
a fenolové skupiny methylaci pomoci CH3l/Ag,0 v dimethylformamidu. Selektivni blokace
karboxylovych a fenolovych skupin kombinovana s potenciometrii mize poskytnout piesny
odhad toho, jaky maji vliv blokované a neblokované funkéni skupiny pravé na celkovou
kyselost huminovych kyselin. Na zadkladé¢ zméfenych FTIR spekter zjistili, Ze methylace
zpusobuje pfedpokladané strukturni zmény. Hodnoty pKapp se po methylaci zvySuji a pocet
volnych ionizovatelnych funkénich skupin se snizuje.

Autofi ¢lanku [23] pouzili acidobazickou potenciometrickou titraci ke stanoveni
acidobazickych vlastnosti huminovych kyselin IHSS (standardy International Humic
Substances Society), které rozd¢lili na frakce podle jejich molekulové hmotnosti. Prvni frakce
obsahovala huminové kyseliny o velké molekulové hmotnosti, nasledovala frakce o stfedni
molekulové hmotnosti a jako posledni méli frakci o nizké molekulové hmotnosti. Pro
kontrolni experiment pouzivali huminovou kyselinu, ktera nebyla frakcionovana. Obsah
kyselych funk¢nich skupin a primémé hodnoty zdanlivych pKapp Vv té€chto frakcich
vyhodnocovali na zakladé upravené Henderson-Hasselbalchovy rovnice. Primérné hodnoty
PKapp frakcionovanych a nefrakcionovanych huminovych kyselin byly stanoveny v rozmezi
4,1-4.4. Zjistili, Ze obsah kyselych funkénich skupin a aromaticita roste se sniZujici se
velikosti molekuly. To naznaCuje, ze obsah kyselych funkénich skupin je spojen
s aromaticitou huminovych kyselin.

V praci [24] byly acidobazické vlastnosti huminovych latek (huminovych kyselin HK
a fulvinovych kyselin FK) zkoumdny potenciometrickou titraci roztokem NaClO4
v koncentraénim rozmezi 0,05-1 mol-dm™. Za G&elem srovnani byly provedeny podobné
titrace polyakrylové kyseliny. Titrace byly provedeny s roztoky HK a FK o koncentracich
0,500 g-dm™® v rozmezi pH 3-11,2 v dusikové atmosféfe pii teploté 298 K. Z vysledki
vyplyva, ze celkové mnozstvi karboxylovych skupin na gram huminovych latek se snizuje
v pofadi 7,2meq-g®t pro FK (izolovanou z uhli)>51meqg* pro FK
(z radeliny) > 4,4 meq-g " pro HK (z raseliny) > 3,4 ~ 4,5 meq-g * pro HK (z pidy). Hodnoty
zdanlivych pKaypp se zvySuji v poradi 3,1 ~ 3,3 pro FK (z uhli) < 3,5 pro HK (z raSeliny) = 3,6
pro FK (z raseliny) < 3,7 ~ 4,0 pro HK (z pidy).
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V praci [25] byla acidobazickéd rovnovaha huminovych kyselin charakterizovana jejich titraci
v prostfedi s rtiznou iontovou silou (I = 0,004—1). Kyselé funk¢éni skupiny rozdélili do dvou
skupin (silné a slabé kyselé skupiny) a kazdé¢ této skupiné pfifadili ur€itou distribuci pK,. Tyto
skupiny jsou nepfetrzit¢ deprotonovany podle jejich distribuce pKi Ze ziskanych dat
vyhodnotili distribuci pK; na téchto dvou centrech a také celkové mnozstvi funkénich skupin.
Data vyhodnocuji podle modelu vytvofeného na zakladé¢ Debye-Hiickelovy teorie
a srovnavaji je s modelovou kyselinou galovou. Hodnoty pK, na téchto dvou centrech
stanovili na 3,03 a 5,12. Tyto hodnoty odpovidaji dvéma typim karboxylovych kyselin, coz
potvrdili pomoci FTIR spekter.

Autofi ¢lanku [26] zkoumali disocia¢ni vlastnosti fulvinové kyseliny oznaované jako
Laurentide, kterd byla izolovana z raSeliny. Pro zjiSténi vlivu iontové sily provadéli
potenciometrické titrace v prostiedich o riznych iontovych silach. K tomu navic provadéli
titraci v nevodném prostiedi. Na zakladé experimentu zjistili, ze pozorované disociacni
vlastnosti této fulvokyseliny mohou byt popsdny s ohledem na pét pievladajicich kyselych
skupin. Z informaci ziskanych titraci v nevodném prostiedi a titraci v pfitomnosti piebytku
kovovych iontd (Cu®*, Eu®) dale zjistili, Ze tfi kyselé skupiny jsou karboxylové povahy,
zatimco dal$i dvé jsou alkoholové povahy. Piistup, ktery byl pouzit v této studii pro
charakterizaci kyselych vlastnosti této fulvokyseliny, je doporucovan jako urcujici krok
k pochopeni interakci mezi pfirodnimi organickymi kyselinami a kovovymi ionty.

Clanek [27] se zabyva stanovenim koncentraci karboxylovych a fenolovych skupin
a zdanlivého pKapp plidnich huminovych kyselin pomoci metody pfimé potenciometrické
titrace. Acidobazické vlastnosti huminovych kyselin jsou zkoumdny pomoci selektivni
blokace karboxylovych a fenolovych skupin metodou esterifikace nebo acetylace. Diky tomu,
ze karboxylové a fenolové skupiny maji vliv na celkovou kyselost huminovych kyselin, tak
acidobazické vlastnosti blokovanych a neblokovanych huminovych kyselin se lisi. Data
obdrzend  potenciometrickou  titraci  byla = vyhodnocena  pomoci  upravené
Henderson-Hasselbalchovy rovnice. Po blokaci funkénich skupin se obsah kyselych skupin
snizil, zatimco hodnota zdanlivého pKap, se zvySila, protoze se snizil pocet volnych
karboxylovych, fenolovych a alkoholovych skupin. Déle bylo zji§téno, Ze fenolové skupiny
nelze metodou acetylace presn¢ identifikovat v disledku nizké selektivity této metody.

Cilem autort ¢lanku [28] bylo stanovit koncentraci a pK;, ionizovatelnych funkénich skupin
huminovych kyselin acidobazickou potenciometrickou titraci. Ziskana data byla vyhodnocena
linearni metodou zalozenou na upravené Granové funkci. Vysledky byly srovnany s vysledky
ziskanymi konduktometrickou titraci NaOH a Ba(OH),;, s infraervenymi spektry
huminovych kyselin s rlznymi stupni protonizace a s klasickou kalcium-acetatovou
a baryum-hydroxidovou metodou.

V praci [29] byly stanovovany acidobazické vlastnosti tii fulvinovych kyselin, které byly
izolovany z odliSnych pldnich horizontd (z rtznych hloubek). Acidobazické vlastnosti
stanovovali potenciometrickou titraci pii raznych koncentracich fulvokyselin (40, 80
a 120 mg-dm®) a v prostiedi s riiznymi iontovymi silami (0,01, 0,1 a 1 mol-dm~> KNO3).
Jako titratni ¢inidlo pouZivali 0,02 mol-dm™ KOH. Experimentalni data vyhodnocovali na
zéklad¢ modelu elektrické dvojvrstvy. Analyza ve vSech pfipadech ukazala dva piky. Prvni
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pti log K ~ 4 a druhy pii log K ~8-9. Tyto piky jsou pfisuzovany karboxylovym, respektive
hydroxylovym skupindm. Z vypocitanych hodnot log K zjistili, ze vzorky fulvinovych kyselin
izolované ze tiech pudnich horizontt vykazuji témét podobné chovani.

Metoda potenciometrické titrace byla v praci [30] pouzita ke stanoveni acidobazickych
vlastnosti 14 standardnich a referencnich vzorki huminovych kyselin (HK), fulvokyselin
(FK) a pfirodni organické hmoty (NOM), které byly zakoupeny od spolecnosti IHSS.
Koncentrace karboxylovych a fenolovych skupin byly stanovovany pfimo z titranich ktivek.
Experimentalni data vyhodnocovali na zékladé¢ upravené¢ho Henderson-Hasselbalchového
modelu. Obsah karboxylovych skupin stanovili u IHSS vzorkli v potadi terestrické
FK > vodni FK > Suwannee River NOM > vodni HK > terestrické HK. Celkové lze fici, Ze
huminové kyseliny i fulvokyseliny maji podobny obsah fenolovych skupin, nicméné vSechny
vzorky ziskané z vody maji vyssi obsah fenolovych skupin nez terestrické vzorky. Dale
zjistili, ze acidobazické vlastnosti referencniho vzorku Suwannee River NOM jsou
ptekvapiveé podobné vlastnostem standardniho vzorku HK Suwannee River. Vysledky z titraci
ziskané v této studii dale porovnavaji s jinymi publikovanymi vysledky z pfimych
1 neptimych titraci.

Konduktometricka titrace

Autofi C¢lanku [31] provadéli konduktometrické titrace standardnich huminovych
a fulvinovych kyselin, které byly zakoupeny od spole¢nosti IHSS. Titrace provadéli v mirném
prebytku hydroxidu a jako titra¢ni ¢inidlo pouZili standardni kyselinu HCI. Tuto studii
provadeli za ucelem kvalitativniho posouzeni vztahu mezi velikosti molekuly (agregatu) ve
vodném roztoku a sklonem titra¢ni kiivky. Sklon titracni kifivky odpovidajici protonaci
humatu/fulvatu je spojen s elektroforetickou mobilitou polyaniontli nebo agregati a tim
I s jejich velikosti. Porovnavali sklony vodivostnich kiivek riznych huminovych
a fulvinovych kyselin. Zjistili, Ze frakce fulvinovych kyselin diky tomu, ze maji mensi
velikost molekul, maji i mensi sklony. Nahrazeni relativné mobilniho aniontu fulvatu
aniontem CI™ zptisobi pouze malé zvyseni vodivosti roztoku. Na rozdil od toho huminové
kyseliny izolované z raseliny a z piidy obsahuji velké polymerni latky, a kdyz dojde k vyméné
aniontu, tak to ma znaény vliv na vodivost a to vede k velkému sklonu kfivky. Ostatni humaty
spadaji mezi tyto dva extrémy.

V ¢lanku [32] byly na zakladé konduktometrické titrace zkoumany metody frakcionace
funkénich skupin huminovych kyselin. Titrace opét probihala v piebytku zasady a jako
titraéni Cinidlo opét pouzili standardni kyselinu. Funkéni skupiny huminovych kyselin
rozdélili do tii skupin s odliSnymi hodnotami disociacnich konstant. Do prvni skupiny spadaly
velmi slabé funkéni skupiny jako napt. ¢ast fenolovych, karboxylovych skupin a dusikaté
baze s velmi vysokymi hodnotami pK,. Druha skupina zahrnovala slabé funkéni skupiny —
karboxylové skupiny na raznych druzich alifatickych a aromatickych monomernich
jednotkach se stfedni hodnotou pK,. Posledni skupinu tvofily silné funkéni skupiny —
karboxylové skupiny s velmi nizkou hodnotou pK, Hodnoty pK, neustale rostou
s neutralizaci, protoze karboxylové skupiny jsou zahrnuty ve vSech tiech skupinach.
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2.2.4.2 Spektrofotometrické metody

UV-VIS spektrometrie je analytickou metodou, kterou fadime mezi elektromagnetické
spektrometrické metody. Podstatou UV-VIS spektrometrie je absorpce ultrafialového
a viditelného zafeni (200-800 nm) zifedénymi roztoky molekul. Pti absorpci dochazi
k excitaci valen¢nich elektrond, které jsou soucasti molekulovych orbital. Proto molekulova
absorp¢ni spektra v ultrafialové a viditelné oblasti jsou svou podstatou elektronova spektra.
Mg¢feni absorbance se hojné vyuziva k urceni koncentrace sloucenin s chromofory. Pracuje se
obvykle metodou kalibra¢ni kiivky. Ultrafialova a viditelna spektrometrie je vyuZivana
v pruto¢nych celach detektord riznych separacnich metod, napi. kapalinové chromatografie
a kapilarni elektroforézy. Méfeni je provadéno bud’ pii vhodné vinové délce, nebo jsou
snimana cela spektra v kratkych ¢asovych intervalech. [22, 33].

Interakce ldtky s elektromagnetickym zarenim

Molekula se za béznych podminek nachazi na zakladni vibrac¢ni hladiné a jeji elektrony
nejsou excitovany. Absorpci fotonu piijme energii, ktera vede k ptrechodu elektronu na
excitovanou hladinu a molekula piejde na jednu z mnoha vibrac¢nich a rota¢nich hladin. Po
excitaci prechazi molekula zativymi ¢i nezativymi piechody do zakladniho stavu. Cely tento
proces je znazornén na Obr. 6 [22].

excitovany
atom AE=’E2'-E7 =hv

E, O (::’ horni hlzidma

vyzarené fotony

AN AN AAAALE
dopadaijci AN AE
foton - hv

atom v zakladnim

stavu
E, e + + dolni hladina

pred emisi béhem emise po emisi
Obr. 6: Interakce latky s elektromagnetickym zarenim [33]

Charakteristika absorpcniho pasu

Jeden absorp¢ni pas ve spektru odpovida jednomu typu piechodu elektronti v molekule do
excitovaného stavu. Polohu piku ur€uje Amax, coZ je vlnova délka maxima pasu. Pii této
vlnové délce je absorbance nejvyssi [22].

Zakladni vztahy

Transmitance — je podle rovnice (21) pomér zafivého toku pro§lého k dopadajicimu. Casto se
udava v procentech. Je-li absorpce zafeni nulova, transmitance je jednotkova (100 %).

T=" (21)

lo
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Absorbance — je definovana podle rovnice (22) jako zaporny dekadicky logaritmus
transmitance. Je-li absorpce zafeni nulova, je nulova i absorbance. S rostouci absorpci zatreni
roste i absorbance. Pro praktické méfeni zpravidla mivaji vyznam hodnoty neptekracujici
jednotku.

A=-logT = IogIT0 (22)

Lambert-Beeriv zakon — tento zakon znazornuje rovnice (23) a fika nam, Ze absorbance je
pifimo umérna koncentraci absorbujici latky, molarnimu absorpénimu koeficientu a tloustce
absorbujici vrstvy. Lambert-Beertiv zdkon je splnén jen pro zfedéné roztoky do koncentraci
zhruba 1072 mol-dm™.

A=g,-c-l, (23)

kde &, je molarni absorp¢ni koeficient pfi urcité vlnové délce, € je koncentrace absorbujici

latky a | je tloustka absorbujici vrstvy.

Absorbance je aditivni veli¢inou. Absorbuji-li zafeni dané vinové délky dveé a vice slozek, je
celkova absorbance podle rovnice (24) souctem absorbanci jednotlivych slozek [22].

A:iAi:igi,i'ci'l (24)

Obr. 7 nam znazornuje zafeni prochazejici kyvetou.
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- ‘ i
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/

Obr. 7: Priichod zareni kyvetou [33]

Prace [34] se zabyva stanovenim disociaéni konstanty felodipinu pomoci UV-VIS
spektrofotometrie. Felodipin je derivat 1,4-dihydropyridinu a pouziva se pii 1é¢bé anginy
pectoris a hypertenze. Disocia¢ni konstanta je diileZitou fyzikalné-chemickou vlastnosti 1é¢iv.
Spektrofotometrické stanoveni pK, poskytuje relativné piesné hodnoty. pK, felodipinu bylo
V této praci stanoveno na 5,07.

V publikaci [35] je pouZita metoda spektrofotometrického stanoveni disociani konstanty
u vyluht pykrati alkalickych kovu (lithium, sodik, draslik) a pykratu tetrabutylamonného,
které jsou rozpuStény ve 4-methyl-2-pentanonu. Touto studii se zjistilo, ze pii nizké
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koncentraci roztoku dochazi téméf k uplné disociaci. Se zvySujici se koncentraci roztoku
klesa schopnost disociovat. Disociace u pykratt alkalickych kovi si je téméf podobna a piilis
se mezi sebou nelisi. Pykrat tetrabutylamonny disociuje o néco vice. V roztocich o nizké
koncentraci souhlasi spektra pykratd alkalickych kovii se spektrem pykratu
tetrabutylamonného. Se vzristajici koncentraci se pik posouva k niz§im vilnovym délkam.

Autofi ¢lanku [36] se zabyvaji stanovenim acidobazickych disociacnich konstant metodou
UV-VIS spektrofotometrie. Ke studiu pouzili roztoky methyloranzi (MO) a bromthymolové
modii (BTB) pti dvanéacti riiznych hodnotach pH. Pro MO bylo pH v rozmezi 2,21-5,96 a pro
BTB v rozmezi 4,32-8,56. Primérnou hodnotu pK; vypocitali pomoci druhé derivace
absorp¢nich spekter. Pro MO byla tato hodnota stanovena na 3,46 a pro BTB na 7,14. Tyto
hodnoty pK, se shodovaly s hodnotami uvedenymi v literatufe. Na zaklad¢ téchto vysledku
usoudili, Ze tato metoda mtize byt efektivn€é vyuzita pro stanoveni pK, slabych organickych
kyselin a zasad.

Spektrofotometrickd metoda byla v praci [37] pouzita za Ucelem stanoveni disociacni
konstanty u nukleofili obsahujicich oximové skupiny (jako je napt. pralidoxim nebo
butan-2,3-dion monoxim). Analyza byla provedena v ¢isté vodé a v 50% smési
vody a acetonitrilu. Déale zkoumali vliv povrchové koncentrace na pK, pralidoximu. Zjistili,
ze pK, pralidoximu neni ovlivnéno jeho povrchovou koncentraci.

Autofti publikace [38] se zabyvaji studiem disociac¢nich vlastnosti kyseliny stavelové metodou
UV-VIS spektrofotometrie. Roztoky kyseliny S§tavelové byly pfipravovany za pouZiti
riznych rozpoustédel s odlisSnymi dielektrickymi konstantami (ethylalkohol, n-propylalkohol,
isopropylalkohol a N-dimethylformamid). Zjistili, Ze absorbance kyseliny §tavelové se méni
s teplotou a koncentraci roztokd, a tak byl pro kazdy roztok ziskdn vztah mezi absorbanci
a koncentraci pii riznych teplotach. Na zékladé¢ Lambert-Beerova zdkona spocitali molarni
absorp¢ni koeficienty v rtiznych rozpoustédlech a pii riznych teplotach. Vysledky naznacuji
nepiesnost Lambert-Beerova zdkona pii vysokych koncentracich roztoku.

Védci v ¢lanku [39] zkoumali kyselou rovnovahu 5-(p-dimethylbenzyliden) rhodnaninu
(PDR) ve vodném miceldrnim roztoku pomoci jednoduché spektrofotometrické metody. Byl
studovan ucinek neiontovych, kationovych a anionovych povrchové aktivnich latek na
absorp¢ni spektra PDR pii riznych hodnotich pH a bylo stanoveno pK, PDR pfi riznych
koncentracich kazdé povrchove aktivni latky. Zjistili, ze PDR disociuje vice v piitomnosti
kationové povrchové aktivni latky, zatimco nejmensi disociace nastava v pfitomnosti
anionové povrchové aktivni latky.

2.2.4.3 Konduktometrické metody

Charakteristickou vlastnosti roztokli elektrolyti je jejich schopnost vést -elektricky
proud — vodivost. Vodivost (G) pevného vodi¢e s konstantnim prafezem S a délkou |
vyjadiuje rovnice (25)

G=x

S
e (25)

kde « je konduktivita.
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Vodivost roztokt elektrolyti méfime pomoci stfidavého proudu s tak vysokou frekvenci, pfi
které¢ nedochézi k elektrolyze. Vlastnosti méfici nadobky charakterizujeme hodnotou jeji
odporové kapacity C, kterou stanovujeme pomoci roztoku se znamou konduktivitou podle
rovnice (26)

C=—=«x-R (26)

K
G
Molarni vodivost i-tého elektrolytu vyjadiuje schopnost vést elektricky proud vSemi ionty
vzniklymi rozpusténim jednoho molu elektrolytu v daném objemu rozpoustédla. Vztah mezi
molarni vodivosti 4, konduktivitou x; a molarni koncentraci ¢; i-tého elektrolytu vyjadiuje
rovnice (27)

A= (27)

U molarni vodivosti je tfeba zvlast specifikovat ¢astice daného elektrolytu, kterych se uvazuje
jeden mol. Uvazované castice mohou byt molekuly, elektrony, ionty, atomy nebo
stechiometricky zvolena skupina. Zavislost molarni vodivosti A na sloZeni roztoku udava
empiricky Kohlrauschuv vztah, ktery je uveden v rovnici (28)

A =4 -aye, (28)

kde a je empiricka konstanta a A" je mezni molarni vodivost (hypotetickda molarni vodivost
pro ci — 0).

Pro nekonecné ziedény roztok plati Kohlrauschiv zdkon nezavislosti pohybu iontt dle
rovnice (29)

A=A+ A7, (29)

kde A7 a A” jsou mezni molarni vodivosti kationtu a aniontu elektrolytu. Pomér 4, /A je

u slabych elektrolyth rovny stupni elektrolytické disociace a;, ktery predstavuje podil
disociovanych molekul dle rovnice (30) [40]

@ = (30)

Prace [41] se zabyva konduktometrickym stanovenim disociacni konstanty u latek podobnych
huminovym latkam, které jsou obsaZeny v atmosféte, Vv rozmezi molekulovych hmotnosti
250-310 Da. Pracuji se zfedénymi roztoky, kde predpokladaji pfitomnost pouze jedné
karboxylové skupiny schopné disociace. Dosli kK zavéru, ze tyto latky se chovaji jako mirné
silné/slabé kyseliny, stejné jako napf. kyselina mravenci (pK, = 3,74) nebo kyselina mandlova
(pKa=3,41), a jejich pK, stanovili na 3,4. Toto pK; velmi dobfe koresponduje
s intervalem ptedstavovanym fulvinovymi (pK, = 3,4) a huminovymi kyselinami (pK, = 3,7).
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V publikaci [42] byly zkoumany spektrofotometrické vlastnosti, rozpustnost a vodivost
u latek podobnych huminovym latkam, které jsou obsazeny v atmosfére. Celkova priimérna
molekulova hmotnost byla stanovena na 556 Da a nadbytek aromatického uhliku na 12 %.
Oba vysledky jsou podstatn€ nizsi, nez pro standardni referencni fulvinové kyseliny, z ¢ehoz
muzeme usuzovat, ze tyto latky vznikaji odliSnym mechanismem. Bylo zjisténo, Ze
rozpustnost roste linearn& od koncentrace 5 do 20 g-dm > t&chto rozpu§ténych latek. Déle
bylo dokazéano rozpousténi iontli pomoci elektrochemické vodivosti. Limitni molarni vodivost
byla extrapolovdna a pouzita pro stanoveni zdanlivého disocia¢niho stupné pro rtzné
koncentrace téchto latek. Disociac¢ni stupeil byl dale pouzit pro odvozeni koncentracni
zavislosti van't Hoffova faktoru. Van't Hoffiv faktor se monoténné snizoval s koncentraci
huminovych latek. Pokles byl podstatny pro zfedéné roztoky a slabl pro koncentrovanéjsi
roztoky.

2.2.4.4 Chronopotenciometrie

Tato elektrochemickd metoda se pouzivd jak pro ucely stanoveni stopovych mnoZzstvi
rozpusténych latek, tak ke stanoveni obsahu H' iontd. K méfeni se vyuzivd metoda
galvanostatické rozpoustéci chronopotenciometrie. Je zalozend na kvantitativni redoxni
pfeméné analytu konstantnim proudem. V prvni ¢asti méfeni dochazi k elektrochemickému
nahromadéni analytu na elektrodé. V dal§im kroku se analyt rozpousti za konstantniho proudu
a sleduje se zména potencidlu elektrody v cCase. Derivaci naméfené zavislosti dojde
k transformaci ptivodnich namétenych vin na piky, ve kterych plocha piku udava piechodovy
¢as. Pfi pouzivani konstantniho rozpoustéciho proudu je mozné pomoci Faradayova zakona
vypocitat mnozZstvi vylou¢eného analytu nebo rovnéz piimo urcit koncentraci analytu
ve vzorku podle rovnice (31)
iz

= (31)

n
c=— :
V R-z-F-V

kde n je latkové mnozstvi analytu, i je rozpoustéci proud, R je elektrochemicky vytézek, z je
naboj rozkladaného analytu a F je Faradayova konstanta.

Me¢tenim se tedy urci doba rozpousténi (chronopotenciometricky piechodovy cas), ktery je
umérny koncentraci analytu v analyzovaném vzorku. Poloha piku zavisi na charakteru
pouzit¢tho elektrolytu a na rozpouStécim proudu. Plocha piku pfedstavuje
chronopotenciometricky pfechodovy ¢as, ze kterého se urcuje koncentrace analytu [43, 44].

Autofi c¢lanku [45] pouzivaji jednoduchou a rychlou chronopotenciometrickou metodu
ke stanoveni koncentrace H' iontli u roztokii 0 vysoké kyselosti a zasaditosti. PouZivali
k tomu platinovou pracovni elektrodu a pouZiti pravé této elektrody umoziuje méfeni H”
jontii jak u silnych kyselin (jako je napf. kyselina sirova o koncentraci 2,5 mol-dm ), tak
u roztoki silnych bazi (jako je napf. hydroxid sodny o koncentraci 1 mol-dm™2). Tuto metodu
aplikovali na stanoveni koncentrace H" iontfi u vzorkd odpadnich vod z papiren (stanovené
pH =9,5), odpadnich vod ze zinkovych peci (pH = 2,2), fi¢nich vod (pH = 6,5) a koloidniho
roztoku hydroxidu zeleza (pH = 5,4). Déle se zabyvali vypoctem ionizac¢ni konstanty kyseliny
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fluorovodikové, kterou stanovili na 6,67-107%, coz je v dobré shodé s teoretickou hodnotou
7,24- 10~* uvadénou v literatufe.

2.2.4.5 Ostatni metody
Coulometrie

Pro kvantitativni a rovnovaznou analyzu roztokti huminovych kyselin byla v praci [46]
pouzita kombinace potenciometrie a coulometrie za konstantniho proudu. Tato metoda je
zalozena na potenciometrické titraci alkalickych roztokd, které obsahuji kromé huminovych
kyselin i 1 mol-dm 2 NaClO,. Autofi pouZivali ke stanoveni celkové kyselosti a disocia¢nich
konstant dvé huminové kyseliny. Prvni z nich byla huminova kyselina izolovana z puady
z oblasti Monte Finestra v Italii (HK3), dal$i byla huminova kyselina komer¢né zakoupena od
firmy Fluka. Zde stanovovali celkovou kyselost a disociaéni konstanty pro Cerstvé piipraveny
vzorek (HK3) a pro vzorek stary 20 dni (HK3). Celkova kyselost miize byt ur¢ena pomoci
upravenych Granovych diagramti nebo ze sumy nejmensich ¢tverct. Pro HK; stanovili
celkovou kyselost na 3,9 mmol-g™* a pK, na 4,04; 7,41 a 9,46, pro HK; byla celkova kyselost
5,86 mmol-g ! a pK, 3,9; 7,32 9,5 a pro HK; ur¢ili celkovou kyselost na 9,5 mmol-g™* a pKa
3,9; 7,6 a 9,4. Celkova kyselost HK3 se téméf zdvojnasobila, coz pfisuzuji hydrolyze
esterovych vazeb. Experimentélni vysledky potvrzuji, Ze coulometrie za konstantniho proudu
je velmi G¢inna a pfesnd metoda ke stanoveni kyselosti roztoki huminovych kyselin.

Diferencialni skenovaci potenciometrie

V praci [47] byla pouZita metoda diferencidlni potenciometrie k urceni acidobazickych
vlastnosti huminovych kyselin. Tato metoda se pouziva k titraci slou¢enin o malém mnoZstvi,
které¢ jsou malo rozpustné ve vodném prostiedi. Autofi této prace stanovovali distribuci
pufrani kapacity, hodnoty zdanlivych disociacnich konstant a povrchového naboje
huminovych kyselin. K tomuto ucelu byly pouzity huminové kyseliny, které byly extrahovany
ze dvou ruznych pud s odliSnou vegetaci. Stanovili 6 disocia¢nich konstant pro 4 rizné
huminové kyseliny. Hodnota pKa; byla pro vSechny 4 huminové kyseliny stanovena na 3,5,
kdy tuto hodnotu pfisoudili karboxylovym kyselindm o vysoké kyselosti. Hodnoty pKzs pro
tyto huminové kyseliny lezely v rozmezi 10,4-10,6 a tyto hodnoty mohou byt pifisouzeny
fenolickym skupinam.
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1  Pouzité pristroje
= pH metr METTLER TOLEDO, Seven Easy
= konduktometr METTLER TOLEDO, Seven Easy
= kombinovany altimetr Mettler Toledo SevenMulti spH elektrodou a vodivostni
sondou

=  UV-VIS spektrofotometr HITACHI U-3900H
» pritokovy analyzator EcaFlow model 150 GLP

3.2  Pouzité chemikalie

» siran sodny bezvody p.a., Penta
= kyselina chlorovodikova 35% p.a., Penta
» destilovana voda
» fulvinové kyseliny
* |HSS Nordic Aquatic 1R105F
* |HSS Elliott Soil 3S102F
e IHSS Suwannee River 2S101F
e IHSS Pahokee Peat 2S103F
* huminové kyseliny
e |HSS Nordic Aquatic 1R105H
* IHSS Elliott Soil 1S102H
e IHSS Suwannee River 2S101H
* IHSS Pahokee Peat 1S103H
e |HSS Gascoyne Leonardite BS104L

3.3  Vzorky huminovych a fulvinovych kyselin

Ke studiu disociaéniho chovani byly pouzity ¢tyfi druhy fulvinovych kyselin FK; (Nordic
Aquatic), FK; (Elliott Soil), FK3; (Suwannee River), FK; (Pahokee Peat) a pét druht
huminovych kyselin HK; (Nordic Aquatic), HK; (Elliott Soil), HK3 (Suwannee River), HK,
(Pahokee Peat) a HKs (Leonardite), které se lisi svym pivodem. Vzorky byly zakoupeny od
spolecnosti IHSS a vSechny, kromé FK; a HKj, jsou oznaCované jako standardy a musi
splilovat urcita kritéria, které jsou uvedeny na webovych strankach spole¢nosti IHSS. Vzorky
FK; a HK; jsou oznaované jako referencni a nespliuji nejméné jednu podminku pro
standardni huminové latky. Jednotlivé vzorky jsou izolovany z rlznych ptirodnich zdroj,
které zde ve zkratce charakterizuji.

Suwannee River

Reka Suwannee prameni Vv parku, ktery se nazyva Okefenokee Swamp v jizni Georgii
a pokracuje na jihozdpad do Mexického zalivu. V parku Okefenokee Swamp se nachazeji
loZiska bohaté na raSelinu, nicméné se predpoklada, ze vétSinu rozpusténé¢ho organického
uhliku poskytuje jeho vodam rozkladajici se vegetace. Na svém hornim toku v Okefenokee
Swamp ma feka Suwannee pH nizsi nez 4 a koncentrace rozpusténého organického uhliku je
zde v rozmezi 25-75 mg-dm .

30



Elliott Soil

Puda Elliott je Grodna prérijni pada statd Indiana, Illinois a lowa v USA. Vzorek IHSS byl
ziskan z nedotCené oblasti vojenského muni¢niho zavodu (Joliet Army Ammunition Plant)
pobliz mésta Joliet ve staté Illionois. Vzorky Elliott se vyznacuji tim, ze se ziskavaji z velmi
hlubokych pon¢kud Spatné¢ odvodnénych pud.

Pahokee Peat

Pahokee Peat je typicka zemédé€lska raselinnd ptida narodniho parku Everglades na Floridé.
Vzorky fady Pahokee se ziskdvaji z mirn¢ hlubokych a hlubokych velmi Spatné odvodnénych
pud. Tato ptida se tvoii v organickych loziscich sladkovodnich bazin.

Leonardite

Leonardite je produkovédn pfirozenou oxidaci hnédého uhli tézeného v povrchovém dolu
Gascoyne, pobliz Bowman County v Severni Dakot¢, USA.

Nordic Reservoir

Tento vzorek byl ziskdn z vodniho zdroje pitné vody Vallsjeen ve mésté Skarnes, Norsko.
Vodni nadrz je 225 m nad mofem a ma maximalni hloubku kolem 14 m [48].

3.4  Pracovni postup

Nejprve bylo pfipraveno extrakéni €inidlo pro huminové a fulvinové kyseliny, coz je 1,5%
roztok siranu sodného rozpusténého v destilované vodé. Tento roztok byl dale pouzit jako
nosny elektrolyt pro méfeni koncentrace H" iontli na pfistroji EcaFlow.

3.4.1 Priprava roztoki pro studium disocia¢nich konstant

Suspenze huminovych kyselin byly pfipravovany tak, ze se navazilo urcité, predem dané
mnozstvi huminovych kyselin, které byly extrahovany v 10 ml extrakéniho cinidla. Tato
extrakce probihala po dobu 24 hodin. Suspenze byly poté prefiltrovany pies mikrofiltr
0 velikosti 0,45 um pomoci injekéni stiikacky. Po prefiltrovani bylo u kazdého vyluhu
zméieno pH, vodivost, koncentrace H™ iontli pomoci pritokového analyzatoru EcaFlow
a UV-VIS spektra v rozsahu vlnovych délek 200-900 nm.

Roztoky fulvinovych kyselin byly pfipravovany tak, ze nejdiive byly pfipraveny roztoky
fulvokyselin v siranu sodném o koncentracich 10 g-dm > tak, Ze bylo navazeno ur¢ité predem
vypocitané mnozstvi fulvokyselin a ty byly smichany s extrakénim c¢inidlem. Tyto roztoky
byly ponechany michat 24 hodin do rozpus$téni. Roztoky fulvokyselin v siranu sodném
0 koncentracich 8; 5; 3; 1; 0,5; 0,1; 0,05 a 0,01 g-dmf3 byly pfipravovany fedénim roztokt
o vyssich koncentracich podle pfedem vypocitanych objemti. U vSech téchto roztokl bylo
taktéz zméfeno pH, vodivost, koncentrace H' iontd pomoci pritokového analyzatoru EcaFlow
a UV-VIS spektra v rozsahu vinovych délek 200-900 nm.

31



3.4.2 Charakterizace huminovych a fulvinovych kyselin

Pro charakterizaci kvality vyluhi huminovych a roztokd fulvinovych kyselin v Na,SO4 byla
pouzita metoda UV-VIS spektrofotometrie.

Huminové a fulvinové Kyseliny maji vysokou schopnost svételné absorbance v UV-VIS
oblasti, proto muzeme pouzit elektronovd absorpéni spektra pro charakterizaci téchto
vysokomolekularnich latek a pfiblizné urcit chemickou strukturu a typy vazeb v molekule.
Spektralni cary predstavuji zavislost absorbance na vinové délce a jejich tvar zdvisi na
chemickém slozeni HK a FK (intenzité zbarveni méfeného roztoku). Cim vice klesa
absorbance, tim strméj$i ma kifivka tvar a tim vy$si hodnoty ma barevny index [6, 49].
Hodnota barevného indexu Egp je ddna pomérem absorbance HK a FK pii vinové délce
465 nm a 665 nm.

Zralost huminovych latek byla stanovena z rozdilu logaritmickych hodnot absorbance pfi
vinovych délkach 400 nm a 600 nm podle vztahu (32).

A(600 nm)

A(400 nm)
S log (32)
m m

AlogK =log

kde m je hmotnost HK nebo FK.
Podle hodnot koeficientu A log K rozlisujeme typy A, B a Rp podle zralosti:

* Typ A piedstavuje HK s vysokym stupném humifikace (hodnoty A log K do 0,60). HK
Vv této skupin€ jsou vysoce stabilni, maji vysokou molekulovou hmotnost a vysoky
stupent kondenzace aromatickych skupin.

= Typ B je skupina HK s A log K v rozmezi 0,60-0,80. Tyto HK maji niz§i molekulovou
hmotnost a niZsi stupenn humifikace.

* Typ Rp zahrnuje HK s hodnotou A log K v rozmezi 0,80-1,10. Tato skupina obsahuje
HK s jesté niz§i molekulovou hmotnosti a s niz§im stupném humifikace a vysokym
obsahem alifatickych skupin [49, 50].

3.4.3 Stanoveni pK,; huminovych a fulvinovych kyselin
3.4.3.1 Konduktometricka metoda

Pro konduktrometrickou metodu stanoveni pK, byly pouzity vyluhy huminovych kyselin
vV Na;SO4 (stanoveni disociacni konstanty urcité frakce huminové kyseliny) a roztoky
fulvinovych kyselin v Na,SO, (stanoveni disociacni konstanty celého vzorku). Disocia¢ni
konstanty byly stanoveny podle vztahu (33).

12

Ky =c¢C ,
HA 0 m (33)

kde ¢y je formalni koncentrace latkového mnozstvi rozpusténé kyseliny HA.
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3.4.3.2 Kombinace méieni pH a obsahu kyselych funkcnich skupin v Na;SO,

Byl zapnut pratokovy analyzator EcaFlow a pocitac. Poté byl spustén program EcaFlow, kde
tlacitkem regenerace byla elektroda regenerovana. Nejprve byly proméieny standardy pro
vytvofeni kalibracni pfimky. Jako standard byla pouzita kyselina chlorovodikova, jejiz
koncentrace byly 5, 10 a 20 mmol-dm>. Po zméfeni kalibrace byly proméfeny vyluhy
huminovych kyselin a roztoky fulvinovych kyselin. Jako nosny elektrolyt byl pouzit 1,5%
roztok Na,SOs, do kterého byly huminové a fulvinové kyseliny extrahovany. Dale bylo
u vyluhit huminovych kyselin a roztokt fulvokyselin zméteno pH.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1  Charakterizace huminovych a fulvinovych kyselin
4.1.1 Acidobazické vlastnosti

Pouzité vzorky huminovych a fulvinovych kyselin jsou standardy zakoupené od spole¢nosti
IHSS a jejich acidobazické vlastnosti, konkrétné obsah karboxylovych skupin, hydroxylovych
skupin, primérna hodnota pKgi, ktera odpovida disociaci silnych skupin, hodnota pKg,, ktera
odpovida disociaci slabych skupin a maximalni hustoty naboje Qi a Q, jsou znazornény
v Tab. 4aTab. 5.

Tab. 4: Acidobazické viastnosti pouzitych fulvinovych kyselin [48, 51, 52]

Obsah COOH Obsah OH
Vzorek skupin (mmol/g) | skupin (mmol/g) (mn?él/g) PKa (mr(r?cz)llg) PKe2
Nordic Aquatic 1R105F 11,16 3,18 12,15 3,79 1,49 9,67
Elliot Soil 25102F 13,24 2,27 14,12 3,67 0,74 9,53
Suwannee River 2S101F 11,17 2,84 11,16 3,76 2,05 9,84
Pahokee Peat 2S103F 13,34 2,32 14,22 | 3,99 0,76 9,57

Tab. 5: Acidobazické viastnosti pouzitych huminovych kyselin [48, 51, 52]

Obsah COOH Obsah OH
Vzorek skupin (mmol/g) | skupin (mmol/g) (mr(r?éllg) PKa (mrggllg) PKe2
Nordic Aquatic 1R105H 9,06 3,23 10,32 | 4,32 1,64 9,89

Elliot Soil 1S102H 8,28 1,87 8,9 4,36 0,85 9,8

Suwannee River 2S5101H 9,13 3,72 9,74 4,35 4,48 10,44
Pahokee Peat 1S103H 9,01 1,91 9,64 4,22 0,94 9,86
Leonardite 1S104H 7,48 2,31 8,17 4,59 1,13 9,72

Z téchto vysledkt vyplyva, ze obecné fulvinové kyseliny maji vétsi zastoupeni karboxylovych
skupin nez huminové kyseliny, coz se projevuje i v jejich nizsich primérnych hodnotach pK,.
Mizeme také pozorovat, Ze vodni fulvinové kyseliny maji niZ§i obsah karboxylovych skupin
nez terestrické fulvinové kyseliny, kdezto u huminovych kyselin je to naopak. Déale mtiizeme
vidét, Ze fulvinové 1 huminové kyseliny izolované zvody vykazuji vyss$i obsah
hydroxylovych skupin nez terestrické vzorky.

4.1.2 Kovalitativni vlastnosti

Kvalita roztoki fulvinovych kyselin a vyluht huminovych kyselin v Na;SO, byla
stanovovana na zakladé méfeni absorbance metodou UV-VIS spektrofotometrie. Byl
vypocitan absorpcni pomér pii vinové délce Ayes/sss.

Tento absorpcni pomér je nejcastéji pouzivany a popisuje index humifikace. Hodnoty tohoto
poméru jsou pro huminové kyseliny obvykle niz§i nez 5 a klesaji s rostouci molekulovou
hmotnosti a stupném kondenzace. Tento absorpcni pomér je tedy ovlivnén velikosti ¢astic,
molekulovou hmotnosti, hodnotou pH, koncentraci volného radikélu a obsahem prvka C a O
a skupin COOH. Nizky pomér znaci vysoky stupen kondenzace a vysoky podil aromatickych
struktur, zatimco vysoké poméry znamenaji ptitomnost velkého mnozstvi alifatickych struktur
a malé mnozstvi aromatickych kondenzovanych struktur. Tento pomér je typicky vyssi pro
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materidly, které nejsou humifikovany diky ptitomnosti bilkovin a sacharidi, které zvysuji
absorpci v UV oblasti spektra [43,53].

Dale byly vypocitany A log K z rozdilu logaritmickych hodnot absorbance pii vlnovych
délkach 400 nm a 600 nm k urceni stupné humifikace.

Tab. 6. Absorpcni pomeér E4epro FKa A log K

c (g-dm_3) Asesie65 A |Og K
10 16,33 1,21
8 11,00 1,26
5 17,67 1,26
3 16,50 1,25
1 13,00 1,26
0,5 6,78 0,88
0,1 2,57 0,77
0,05 9,20 1,14
0,01 5,00 0,95

Tab. 7: Absorpcni pomeér Eqe pro FK; a 4 log K

¢ (g-dm™) Ags/665 A log K
10 7,00 0,97
5 10,80 1,11
1 13,00 1,16
0,5 5,90 1,00
0,1 4,33 0,86
0,05 13,00 1,16
0,01 4,20 0,79

Tab. 8: Absorpcni pomér Eyspro FKs a A log K

¢ (g-dm™) Asssicss Alog K
10 7,75 1,26
8 8,67 1,18
5 13,00 1,29
3 11,00 1,34
1 8,00 1,40
0,5 3,82 1,15
0,1 2,00 0,76
0,05 7,14 1,09
0,01 5,00 0,88
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Tab. 9: Absorpcni pomér Eqe pro FK, a 4 log K

¢ (g:dm™) Augs/665 Alog K
10 11,00 1,07
8 11,60 1,11
5 9,78 1,06
3 10,40 1,11
1 3,40 0,89
0,5 10,75 1,06
0,1 5,25 0,86
0,05 8,60 0,97
0,01 11,00 1,12

Tab. 10: Absorpcni pomér Eqe pro HK; a 4 log K

¢ (g-dm™) Asssie65 Alog K
10 4,28 0,79
1 8,67 0,99
0,1 5,63 0,87
0,01 29,00 1,00

Tab. 11: Absorpcni pomér Eqspro HK; a A log K

¢ (g-dm™) Asssicss Alog K
10 4,70 0,74
1 6,07 0,79
0,1 6,57 0,81
0,01 5,05 0,81

Tab. 12: Absorpcni pomeér Eqspro HKz a A log K

¢ (g-dm™) Asssioss Alog K
10 6,58 0,90
1 7,36 0,99
0,1 7,80 1,00
0,01 6,88 1,03

Tab. 13: Absorpcni pomér E4epro HK, a A log K

¢ (g-dm™) Asssicss Alog K
10 5,75 0,79
1 5,38 0,78
0,1 5,65 0,75
0,01 7,40 0,94
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Tab. 14: Absorpcni pomér Eyg pro HKs a 4 log K

¢ (g:dm™) Augs/665 Alog K
10 2,68 0,50
5 2,72 0,50
1 2,44 0,42
0,5 8,20 1,04
0,1 7,50 1,01
0,05 7,00 0,93
0,01 6,33 0,87

V Tab. 6 az Tab. 14 jsou uvedeny hodnoty absorp¢niho poméru E4s a A log K. Z tabulek
vyplyva, ze u FK i HK se indexy humifikace méni s koncentraci rozpusténych FK a HK.
U FK by se vsak dalo pfedpokladat, Zze se hodnoty indexu humifikace nebudou ménit
s koncentraci diky tomu, Ze se v Na;SO, rozpusti vzdy cely vzorek. AvSak vzhledem k tomu,
ze se s koncentraci méni konformace FK a tim i jejich velikost, tak se hodnoty indexu
humifikace zde uvedené skoncentraci méni. U HK se did zména indexu humifikace
s koncentraci piedpokladat, jelikozZ se jedna o vyluh, jehoz kvalita zavisi pravé na koncentraci
rozpusténych HK ve vyluhu.

Vsechny FK maji vyssi index humifikace nez HK. Je to diky tomu, ze FK maji mensi
velikost, obsahuji méné kondenzovanych aromatickych struktur a vice postrannich
alifatickych tetézct. Pro HK jsou hodnoty E4 niZsi a pohybuji se v rozmezi pfiblizné 28,
coz potvrzuje to, ze HK jsou kondenzovangj$i neZ FK a ve své struktufe obsahuji vice
aromatickych skupin. JelikoZ plati, Ze huminovy material s nejvyss§im koeficientem Ege ma

kondenzovanéjsi, tak jsou starSiho ptivodu.

Co se tyce koeficientu A log K, ktery charakterizuje stupent humifikace (zralost) FK a HK, tak
muzeme vidét, Ze pro FK se jeho hodnoty pohybuji v rozmezi 0,8-1,3. FK tedy spadaji do
skupiny Rp s nizkym stupném humifikace. HK izolované z pudy (HK; a HK,) by svymi
hodnotami A log K mohly spadat do skupiny B se stfednim stupném humifikace, zatimco
vodni HK (HK; a HK,) do skupiny Rp.
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Obr. 8: Srovndni UV-VIS spektra FK; a HK; pro koncentraci 0,01 g-dm >

Na Obr. 8 vidime srovnani UV-VIS spekter pro FK a HK izolovanych ze stejného ptirodniho
zdroje, konkrétné feky Suwannee. Tyto dva vzorky se 1i8i tim, Ze FK se v Na;SO4 rozpusti
vSechna, kdezto u HK se v Na;SO4 rozpusti vzdy jen urcita frakce HK, ktera se koncentraci
od koncentrace 1isi. Je patrné, Ze naméfend absorbance je vyssi pro HK nez pro FK. Obecné
plati, Ze chromofory pfitomné v HL zodpovédné za absorpci v UV oblasti jsou aromatické
kruhy, které jsou rizné substituované riznymi typy funkénich skupin. UV-VIS absorpce je
ovlivnéna relativnim mnozstvim aromatickych struktur, ketonickymi funkénimi skupinami
a autochromy jako C-OH a C-NH,. Jelikoz jsou HK vice humifikovany, kondenzovany
a obsahuji vice aromatickych struktur nez FK, tak tento fakt miZe mit za nasledek prave vyssi
absorpci HK. Dal$im moZnym divodem, ktery miiZze pfispivat k vyssi absorpci HK je vyssi
obsah ketonickych funkénich skupin v FK, jelikoZ pravé tyto skupiny snizuji absorpci ve
viditelné oblasti spektra.

4.2  Stanoveni pK,; huminovych a fulvinovych kyselin

4.2.1 Konduktometrickda metoda

U roztokl fulvinovych kyselin a vyluhi huminovych kyselin byly zmétena jejich vodivost,
ktera byla vyuzita pro konduktometrické stanoveni disocia¢nich konstant. Hodnoty pK; byly
stanovovany ze zavislosti logK,,, = f(c,) pro FK a ze zavislosti logK,, = flJac, ) pro
HK. Ztéchto zavislosti byly urCeny vzdy dvé hodnoty pK,;—pKa bez extrapolace na
nekonecné zfedéni a pKy2 extrapolované na nekonecné zfedéni. Tyto hodnoty byly pocitany

dvéma zplsoby. Prvni zplisob spocival v tom, zZe se pivodni koncentrace FK a HK udavana
v g-dmf3 prepocitala na koncentraci v mol-dm3 pomoci obsahu kyselych funkénich skupin.
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Druhy zptisob spocival v piepoctu ptes molarni hmotnost vyhledanou pro kazdou FK a HK
V literatuie (viz. Tab. 15 a Tab. 16).

Je tfeba poznamenat, Ze disocia¢ni konstanty stanovené pro roztoky FK v Na,SO, jsou pro
cely vzorek, jelikoz se v Na,SO,4 rozpusti vSechny skupiny bez ohledu na jejich silu. U HK je
to trochu jinak. HK obsahuji velké mnozstvi raznych skupin, které se lisi svou silou.
V Na SO, se prednostné rozpusti ta frakce huminovych kyselin, kterd obsahuje silngjsi
skupiny. ZvySovani obsahu huminovych kyselin v roztoku, ma za nésledek to, ze frakce
s menSim obsahem COOH skupin a frakce se slabsimi karboxylovymi skupinami se rozpousti
méné a mén¢, az je jejich rozpustnost potlatena. Slozeni frakci se zfejmé& koncentraci od
koncentrace lis§i. Lze predpokladat, ze pii nizkych koncentracich se mohou rozpoustét
1 frakce, které obsahuji méné karboxylovych skupin s vy$§im pK,. Na vysledné hodnoty
disociac¢nich konstant maji tedy vliv pouze ur€ité skupiny, které se v dané frakci rozpusti.

0,025 1

@
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0,015

A (S.m2-mol™)

0,01

0,005

0 — 9@ @ —— o o———
0 2 4 6 8 10 12 14
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Obr. 9: Zavislost moldrni vodivost na \c pro FK,

Na Obr. 9 je zobrazena zavislost molarni vodivosti na \c pro FK,. Extrapolaci této zavislosti
na nekonec¢né zfedéni, kdy se predpoklada, ze jsou vsechny molekuly disociované a ionty jsou
od sebe vzdalené natolik, Ze se neovliviiuji, byla ziskdna hodnota mezni molarni vodivosti,
ktera je nezbytna k urceni pKa.

Z obrazku vyplyva, Ze nejvyssi molarni vodivost mad roztok FK v Na,SO, o nejnizsi
koncentraci. Molarni vodivost od této koncentrace za¢ne prudce klesat, protoze se zvySujici se
koncentraci roztoku se jednotlivé ionty zacnou navzdjem ovlivilovat a dochéazi k brzdéni
jejich pohybu. Pro vyssi koncentrace FK v roztoku se molarni vodivost ustali na nulové
hodnot¢ a jejich ionty se tedy prakticky nepohybuji.
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Obr. 10: Zavislost log Kua na ¢ pro vypocet pK, pro FK;

Obr. 10 znazoriuje ukazku grafu pro vypocet disocia¢nich konstant u roztoku FK; v Na;SOs,.

Data v tomto grafu byla proloZena pfimkami a z jejich regresnich rovnic byly vZdy stanoveny
dvé hodnoty pK,;—pKa, které nebylo extrapolované na nekone¢né ziedéni a pKjy

extrapolované na nekonec¢né ziedéni.
Tab. 15: Hodnoty pK, a M pro FK stanovené konduktometricky [54, 55, 56, 57]

Vzorek pomoci obsahu funkénich skupin pomoci molarni hmotnosti M
pKal pKaZ M (Da) pKal pKaZ
FK1 3,9 6,85 3870 2,71 4,46
FK2 3,91 6,87 9000 2,05 3,86
FK3 3,91 6,89 1150 3,21 5,02
FK4 3,63 6,58 6500 2,45 4,3
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Tab. 16: Hodnoty pK, a M pro HK stanovené konduktometricky [54, 55, 56, 57]

Vzorek pomoci obsahu funkénich skupin pomoci molarni hmotnosti M
PKa PKaz M (Da) PKat PKa2
HK1 5,18 7,15 5060 4,09 7,16
HK> 4,22 7,11 19000 5,07 7,33
HK3 5,43 7,65 4390 4,95 7,07
HK4 4,85 7,29 7994 5,13 7,19
HKSs 4,75 6,28 18700 521 8,02

Jednotlivé hodnoty pK; stanovené konduktometrickou metodou jsou pro roztoky fulvinovych
kyselin v Na,SO,4 zobrazeny v Tab. 15 a pro vyluhy huminovych kyselin v Na,SO,4 v Tab. 16.
Déle jsou zde zobrazeny molekulové hmotnosti pfislusnych FK a HK, které byly ptejaty
z literatury.

Jsou zde uvedeny stanovené hodnoty pK, jak pomoci obsahu kyselych funkénich skupin, tak
pomoci molekulovych hmotnosti jednotlivych FK a HK. Vidime, ze jednotlivé pK, stanovené
dvéma riiznymi zplisoby se malinko 1i8i. Co se tyce FK, tak disocia¢ni konstanty stanovené
pomoci obsahu funkénich skupin se u jednotlivych FK izolovanych z rGznych ptirodnich
zdroji li$i jen nepatrné a pohybuji se v rozmezi 3,6-3,9, resp. 6,6-6,9. Hodnoty pKa
stanovené timto zplsobem velmi dobie odpovidaji hodnotdm uvadénym na webovych
strankach spole¢nosti IHSS. Hodnoty pKs2 ndmi stanovené jsou niz§i nez ty, které jsou
uvadény na strankach spole¢nosti IHSS (viz Tab. 4). Disocia¢ni konstanty stanovené pomoci
molekulovych hmotnosti se pohybuji v rozmezi 2-3,2, resp. 3,9-5.

Disocia¢ni konstanty stanovené u vyluhtt HK v Na;SO, jsou celkové vyssi neZ u roztokd FK
Vv Na,SQy, jelikoz ve své struktuie obsahuji méné karboxylovych skupin schopnych disociace.
Jejich pK, byly na zékladé vypocétl pomoci obsahu funkénich skupin stanoveny na 4,2-5,4,
resp. 6,3—7,3 a pomoci molekulovych hmotnosti na 4,1-5,2, resp. 7-8.

Hodnoty pK, stanovené u vyluht HK;-HK,; v Na,SO; jsou pouze orientacni (zejména
hodnota pK,, extrapolovana na nekone¢né ziedéni), protoze bylo k dispozici pouze omezené
mnozstvi vzorki HK, jelikoZ spolecnost IHSS tyto vzorky prodava pouze v malych davkach
(po 100-200 mg). Z tohoto divodu jsme mohli piipravit pouze étyfi koncentrace vyluht HK.
Pro spravnéjsi vysledek bychom potiebovali vétsi mnozstvi vzorkll, abychom mohli pfipravit
vyluhy o vice koncentracich.

Z tabulek také vyplyva, ze FK a HK izolované z vod jsou mensi nez terestrické vzorky a déle
také to, ze FK a HK izolované z piidy jsou vétsi nez FK a HK z raseliny.

4.2.2 Kombinace méreni pH a obsahu kyselych funkénich skupin v Na;SO4

Roztoky fulvinovych kyselin a vyluhy huminovych kyselin v Na;SO4 byly proméfeny na
priutokovém analyzatoru EcaFlow. Jednotlivé kiivky byly ohranieny cervenymi svislymi
¢arami, které nam uréuji velikost piku. Timto zplisobem byly odeéteny koncentrace H" iontil
v kazdém vzorku.
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Obr. 11: Ukdzka vystupu z pristroje EcaFlow pro HK, 0 koncentraci 0,01 g-dm 3

Na Obr. 11 je zobrazen zédznam z méfeni huminové kyseliny pomoci pfistroje EcaFlow.
U nizkych koncentraci miizeme vidét, Zze se zdznam skldda z vice pasl, coZ znali, ze
huminova kyselina obsahuje vice frakci karboxylovych skupin a patii proto mezi vicesytné
kyseliny.

Jak jiz bylo zminéno FK se v Na;SO4 rozpusti vSechna, a proto jsou vypocitané pK, pro cely
vzorek, zatimco u vyluhtt HK se v Na,SO, rozpusti vzdy jen uréita frakce, a tudiz jsou
hodnoty pK, stanovené timto zptisobem jen pro uréitou frakci HK.

U kazdého vzorku FK a HK byly vypocitany dvé hodnoty pK,. Prvni hodnota pKa byla
pocitana pro hodnoty, kdy je pK, prakticky konstantni a druha hodnota pKg byla
extrapolovana na nekone¢né ziedéni. Tyto dvé hodnoty pK, byly vztaZzeny jak na fulvinové
kyseliny rozpusténé v roztoku, resp. huminové kyseliny rozpusténé ve vyluhu — kombinaci
méfeni pH a obsahu kyselych funkénich skupin pomoci pfistroje EcaFlow, tak na cely
vzorek — kombinaci méteni pH a z idaji o obsahu kyselych funkénich skupin z webovych
stranek spolec¢nosti IHSS (viz. Tab. 4 a Tab. 5).
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Obr. 12: Zavislost pK, na obsahu FK v roztoku u FK; — ¢ervené body znaci pK, pro FK rozpusténou
V roztoku, zelené body znaci pK, pro cely vzorek
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Obr. 13: Zavislost pK, na obsahu HK v suspenzi u HK; — cervené body znaci pK, pro HK rozpustenou
Ve vluhu, zelené body znaci pK, pro cely vzorek
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Na Obr. 12 a Obr. 13 jsou uvedeny piiklady vypocitanych hodnot pK, v zavislosti na obsahu
fulvinovych, resp. huminovych kyselin v Na;SO,. Cervené body znaéi pKa, které je vztazeno
na FK v roztoku, resp. HK ve vyluhu. Zelené body ptedstavuji pK, vztazené na cely vzorek.
Z téchto obrazki je patrné, Ze nejvyssi hodnoty pK, se nachazeji pii niz§ich koncentracich HK
a FK.

U HK je to diky tomu, Ze se v suspenzi pii téchto koncentracich rozpoustéji i méné rozpustné
frakce s vyssimi hodnotami pK,. Hodnoty pK, klesaji az do ur¢ité koncentrace, od které uz by
mél byt pokles pozvolny nebo dokonce konstantni. To je zplisobeno tim, Ze od této
koncentrace uz jsou ve vyluzich HK v Na;SO, rozpustény frakce HK o podobném nebo
stejném slozeni.

U FK by se dalo piedpokladat, ze vzhledem k tomu, ze se v Na;SO4 rozpusti vzdy vSechna
FK, tak by hodnoty pK,; mély byt podobné, coz se ndam nepotvrdilo, jelikoz chovani takto
slozitych heterogennich latek je obtizné predvidatelné.
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Obr. 14: Zavislost disociacniho stupné na obsahu FK v roztoku pro FK; — cervené body znaci o pro
FK rozpusténou v roztoku, zelené body znaci a pro cely vzorek

Na Obr. 14 mtzeme vidét zavislost disocia¢niho stupné na obsahu FK v roztoku pro FKj.
Disocia¢ni stupefi byl po¢itdn dvéma zpiisoby. Nejprve jako pomér H' iontii disociovanych
zméienych pH metrem a celkovych H” ionti zméfenych piistrojem EcaFlow (Servené body)
a dale jako pomér disociovanych H' iontll zméfenych pH metrem a celkového obsahu
kyselych funk¢nich skupin, které jsou uvedeny na webovych strankach spolecnosti IHSS nebo
I zde v Tab. 4. Vidime, ze pro nizké koncentrace je o velmi maly, jelikoz se jednd o velmi
ziedéné roztoky, kde disociace prakticky nenastava. Od koncentrace 0,5 g-dmf3 je uz

44



disociacni stupen zhruba stejny a pohybuje se v rozmezi 25-30 %, coz odpovida disociaci
slabého elektrolytu. (¢ervené body).

Co se ty¢e disociaéniho stupné stanoveného z poméru disociovanych H" iontii a celkového
obsahu kyselych funkénich skupin (zelené body), tak zde se a pohybuji v rozmezi 46 %, coz
jsou hodnoty velmi nizké a tendence disociovat je tedy také mala. Tyto rozdily mohou byt
zpusobeny tim, ze a stanoveny prvnim zpusobem odpovida pouze FK, které jsou rozpustény
v roztoku, kdezto disociacni stupeni stanoveny druhym zptsobem je pro cely vzorek.

‘/(X'CO
0 0,02 0,04 0,06 0,08
'2 T T T 1

log Kya

Obr. 15: Zavislost log Kya na Na-co pro vypocet pK,pro FK;
Na Obr. 15 se nachazi ukazka grafu pro vypocet pK, Jak muzeme vidét, tak hodnoty
disociacnich konstant byly stanovovany ze zavislosti logK,,, = (,/a C, ) Prolozenim tohoto
grafu ptimkami pak byly zregresnich rovnic vzdy vypocitany dvé hodnoty pK;— pKa
extrapolované na nekone¢né ziedéni a pKai, které extrapolované nebylo.

Tab. 17: Hodnoty pK, pro FK stanovené kombinaci méreni pH a obsahu kyselych funkcnich skupin

Vzorek pH — EcaFlow pH — IHSS
PKa1 pKa2 PKa1 PKa2
FK; 3,95+0,05 9,98 £ 0,12 4,71 £ 0,003 8,84 £ 0,006
FK; 4,04 £0,10 10,83 £0,26 4,74 + 0,19 9,86 +0,39
FKs 3,41 +£0,25 9,21+ 0,67 4,53 +£0,18 7,88 £0,32
FK4 3,36 £0,30 9,21 £ 0,82 4,58 +0,18 7,93 £0,32
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Tab. 18: Hodnoty pK, pro HK stanovené kombinaci méreni pH a obsahu kyselych funkcénich skupin

Vzorek pH - EcaFlow pH - IHSS
PKa1 PKaz PKa1 PKaz
HK1 3,35+0,38 6,18 +0,70 425 +0,27 5,98 £0,38
HK 2,48 £0,29 3,47 +0,40 4,40 £ 0,26 5,24 +£0,31
HK3 3,78 £ 0,45 4,32 +£0,52 4,42 + 0,30 5,26 £0,36
HK4 3,41 +£0,48 4,53 +0,63 4,64 +0,31 5,22 +£0,35
HKs 7,57+0,18 11,66 £ 0,28 7,68 0,03 10,64 + 0,04

Jednotlivé hodnoty pK, stanovené touto metodou jsou pro roztoky fulvinovych kyselin
v Na SO, zobrazeny v Tab. 17 a pro vyluhy huminovych kyselin v Na;SO4 v Tab. 18.

Vidime, Ze hodnoty pK; stanovené dvéma riznymi zpuisoby se opét lisi, jelikoZ prvni zplsob
spocival ve stanoveni pK, u FK rozpusténych v roztoku, resp. HK rozpusténych ve vyluhu,
kdezto u druhého zpusobu se pK, stanovovaly z celkovych kyselosti uvadénych na webovych
strankach spolecnosti IHSS a uréené pK, jsou tudiz pro cely vzorek. Hodnoty pK; u roztokt
FK stanovené kombinaci méfeni pH a obsahu kyselych funk¢nich skupin pomoci pfistroje
EcaFlow se pohybuji v rozmezi 3,3—4, resp. 9,2-10,8. Hodnoty pK,; jsou velice podobné
hodnotdm stanovenym konduktometricky nebo hodnotdm uvadénych na strankach IHSS.
Hodnoty pKa, stanovené touto metodou se jen nepatrné lisi od hodnot stanovenych
spole¢nosti THSS. Od hodnot urenych konduktometricky se li§i vice. Co se tyce pK,
vypocitanych na zékladé méfeni pH a obsahu kyselych funkénich skupin, jejichz hodnoty
byly pfejaty ze stranek IHSS, tak zde se disociacni konstanty pohybuji v rozmezi 4,5-4,7,
resp. 7,9-9,8.

Disociacni konstanty jsou u HK (kromé& HKs) nizs§i nez u FK, coz by mélo byt naopak. Dale
také hodnoty pK,, extrapolované na nekonecné zredéni by dle spolecnosti IHSS mély byt
daleko vys$si. Tuto nesrovnalost pfisuzuji pravé tomu, ze bylo k dispozici pouze malé
mnozstvi vzorku, jak jiz bylo popisovano u konduktometrické metody. Z tohoto diivodu jsou
hodnoty pK, stanovené u vyluhit HK3—HK, v Na,SO,4 pouze orientacni. Jelikoz je huminova
kyselina HKs Leonardite, ktery se da bézn¢ zakoupit ve vétSich mnozstvich, tak zde by se
dala ptedpokladat mensi odchylka ve stanoveném pK,. Jeho hodnota je pro prvni zplsob
stanoveni 7,6, resp. 11,7 a pro druhy zptsob 7,7, resp. 10,6, coz jsou hodnoty vyssi nez ta,
kterd byla ur€ena spolecnosti IHSS. Disociaéni konstanty pro HK;—HK,; byly prvnim
zpusobem uréeny na 2,5-3,8, resp. 3,5-6,2 a druhym na 4,3-4,6, resp. 5,2—6. Zde se hodnoty
pKai, které byly urovany pro cely vzorek, docela shoduji s hodnotami uvadénymi na
strankach IHSS i s konduktometrickou metodou.
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5 ZAVER

Tato diplomova prace se zabyva vyzkumem fulvinovych kyselin a huminovych kyselin
v oblasti jejich disociatniho chovani. Fulvinové i1 huminové kyseliny byly standardy
zakoupené od spolecnosti IHSS a byly izolovany z riznych ptirodnich zdroji. Prvnim cilem
bylo stanovit kvalitu fulvinovych kyselin a huminovych kyselin pomoci metody UV-VIS
spektrofotometrie. Byl stanovovan index humifikace E4 a zralost (A log K) pouzitych FK
a HK. Hlavnim cilem této diplomové prace bylo ovSem stanoveni disocia¢nich konstant
u roztoklit FK v Na,SO4 (disociacni konstanty jsou stanoveny pro vSechnu rozpusténou FK)
a vyluhi HK v Na,SO, (disocia¢ni konstanty pouze pro uréitou frakci HK). Ty byly
stanovovany pomoci dvou ruznych metod, a sice konduktometricky a kombinaci méfeni pH
a obsahu kyselych funkénich skupin v Na;SO,. Hodnoty disociacnich konstant stanovené
jednotlivymi metodami byly srovnavany s hodnotami, které¢ jsou pro tyto standardni FK a HK
uvadéné na webovych strankéach spolecnosti IHSS.

Na zakladé spektrofotometrického méteni a nasledného urceni absorpéniho poméru Es bylo
prokazéano, ze vSechny FK jsou méné kondenzované a obsahuji tedy méné aromatickych
struktur, jelikoz jejich indexy humifikace byly vyss§i nez u HK. Dale bylo z vypoctu
A log K zjisténo, ze vSechny FK spadaji do skupiny Rp s nizkym stupném humifikace stejné
jako HK izolované z vody (HK; a HKj3). HK izolované z pidy (HK, a HK,) spadaji do
skupiny B se stfednim stupném humifikace.

Stézejnim cilem této diplomové prace vsak bylo uréeni disocia¢nich konstant. Ta byla
u roztokli FK v Na,;SO4 konduktometrickou metodou (pomoci obsahu funkénich skupin)
stanovena na 3,6 az 3,9, resp. 6,6 az6,9. Hodnota pK, stanovena touto metodou se od
hodnoty stanovené kombinaci méfeni pH a obsahu kyselych funkénich skupin (pH —
EcaFlow) piili$ neli$i a ma hodnoty 3,3 az 4. Hodnota pKg, je touto metodou urcena na
9,2 a7z 10,8. Prvni hodnota pKa; zfejmé odpovida disociaci silnych skupin (karboxylovych),
zatimco pKj, disociaci slabych skupin (hydroxylovych). Hodnoty pKa pro FK uréené témito
metodami byly v dobré shod¢ s hodnotami uvadénymi na webovych strankach spole¢nosti
IHSS, stejné jako hodnota pKs ur¢end kombinaci méfeni pH a obsahu kyselych funkénich
skupin pomoci pfistroje EcaFlow. Disociac¢ni konstanty u vyluhit HK v Na;SO4 jsou pouze
orientacni a jsou uvedeny v tabulkach v diskuzi. Diivody pro¢ tomu tak je, jsou popsany vyse.
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7 SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU
7.1  Pouzité symboly

Symbol Vyznam symbolu
pH zaporny dekadicky logaritmus koncentrace H” iontt
Kna disocia¢ni konstanta slabé jednosytné kyseliny
PKa zaporny dekadicky logaritmus disocia¢ni konstanty
a aktivita
molarni koncentrace
Y aktivitni koeficient
Y+ stfedni aktivitni koeficient
a stupen disociace
PK o zaporny dekadicky logaritmus zdanlivé disociaéni konstanty
Amax vlnova délka maxima absorpcéniho pasu
T transmitance
I prosly zativy tok
lo dopadajici zativy tok
A absorbance
€ molarni absorp¢ni koeficient
| tloustka absorbujici vrstvy / délka vodice
G vodivost
K konduktivita
S prifez vodice
C odporova kapacita mefici nadobky
R odpor / elektrochemicky vytézek
A molarni vodivost
A7 mezni molarni vodivost
n latkové mnozstvi
i rozpoustéci proud
z naboj
F Faradayova konstanta
T cas
7.2  Pouzité zkratky
ZKkratka Vyznam zkratky
uv oblast ultrafialového svétla elektromagnetického zareni
VIS viditelna oblast elektromagnetického zareni
IHSS International Humic Substances Society
HL huminové latky
HA slabd jednosytna kyselina
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H.A
FTIR
HK
FK
NOM
MO
BTB

slabd vicesytna kyselina

infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
huminova kyselina

fulvinova kyselina

natural organic matter

methyloranz

bromthymolova modf
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8 PRILOHY

Piiloha 1 Kalibracni primka prutokového analyzatoru EcaFlow

Tau [s]
B Smernica : 14.5486
Priesetnik : 2.1672

300+
Coefficient of determination : 0.9997

r Residual deviation : 5.6749

0 5 10 15 20
Priloha 2 Ukazka zaznamu pro ovéreni kalibrace HCI
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Piiloha 3 Ukdzka zdznamu pro HK, o koncentraci 0,01 mol-dm > —na zdznamu lze
rozlisit jednotlivé frakce
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Piiloha 4 Ukdzka zdznamu pro HK; o koncentraci 1 mol-dm >

[counts]
—

-900 -B00 -700 -600 -bo0 -400 -300 -200 -100 1] [mv]

56



Piiloha 5 Ukdzka zdznamu pro HKs o koncentraci 10 mol-dm > —jednotlivé frakce

splyvaji do jednoho piku
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