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ABSTRAKT

Spravanie sa huminovych kyselin vo vodnych roztokoch je uzko spdté s ich obsahom kyslych funkénych
skupin a schopnostou ich disocidcie. Pre vyskum acidobazickych viastnosti huminovych kyselin sa
najcastejsie vyuzivaju elektrochemické metody, ktorych vysledky mozu poukdzat na obsah funkcnych
skupin. Prispevok sa zaobera moznostami charakterizacie huminovych ldtok elektrochemickymi
metodami.
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ABSTRACT

The behaviour of humic acids in aqueous solutions is closely connected to the content of acid
functional groups and their dissociation abilities. The electrochemical methods are the most often
used for the research of acid-basic characteristics of humic acids, their results should lead to the
determination of the content of functional groups. The paper deals with possibilities of
characterization of humic substances by electrochemical methods.
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Uvod

Huminové kyseliny st definované ako frakcia huminovych latok, ktoré sa nerozpusta v kyslych
podmienkach. Izoldcia huminovych kyselin z prirodnych zdrojov je zaloZena na okysleni alkalického
extraktu (pody, raSeliny, uhlia) na pH 1-2, ¢o ma za nasledok ich vyzraZanie. Rozpustnost’
huminovych kyselin zavisi nielen na hodnote pH, ale aj na iénovej sile a mnohych d’alsich faktoroch.
V roztokoch sa spravaju ako micelarne koloidy. Koloidné ¢astice maji zaporny naboj a tento
izoelektricky bod lezi v kyslej oblasti (Shaban, a Mikulaj 1998).
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Obrazok 1 Priklad strukturneho vzorca huminovej kyseliny
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Ioniza¢né miesta v Struktire huminovych kyselin st atomy kyslika, dusika alebo siry, formujuce
karboxylové, fenolové, hydroxylové, aminové a tiolové funkéné skupiny. Zo vSetkych funkénych
skupin pritomnych v huminovych kyselinach sa ako najviac reaktivne javia skupiny obsahujuce kyslik
(karboxylové, fenolové), ktoré prispievaju k celkovej kyslosti huminovych latok. V priebehu procesu
tvorby huminovych kyselin (humifikacie) sa v nich zvySuje obsah karboxylovych -COOH
a karbonylovych >C=0 skupin, pricom obsah alkoholovych a fenolovych -OH skupin a metoxylovych
skupin -O-CH; sa v priebehu tohto procesu znizuje. Hlavny rozdiel v obsahu funkénych skupin
huminovych kyselin a fulvokyselin je, ze vo fulvokyselinach je prakticky vSetok kyslik obsiahnuty v -
COOH, -OH a >C=0 skupinach, zatial ¢o v huminovych kyselindch vacsiu Cast’ kyslika tvori
struktirny zlozku, tzv. jadro, ¢o st napriklad éterové a esterové vizby. Dalsim rozdielom moze byt
fakt, ze obsah ketonovych >C=0 skupin je vyssi vo fulvokyselinach, kym v huminovych kyselindch sa
nachadzaju skér chinonové >C=0 skupiny. (Skokanova a Dercova, 2008)
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Obrazok 2 Kysle alebo zasadité funkcné skupiny pritomné v podnom humuse

Vigsina metdd na  stanovenie obsahu  kyslych  skupin v pddnom  humuse je
zaloZena na kyslych vlastnostiach studovanych funkénych skupin. Huminové kyseliny sa spravaju ako
slabo kyslé polyelektrolyty, pretoze obsahuju postranné skupiny schopné elektrolytickej disociacie.
Disociaciou vznikd makroion s velkym poctom elementarnych nabojov a prislusny pocet malych
ionov opacného naboja (protiidonov). Silné kyseliny disociuji Uplne, slabé kyseliny len do urcitého
stupnia. (Pouchly 2008). Deprotonaciu 'ubovolnych iénovych skupin v huminovych kyselinach mozno
zapisat’ ako disociaciu jednosytnej kyseliny:

HA < H + OH
pripadne ako disociaciu slabej dvojsytnej kyseliny:

do prvého stuptia: H,A < H" + HA
do druhého stupiia: HA" <> H™ + A™

S ohladom na komplexny charakter huminovych latok moéze byt kyslost’ réznych skupin rdzna a
jej hodnoty sa mézu vzajomne prekryvat. Z tohto dovodu je potrebné vysledky obdrzané pomocou
metdd zavislych na vymene idnov alebo meranie pK hodndt interpretovat’ len vel'mi opatrne.
Napriklad, v pripade polykarboxylovych kyselin je nasledna protonové disociacia znizena, zatial’ o
prisubstituovanych fenoloch moze dochadzat ku TlahSej disociacii inych kyslych skupin.
Niektoréskupiny mézu byt nereaktivne kvoli tvorbe silnej vodikovej vizby alebo kvolipriestorovému
braneniu. Dal§ie problémy v kvantitativnom stanoveni funkénych skupin zahfiiaju (Stevenson 1994):

e obmedzenu rozpustnost materidlu vo vode a vicsine organickych rozpustadiel,
e oxidaciu a redukciu,

e interakcie s ¢inidlami pouZivanymi pre vytvorenie derivatov,

e nestechiometricka povaha reakcii.
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3. Elektrochemické metody stanovenia funkénych skupin

Pre sStudium funkénych skupin huminovych latok mozno pouzit rad rdznych metdd.
V predlozenej praci sa zaoberame stanovenim kyslych funkénych skupin  pomocou
potenciometrickych a konduktometrickych titracii.

o Potenciometria sa najcastejSie pouziva na meranie pH. Principom potenciometrického stanovenie
pH je meranie rovnovazneho napitie ¢lanku zostaveného z jednej elektrody s konstantnym
potencialom (referencna Cize porovnavacia elektroda je napr. nasytend kalomelova elektroda)
a jednej indikac¢nej elektrody (meracia, napr. sklenend), ktorej potencial je funkciou pH. Meraci
¢lanok je ponoreny do roztoku, ktorého pH ma byt zmerané. Uréenie pH ma obvyklecharakter
kalibra¢ného merania, kedy sa meraci systém (meraci ¢lanok a meraci pristroj)okalibruje pomocou
Standardnych tlmivych roztokov (pufrov) so znamym pH. Potom sa zmeria pH skumaného
roztoku.

e Pri potenciometrickych titraciach sa zo zavislosti napdtia ¢lanku na mnozZstvo pridaného
Standardného roztoku zistuje kone¢ny (ekvivalentny) bod titracie a analyt je stanoveny zo
spotreby odmerného roztoku. Pri manudlnych titrdaciach sa do titrovaného roztoku postupne
manudlne z byrety priddva odmerny roztok a po kazdom pridavku sa zaznamenava potencial.
Spravidla sa zaznamenava cela titratna krivka, na ktorej sa zisti inflexny bod a odtial
zodpovedajice spotreba Standardného roztoku. Pri automatickych titrdciach su pridavky
Standardného roztoku riadené elektronicky (v dnes$nej dobe externym alebo priamo do titratora
zabudovanym pocita¢om). Spravidla sa titruje iba k vopred nastavenej hodnote potencialu -
kone¢ného bodu. Podl'a rozdielu aktudlneho potencidlu a potencialu kone¢ného moze titrator
riadit’ aj rychlost’ a mnozstvo priddvaného odmerného roztoku, ¢im sa znizuje nebezpecenstvo
pretitrovania. Zo zmeranej spotreby odmerného roztoku, jeho koncentracie a navazky vzorky sa da
vypocitat’ pozadovana veliCina

e Konduktometria je analytickd metéda zaloZend na merani impedancie - meria sa elektricka
vodivost, ktora charakterizuje schopnost’ roztoku viest' elektricky prud. Konduktometria je
neselektivna analytickd metoda, poskytujuce informéacie o celkovom obsahu latok v analyzovanom
roztoku. Principialny rozdiel oproti ostatnym elektroanalytickym metodam spoéiva v tom, ze
stanovenie v elektrochemickom ¢lanku nie je zalozené na elektrochemickej reakcii (oxidaciu alebo
redukciu) na rozhrani elektroda / roztok (naopak, elektrodové reakcie su pri tychto meraniach
neziaduce), ale na merani elektrickych vlastnosti celého objemu roztoku medzi elektrédami.

e Ak sa v priebehu stanovenia, napr. titrdcie menia v roztoku i6ny s vys$Sou id6novou vodivostou za
i6ny s idnovou vodivostou nizSou, ¢i naopak, mozno pouzit konduktometriu ako objektivnu
metodu zistovania kone¢ného bodu titracie. Konduktometricka titracia sa vykonava v titracnych
nadobkach (celach), v ktorych su v titrovanom roztoku ponorené vodivostné elektrody. Roztok sa
v priebehu titracie miesa, titraéné ¢inidlo sa pouziva dostato¢ne koncentrované, aby objem pridany
v priebehu titracie z byrety bol zanedbatelny v porovnani s objemom roztoku (Sirotiak
a Michalikova 2015).

3.1. Stanovenie celkovej kyslosti huminovych litok

Pre stanovenie celkovej kyslosti v huminovych latkach mézeme pouzit’ viac roznych metod. Jedna
sa o priame a nepriame titracie, s alebo bez derivatizacie vzorky.
o  Metylaénd metédaje zaloZzend na stanoveni obsahu skupin -O-CH; vytvorenych vo vzorke po
metylacii diazometanom (CH,N,), ktory reaguje s kyslymi skupinami podl'a schémy:

R-COOH + CH,-N=N — R-COOCH; + N,
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Tato reakcia prebieha s kyslym (kyselinotvornym) vodikom v Sirokom spektre Struktar,
zahfajacim karboxylové -COOH zluceniny, fenolové -OH zlGCeniny, enolické zlucCeniny a
pravdepodobneaj mastné (alifatické)alkoholy. Fenolové -OH skupiny zucastiiujuce sa tvorby
vodikovych vizieb nemusia vzdy reagovat. Sprievodné reakcie pri katalytickom pdsobeni
tazkych kovov sposobuju tvorbu polyetylénu.Po metylacii je mozné pritomnost’ -O-CHj; stanovit’
pomocou Zeiselovej metddy, pri ktorej su -CH; skupiny odtrhavané pomocou jodovodika vo
fenole ako rozpustadle. Vzniknuty metyljodid (CH;l) je vypudenypradom CO, a absorbovany vo
vodnom roztoku bromu, kde sa zoxiduje na kyselinu jodistd (HIO;). Vzniknutd kyselina jodista
reaguje s jodidom draselnym (KI) v kyslom roztoku za vzniku I, ktory mozno titrovat
Standardizovanym roztokom tiosiranu sodného (Na,S,03;) za pouzitia Skrobu ako indikatora.
Prebiehajtice reakcie:

R-OCHj; + HI — R-OH + CH;l
CH;l + 6 Br, + 5 H,O — HIO; + 12 HBr + CO,
2 HIO; + 10 KI+ 5 H,SO4 — 6 I, + 6 HO + 5 K,SO,
I, + 2 Na,S,05; — 2 Nal +Na,S,4O¢

Metoda s diboranom — pri tejto metode sa predpoklada, ze diboran reaguje s priestorovo
chranenymi skupinami a reakcia prebieha so vSetkymi aktivnymi atdémami aktivneho (kyslého)
vodika bez ohl'adu na hodnotu pK. Bol zisteny dobry sulad medzi celkovou kyslostou podnych
fulvokyselin stanovenou touto metddou a barytovou metodou.

Metoda s hydridom hlinito-litnym - hydrid hlinity reaguje s kyslymi vodikovymi iénmi za vzniku
plynného vodika:

4 R-OH + LiAlH, — LiAI(OR), + 4 H,

Tato metdda sa pouziva na stanovenie aktivneho vodika v uhli a méze byt’ tiez vyuzita pre analyzu
kyslosti huminovych latok.

Barytovia metéda stanovenia - hydroxid barnaty [Ba(OH),] ,odtrhava® iony H' zo skupin,
ionizujticich pri pH stanovenia (0,1 mol dm™ roztok Ba(OH), ma hodnotu pH vys§iu nez 13).
Stanovuje sa tak celkovy obsah karboxylovych skupin (-COOH), fenolovych skupin hydroxylov
s enolickym charakterom. Vlastné stanovenie spociva v reakcii vzorky s nadbytkom Ba(OH), a
nevyuzity reaktant je potom spitne stitrovany. VSeobecne mozno prvy krok reakcie zapisat
nasledovne:

2RH + Ba(OH)2 — RzBA +2 HzO

kde R oznacuje huminov latku a H je proton zo skupiny -COOH alebo -OH. Celkova kyslost’ (v
mmol g") sa vypogita podla vztahu:

(W — V) x e x 1000

m

celkova kyslost =

kde Vypredstavuje spotrebu NaOH na titraciu vzorky HK v ml, Vsspotrebu NaOH na slepu vzorku
v ml, ¢ je molirna koncentracia kyseliny v mol dm> am navazok HK vmg. Vdaka svojej
jednoduchosti je barytova metdda najvyuzivanejSou metdodou pre stanovenie kyslosti huminovych
latok. Predpoklada sa, Ze vSetok huminovy material sa vyluci vo forme zrazeniny nerozpustnej
barnatej soli a ten sa potom odstrani filtraciou (Co nie je vzdy potrebné). Jednou z nevyhod pri
stanovovani huminovych kyselin je skutocnost, Ze vzorky mézu obsahovat zvysky kyselin
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pouzitych pri izolacii. Stanovenie prebichajuce za pritomnosti kyslika veda k vys§im vysledkom.
V pripade vysokého obsahu fenolovych skupin st naopak hodnoty kyslosti systematicky
podhodnocované (Dubach et al. 1964, Stevenson, 1994).

3.2. Stanovenie obsahu karboxylovych skupin v huminovych latkach

VysSie opisané metddy stanovuju tzv. celkovi kyslost huminovych latok. Okrem toho bolo
vyvinutych niekol’ko d’alsich metod, ktorymi sa daju Specificky stanovit’ iba karboxylové skupiny.

e  Metylacna metéoda - spociva v metylacii anaslednej hydrolyzacii (saponifikacii) vzniknutého
metylesteru (saponifikacné postupy sa bezne pouzivaju pri analyze metylesterov). Metylaciu je
mozné vykonat’ niekol’kymi spdsobmi,napr. pomocou CH,N, alebo CH;0H v suchom HCIL. V
prvom pripade sa vzniknuté -OCHj; zahrievanim s alkaliou odstiepi ako CH;OH, oddeli destilaciou
apo naslednej oxidaciis KMnO, sa stanovi ako formaldehyd. Nevyhodou druhej metody je
naroc¢nostkvantitativnehoziskania materialu, ktory postipi na saponifikdciu. Taktiez bola
pozorovana neuplna esterifikacia, ¢o vedie k systematickému podhodnocovaniu obsahu -COOH
skupin.

e  Chinolinova dekarboxyldcia - aromatické kyseliny sa v pritomnosti katalyzatorov pri zahrievani
s chinolinom dekarboxyluju a uvoliiuje sa oxid uhlicity:

R@—fOOH Quinoline 5 R--<I \ + co,

CO, sa vsak tiez mdze uvoltiovat’ z a-hydroxyalifatickych kyselin. Metéda poskytuje vysledky
porovnatelné s acetatovou metddou, €o naznacuje, ze vacSina COOH skupin v huminovych
latkach je viazana na aromaticky kruh.

o Jodometricka metéda - Wright a Schnitzer (1960) pouzili jodometricki metdodu na stanovenie
COOH skupin v vzorkach huminov. Tato technika, ktora je zaloZend na vymene i6nov vsak dava
vyssie hodnoty ako acetatova metoda.

e Acetdtovd metoda - je zalozena na vymene i6nov. V priebehu reakcia sa uvolnuje kyselina octova
(CH3COOH) a t4 je potom titrovana so Standardnym roztokom NaOH do pH = 9,8:

2 R-COOH + Ca(C0O0), — (R-CO0),Ca + 2 CH;COOH
Podiel karboxylovych skupin (v mmol g™) je dany vzt'ahom:

(Vy —V5) xcx 1000

m

COOH =

kde Vy predstavuje spotrebu NaOH na titraciu vzorky HK v ml, Vs spotrebu NaOH na slept
vzorku v ml, ¢ je molarna koncentracia kyseliny v mol dm™ a m navazok HK v mg. PretoZe postup
zahffia vymenu i6nov a pretoze huminové zluceniny mézu obsahovat’ kyslé -OH skupiny, ktoré sa
ionizuji pod uroviiou pH pouzitého roztoku Ca(CH;COOH), vysledky nemusia vzdy zodpovedat’
kvantitativnym hodnotam. Pre rad huminovych preparatov mozno ndjst odchylky medzi
hodnotami obsahu -COOH skupin ziskanymi z chemickej adsorpcie a vypocitanymi z poctu
aktivnych vodikov (diboran), ktoré vzrastajii s celkovym poétom -OH skupin. Dalgia komplikacia
spo¢iva v nekompletnom odstraneni huminovych latok podas filtracie. Dalsie prace ukazali, e
CH;COOH méze byt selektivne separovana zo zreagovaného roztoku pouzitim ultrafiltracie. Tak
isto bola pozorovana vizba Ca®" na huminové kyseliny alebo fulvokyseliny, ktoré moézu viest’ k
uvolneniu proténu z iného miesta nez z -COOH skupiny. Bola pozorovana vizba Ca’" na
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huminovu latku nasledkom odtrhnutia protonu neuvolnenym tam, kde bol pouzity octan sodny
ako zamenitel'na baza (Stevenson, 1994).

o  Wandruszkova (konduktometricka) - pred vykonanim titracie sa vzorka huminovych kyselin
rozpusti v nadbytku hydroxidu sodného, ¢im sa vytvoria humatové aniony (A"). V roztoku su dalej
pritomné sodné kationy a nezreagované hydroxidové aniony. Ked’ tento roztok titrujeme roztokom
HCI, vodivost’ najskor prudko klesd (v dosledku nahradzania hydroxidového i6nu chloridovym
ionom). Po odtitrovani nadbytocného hydroxidu st humaty postupne protonizované a vysledkom
je vymena poévodného humatového anionu (A) za CI. V zavislosti na pomere vodivosti
pridavaného anioénu Cl” zanikajuceho A" méZe dochadzat’ k zvyseniu ¢i znizeniu vodivosti roztoku.
Priebeh krivky moze byt silne ovplyvneny moznost'ou tvorby idnovych parov, ktoré sice mézu
hrat' ur¢ita ulohu, ale uvazuje sa iba s vplyvom humatu. Po Uplnej protonizacii humatovych
aniénov nasleduje efekt nadbytku kyseliny chlorovodikovej, ktora dodava H" a C1" do roztoku, ¢o
vedie k rychlemu vzrastu vodivosti. Interpretacia vodivostnej krivky je komplikovana kvoli
hydrolyze A™ a rozkladu HA.

A"+ H,0 < HA + OH
BA—H +A

Kvoli variabilite a neznamej Struktare pritomnych huminov, nie je mozné presne stanovit’ vplyv
tejto reakcie. Distorzia (zaoblenie) vodivostnej krivky je ovplyvnena silnou kyselinou (produkuje
A’, ktoré sposobia vicsie zahnutie krivky). Treba zohl'adnit’ aj vplyv r6zneho mnozstvu vodivych
prvkov na réznych miestach titra¢nej krivky (Rigole a Wandruszka, 2002).

Zaver

Elektrochemické metddy stanovenia obsahu funkénych skupin v huminovych kyselinach su
najcastejSie zalozené na urceni ich roznej kyslosti. NajbeznejSou metddou stanovenia st nepriame
potenciometrické titracie - konkrétne metdda stanovenia kyslosti pomocou hydroxidu barnatého a
stanovenie karboxylovych skupin acetatovou metddou. Analyza kyslych funkénych skupin sa vSak
moze realizovat’ celym radom roéznych metéd, napr. priamou titraciou, prerusovanou titraciou,
nepriamou titraciou, nepriamou spojenou titraciou, atd’.

Pri huminovych kyselindichméze byt stanovenie obsahu kyslych funkénych rozdelené na metody
stanovenia celkovej acidity alebo na ur¢ovanie obsahu karboxylovych a fenolovych funkénych skupin.
Obsah kyslikatych funkénych skupin sa urcuje zistenim obsahu kyslika v karboxylovych, fenolovych,
enolovych a alkoholovych skupinach. Takto ziskané hodnoty su vSak vel'mi neSpecifické, a preto je
potrebné ich brat’ s rezervou.

Fulvokyseliny obsahuju ovela viac kyslikatych funkénych skupin z poévodnych organickych
polymérov. Preto je celkova kyslost” fulvokyselin v porovnani s huminovymi kyselinami ovel'a vyssia.
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