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ABSTRAKT

Tato bakalarska praca si kladie za ciel izolaciu a frakcionaciu huminovych latok (HL)
z prirodnej matrice lignitu, ktory pochddza zjuznej Moravy zdolu Mir Mikulcice.
V teoretickych zakladoch oboznamuje Citatela o danej problematike, pocnuc zakladnymi
informéciami o lignite a HL. V praci bol pouzity standardny postup izolacie a frakcionacie HL
podl'a International Humic Substances Society (IHSS). Z prirodnej matrice lignitu bolo
stanovené mnozstvo obsahovanych HL, ktoré boli podrobené fyzikalne chemicke;
charakterizacii — elementarna analyza (EA), termogravimetrickd analyza (TGA), UV/Vis
spektrometria, infracervena spektrometria s Fourierovou transformaciou (FTIR) a pomocou
potenciometricke;j titracie bola stanovena kyslost huminovych kyselin (HK). EA bola vyuzita
na stanovenie obsahu biogénnych prvkov, pomocou TGA bola stanovena vlhkost' a obsah
nespalitelného podielu, vyuzitim FTIR spektrometrie boli identifikované rozli¢né funkéné
skupiny a stavebné jednotky, ktoré su pritomné v supramolekulach HL a vyuzitim UV/Vis
spektrometrie boli stanovené absorpéné koeficienty Egr/Est, Eo/Ea, Eo/E3 a Ea/Ee. Vysledky
predstavuju dobru charakterizaciu HL izolovanych z lignitu a st v dobrej zhode s odbornou
literaturou.

KEUCOVE SLOVA

huminové latky, huminové kyseliny, fulvinové kyseliny, lignit, izol4cia a frakcionacia z lignitu,
EA, TGA, UV/Vis, FTIR, kyslost

ABSTRACT

This bachelor thesis focuses on isolation and fractionation of humic substances (HS)
from the natural matrix of lignite, which comes from southern Moravia from the mine Mir
Mikulcice. In the theoretical part, it informs the reader about the issue, starting with information
about lignite and HS. In this work, the standard procedure of isolation and fractionation of HS
was used as according to the International Humic Substances Society (IHSS). The content of
HS in the natural matrix of lignite was determined, and then isolated HS were subjected to
physicochemical characterization — elemental analysis (EA), thermogravimetric analysis
(TGA), UV/Vis spectrometry, infrared spectrometry with Fourier transformation (FTIR) and
the acidity of humic acids (HA) was determined by potentiometric titration. EA was used to
detemine the content of biogenic elements, moisture and ash content were determined by TGA.
By using FTIR, various functional groups and building blocks that are present in
supramolecules of HS were indentified and absorption coefficients Egr/Epr, E2/E4, E2/E;3
a E4/E¢ were determined by UV/Vis spectrometry. Results represent good characterization of
HS isolated from lignite and are in agreement with scientific literature.

KEYWORDS

humic substances, humic acids, fulvic acids, lignite, isolation and fractionation from lignite,
EA, TGA, UV/Vis, FTIR, acidity
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UvVOoD

Huminové latky su pre laika neznamy pojem, no su to latky, ktoré sa nachadzaju vSade
okolo nés — v pode, v riekach, v jazerach a aj v moriach. Celkovo koncept huminovych latok je
mataci, pretoze vel'a l'udi zamenitel'ne pouziva terminy humus a huminové latky. Humus je
definovany ako zmes humifikovaného a nehumifikovaného materialu. Humifikovana frakcia je
oznaCovana ako huminové latky. Tak ako je podna organickd hmota zmes nerozlozenych a
rozlozenych organickych zloziek, alebo tak ako je il zmes ilovitych mineralov, pozostavaju aj
huminové latky zrdznych druhov zloziek. Tymito zlozkami su huminové kyseliny vratane
hymatomelanovych kyselin, fulvinové kyseliny a huminy. Jednotlivé zlozky mozno ziskat
frakcionaciou na zaklade ich rozpustnosti v kyslych a zasaditych roztokoch. Prvykrat boli
extrahované Svédskym chemikom Berzeliom vroku 1839, kedy ich nazval ,cernic” a
,,apocernic* acids.

HL st uz dlho zname svojimi priaznivymi u¢inkami v pode. Zohravaju doleziti tlohu
pri urodnosti a vyzive rastlin. Poskytuju pode porovitost, zadrziavaju vodu a podiel’aju sa na
chelacii mineralnych prvkov. Taktiez maju schopnost’ zachytavat’ roznorodé necistoty, preto
maju vel'ky potencial do budicna. A prave aj pre ich velky potencial je o HL ¢im d’alej, tym
VACSi zaujem. Aj napriek stupajucemu zaujmu, nie su tieto latky pre nas uplne objasnené a preto
je mozné, ze najdu este d’alSie vyuzitie.

Prvé Casti prace predstavuju teoreticky uvod k danej problematike. V nasej praci sa
zaoberame huminovymi latkami z juhomoravského lignitu, konkrétne z dolu Mir Mikul¢ice.
Lignit je forma najmladSieho uhlia (hnedé uhlie), da sa ofakévat, ze bude HL obsahovat’.
Zaoberame sa teda ich kvantifikaciou a naslednou charakterizaciou. V d’alSej Casti sa venujeme
prave experimentalnej zlozke, kedy su HL izolované z prirodnej matrice. Nasledne su HL
frakciované na jednotlivé zlozky, pricom je prevedena zékladna fyzikalne chemicka
charakterizacia ziskanych zloziek HL. Vzorky HK a FK st analyzované elementarnou
analyzou, termogravimetrickou analyzou, UV/Vis spektrometriou, infracervenou
spektrometriou s Fourierovou transformaciou, a potenciometrickou titraciou (stanovenim
kyslosti). Tieto metody st schopné poskytnut' ddlezité informacie o funkénych skupinach,
Struktire ale aj o reaktivite a poskytuji dobry prehlad” o huminovych latkach izolovanych
z juhomoravského lignitu.



1 TEORETICKE ZAKLADY
1.1 Lignit

Lignit, Casto oznaCovany aj ako hnedé uhlie, je organick4 sedimentarna hornina, ktora
vznikéd procesom koalifikacie — proces, ktorym sa v casovom horizonte desiatok az stoviek
milionov rokov tvori akumuléciou a konzervaciou vegetacie, zvycajne v bazinovom prostredi,
uhlie. Rozdielne typy uhlia sa podla zlozenia avlastnosti zarad'uji do stupnice, ktora
zodpoveda urovni organického metamorfizmu. Prvy stupe je raselina (< 60 % obsah uhlika),
nasleduje nami skamany lignit (60—70 % obsah uhlika), sub-bitimenové uhlie (71-77 % obsah
uhlika), bitimenové uhlie (77-87 % obsah uhlika) a poslednym stupfiom je antracit (> 87 %
obsah uhlika) [1].

Tabul’ka 1: Priemerna elementarna Struktura jednotlivych stupniov uhlia vyjadrena v hm. % [2]

C H N O
raSelina 56 5,8 1,4 36
lignit 69 4,6 1,2 25
bitimenové uhlie 86 54 1,6 7,5
antracit 94 2,5 1,0 2,3

Lignit je iba druhym stupfiom metamorfizmu, preto je najnizSou uroviiou uhlia
a niekedy obsahuje rozpoznateIné zvysky rastlin. Spolu s ropou azemnym plynom patri
celkovo uhlie medzi tri najdolezitejSie fosilne paliva, priCom samotny lignit obsahuje viac vody
ako klasické tvrdé uhlia, tym padom ma mensiu energeticki hodnotu na jednotku hmotnosti
a povazuje sa za menej kvalitné uhlie. Zatial’ ¢o typické tvrdé uhlia obsahuju 16,5-32,5 MJ na
kilogram, lignit obsahuje menej ako 16,5 MJ na kilogram [3]. Na druhej strane tazba lignitu je
lacnejSia z doévodu, Ze je tfazeny na povrchu zeme, pricom tazba tvrdych uhli vyzaduje
podzemné hlboké bane. [4, 5]

Lignit sa stale globalne vyuziva na produkciu elektriny, kedy sa drvi na malé Castice
anasledne sa spaluje. Vzniknuté teplo sa pouziva na tvorbu pary, ktord poharna generator
a generuje sa elektrina. Lignit nachadza aj odlisné vyuzitie, napriklad vyrobu koksu — koks
vznikd zahrievanim uhlia za kontrolovanych podmienok bez pristupu vzduchu. Kazdopadne
spal'ovanie uhlia spdsobuje znecistenie vzduchu a vznikaju pri fiom sklenikové plyny. Pri
spalovani uhlia sa do vzduchu uvol'tiuja pevné Castice, oxid siriity, oxidy dusika a d’alSie
zneCistujuce latky. Lignit obsahuje viac siry a ma vacsi obsah popola pri mensej vyhrevnosti
ako tvrdé uhlia, preto sa radi medzi najskodlivejsie spalované uhlia. [1, 4]



Obrazok 1: Priklad vzniku uhlia [6]
1.1.1 Vznik lignitu

Ako uz bolo vyssie spominané, uhlie vzniké procesom koalifikacie. Vychodiskova latka
pre vznik uhlia boli zvysky rastlin, ktoré boli v obdobi karbonu! naplavené, postupne sa pod
vodou zacali rozkladat’, kedy stracali kyslik a vodik a vznikali zvysky s vys$§im percentom
uhlika [7]. Aby sa vytvorila hruba vrstva zvyskov rastlin, ktora je potrebna na vznik uholného
loziska, je potrebné aby bola miera akumulécie rastlinnych zvySkov vacsia ako rychlost
rozkladu. Ak boli splnené tieto podmienky, bola vytvorena hruba vrstva rastlinnych zvyskov
s vysokym obsahom uhlika, na ktori sa postupom casu usadzovali vrstvy anorganického
materialu ako napriklad piesok a blato, ktoré boli zvyCajne do mociarov vyplavené povodiami
zriek. Tlak tychto vrstiev, ako aj pohyby zemskej kory, spoOsobili stlacenie a stvrdnutie
rastlinnych zvyskov atak teda spoOsobili produkciu uhlia. Asi z desiatich stop rastlinnych
zvySkov sa vytvori jedna stopa uhlia. Rastlinné zvysky sa usadzovali velmi pomaly
a akumulovanie 50 stop hrubej vrstvy rastlinnych zvySkov si vyzadovalo tisice rokov. Pocas
tejto dlhej doby musela hladina vody, v ktorej sa zvySky akumulovali ostat’ stabilna. Voda
nemohla byt ani prili§ hlboka ani prilis plytka, pretoze by sa zvySky rozlozili. Aby vzniklo uhlie
museli byt velmi dlhu dobu udrziavané idedlne podmienky hibky vody. Uhlie teda mohlo
vznikat iba v dvoch pripadoch. Prva moznost bola ked’ stipajtica hladina vody perfektne drzala
krok s rychlostou akumulacie rastlinnych zvyskov. Druhd moznost bola ked postupne
klesajuca poda perfektne drzala krok s rychlostou akumulacie rastlinnych zvyskov. O vacsine
uholnych lozisk sa predpoklada, ze vnikli prave druhou moznostou v deltach riek, kde sa
ukladalo vela rieCnych sedimentov, ktorych hmotnost' spdsobovala pokles pddy. Nato aby sa
vytvorilo uhlie musi byt tato rovnovaha udrziavana vel'mi dlhy Cas a prave z toho dovodu je

karbon — geologicky ttvar prvohor (pred 354 — 298 milionmi rokov)
9



zrejmé, preCo sa podmienky na tvorbu uhlia vyskytli iba niekol'kokrat v priebehu historie Zeme.
[1,2,6,8]

1.1.2  Struktira lignitu

Uhlie samo o sebe nema jedine¢nu molekularnu Struktaru, tym sa lisi od polymérov,
ktoré maju pravidelne opakujuce sa Struktiry zalozené na jednom alebo viac monoméroch.
Uhlie sa takisto lisi aj od biologickych makromolekul, ktoré sice maju vel'mi zlozith komplexnu
Strukttru, no ich Struktura je jednoznacne objasnena. Pri uhli m6zeme hovorit iba o takzvanych
priemernych alebo empirickych Struktarach, ktoré boli vytvorené tak aby suhlasili s konecnou
analyzou, rozlozenim funkénych skupin a taktiez s inymi meranymi vlastnost'ami ako napriklad
rozlozenie molekularnej hmotnosti. Tieto Struktiry sa nepovazuju za Struktaru uhlia, ale sluzia
ako ilustracia, ktorda moze pomoct vysvetlit' vlastnosti a reaktivitu uhlia [9]. Uhlie je zlozené
z mikrosubstituentov, ktoré su oznacované ako maceralové skupiny. Ich pévod je odvodzovany
z maceracie povodného rastlinného materialu. Macerdly su pre uhlie ako minerdly pre
anorganické horniny, stym rozdielom, ze presna Struktura maceralu nie je znama. Slovo
znamena nieCo zmakcit pomocou namocenia do vody, ¢o sa presne deje so

k(44

,macerovat
zvySkami vegetdcie na zaCiatku procesu koalifikacie (vid kapitola 1.1.1 Vznik lignitu).
Maceraly sa identifikuju na zaklade ich optickych vlastnosti pod mikroskopom. VSeobecne sa
akceptuje klasifikicia ICCP?, kedy sa maceraly delia do troch skupin: liptinit, inertinit
a huminit/vitrinit. Tieto skupiny sa liSia ako chemickou kompoziciou tak aj optickymi
vlastnostami. [10, 11, 12]

Maceraly liptinidovej skupiny zahffiaji mnoho chemicky odliSnych Casti rastlin ako
napriklad spory, kutikuly, suberiny, zivice, polymerizované vosky, tuky a oleje rastlinného
povodu. Tato skupina maceralov ma najvyssi obsah vodika a obsahuje prevazne iba zlu¢eniny
alifatickej povahy. Viac§ina maceralov tejto skupiny pocas koalifikacie zmizne v dosledku
tepelnej transformacie alebo si vyvini podobné optické vlastnosti ako maceraly vitrinidovej
skupiny vo faze bittmenového uhlia. Citlivost’ na oxidaciu liptinidovych maceralov je nizka
a ich hydrogenacna kapacita je vynikajaca. [10, 13]

Inertinidova macelarna skupina je odvodena od rastlinného materialu, ktory bol pred
depoziciou silne zmeneny a degradovany za oxida¢nych podmienok, alebo bol zmeneny
redoxnymi, biochemickymi a chemickymi procesmi v §tadiu raseliny. Maceraly tejto skupiny
vykazuji vysoky stupenl aromatizcie a kondenzacie asu tvorené Strukturami, ktoré su
prevazne aromatického charakteru s vysokou uroviiou zosietovania. Tato maceralova skupina
ma najvys$si obsah uhlika anajniz§i obsah kyslika a vodika. Maceraly tejto skupiny su
inertnejSie, menej reaktivne, ako ostatné skupiny. [10, 13]

Huminidova/vitrinidova maceralova skupina pochadza hlavne zligninu, celulozy
a Ciastocne z trieslovin a koloidnych huminovych gélov. Pri tvorbe maceralov tejto skupiny sa
mohli podielat aj proteiny a lipidy. Chemicku Struktaru uhli nizSej Urovne predstavuju
aromatické a hydroaromatické zluceniny, pri uhliach vysSej trovne sa zvySuje aromaticita,
kondenzacia a zvySuje sa aj pocet polyaromatickych jednotiek. Huminidové skupiny sa
nachadzaju v uhliach niz8ej Grovne a si prekurzorom pre vitrinidové skupiny v uhliach vyssej

2 ICCP - The International Committee for Coal and Organic Petrology

10
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Obrazok 2: Hypoteticka Struktura a) lignitu, b) bitimenového uhlia, ¢) antracitu [14]

urovne. Rastlinné tkaniva sa transformuji najskor na huminit a potom na vitrinit procesmi,
ktoré sa nazyvaju humifikacia, gelifikacia a vitrinizacia. [10, 13, 15]

Obecne sa liptinit avitrinit zna¢ne podobaju v mnoho hlavnych chemickych
charakteristikach. Ich spravanie pri substitucnych aromatickych reakciach je podobné a obidva
zrejme pozostavaju z hydroaromatickych Struktir, ktoré su I'ahko dehydrogenovatel'né, no maju
niekol'ko podstatnych rozdielov. Vitrinit je nerozpustny v nitrobenzéne a trichlérbenzéne,
zatial’ Co liptinit je rozpustny v tychto nepolarnych rozpustadlach pre komplex aromatickych
zliCenin. Vitrinit je I'ahko oxidovatel'ny na huminové kyseliny, zatial' ¢o liptinit je odolnejsi
k oxidacii a neméa tendenciu tvorit huminové kyseliny. Vitrinit je znacne redukovany litiom
v etylamine a produkty su dobre rozpustné v pyridine, zatial' Co liptinit je redukovany mene;j
a produkty st malo rozpustné. [10]

V tejto praci nas zaujimaju HL, ktoré sa nachadzaju v lignite. Lignit je uhlie nizSej
urovne, preto obsahuje maceralové skupiny liptinit, vitrinit a huminit. Dolezita je maceralova
skupina huminit. Huminit je rozdeleny na tri maceralne podskupiny a na Sest maceralov.
Mnoho tychto maceralov je priamo zlozenych z HL, ako napriklad textinit, ulminite alebo
attrinit.

1.2 Huminové latky

Ako bolo vuvode spominané, humus je definovany ako zmes humifikovaného
a nehumifikovaného organického materialu. Humifikovana frakcia prestavuje prave huminové
latky. HL su zmes amorfnych, polydisperznych zltcenin so zltou az hnedo ¢iernou farbou. Su
hydrofilné, kyslé a maju velké molekulové hmotnosti od par sto az po tisice Daltnov.
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Obrazok 3: Hypoteticky Struktarny vzorec HK podl'a Flaiga [16]

Pochadzaji z rozlozenej organickej frakcie procesom, ktory sa nazyva humifikacia a st
ziskavané vac¢sinou z pody extrakénymi, frakcionaCnymi a izolaCnymi procesmi so zasaditymi
a kyslymi roztokmi. [17]

HL sa v minulosti nepovazovali za samostatné chemické zluCeniny, ale prevladal nazor,
Ze su to iba produkty extrakcie. Tento koncept hovoril o tom, Ze st to nepravé zluCeniny, ktoré
sa nevyskytuju v prirode. Predpokladalo sa, Ze maja heterogénnu Strukttru a preto ich nemozno
zaradit do definovanej triedy zluCenin, ako napriklad polysacharidy, proteiny alebo
aminokyseliny, kde su zluceniny klasifikované na zaklade presne daného chemického
zlozenia. [17]

Oproti tomu stal koncept zalozeny na tom, ze HL st redlne zluCeniny. Snahou zastancov
tohto konceptu bolo hlavne prezentovat molekularnu §trukturu HL, ¢o by pridalo vahu teorii,
ze su realne zluceniny. Problémom bola ale vel'ka rozmanitost’ chemickej Struktury v zavislosti
na fazy, z ktorej boli extrahované a na mieste vyskytu. Nemecky vedec Flaig [18] v roku 1975
ale povedal, ze meniaci sa charakter ich chemického zlozenia je spdsobeny dynamickou alebo
prechodnou povahou HL kvoli ich nekonciacemu rozkladu a stale vznikajucim novym
formaciam. Domnieva sa, Ze prijatim rozdelenia HL. na huminové a fulvinové kyseliny je
naznacena pritomnost’ urcitého Specifického chemického zlozenia. Schnitzer a Schulten [19]
predstavili v rokoch 1993-1995 niekol'ko konceptov na molekularnu Strukturu huminovych
kyselin zostavenych z produktov najdenych v ich degradacnych analyzach. Prave tito dvaja
vedci sa vo vel'kej miere zasluzili o tplné vyvratenie konceptu HL ako nepravych zluceninach,
ktoré vznikaju len ako produkt extrakcie. [20]

1.2.1 Rozdelenie huminovych latok

Na zaciatku rozvoja chémie huminovych latok panoval nazor, ze HL si pritomné iba
v pddach v obmedzenych klimatickych podmienkach, momentalne sa vSak povazuju za
najrozsirenej§i material na zemskom povrchu, ktory obsahuje organicky uhlik. Nachadzaju sa
v pddach, v riekach a oceanoch a aj v ich sedimentoch, od tropickych az po arktické regiony.
Taktiez su obsiahnuté v raseline, lignite, leonardite, uhli ale aj v ropnych bridliciach. Vacsina
tychto HL. mé povod v prirode, no existuje aj Cast’, ktord vznikla antropogénnou ¢innostou,
vacsinou sa jedna o organicky odpad vyprodukovany ¢lovekom. [21]
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Obrazok 4: Hypoteticka schematicka biomakromolekularna struktira HK podl'a Schnitzera a
Schultena [22]

Rozdelenie podla povodu

e podne huminové latky — skupina huminovych latok v pode, zlozena z vyznamnych
mnozstiev huminovych a fulvinovych kyselin. Podl'a ligno-proteinovej teorie, ktora je
blizSie rozobrata v kapitole 1.2.2 Vznik huminovych ldtok, sG huminové latky hlavne
zlozené z ligno-proteinového komplexu, kde je lignin hlavnou zlozkou a lignin na
zaklade charakteristického monoméru delime na tri hlavné typy: lignin z makkého
dreva, ktorého monomér je koniferyl alkohol, lignin z tvrdého dreva s monomérom
sinapyl alkohol alignin ztravy a bambusu, charakterizovany monomérom kumaryl
alkohol. Z toho vyplyva, ze budu existovat huminové latky z mékkého dreva, z tvrdého
dreva a z travy a bambusu, kazdé charakterizované prisluSnym monomérom. Reélne
systémy su ale zlozené z tvrdého dreva, miakkého dreva a aj travy, preto huminové latky
budu vécsinou zmesou tychto troch skupin.

e vodné huminové latky — skupina latok obsiahnutd v riekach, jazerach, moriach a v ich
sedimentoch. V tejto skupine maju dominantné zastupenie fulvinové kyseliny,
huminové kyseliny su len v minoritnom zastupeni, kazdopadne huminové kyseliny su
v zna¢nych mierach obsiahnuté na dnach jazier a mori. Této skupina sa deli na pévodné
vodné huminové latky, ktoré vznikli vo vodnom prostredi z bunkovych zloziek
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povodnych vodnych organizmov anepovodné vodné huminové latky, ktoré boli
sformované v pdde a nasledne boli premiestnené do vodného prostredia. Pri tychto
huminovych latkach m6zu nastat’ chemické alebo fyzikalne zmeny vplyvom vodného
prostredia, no su stale podobné huminovym latkam z pody.

e huminové latky z raSeliny — typ pochadzajici z mociarov, raseliny a bazin. Pozostava
z HK a FK, pri¢om obsah HK stupa od mociaru po bazinu.

e geologické huminové latky — skupina HL v lignite, leonardite a v d’al§ich typoch uhlia.
Su zlozené nayma z HK a to preto, ze FK sa procesom starnutia chemicky zmenili na
HK.

e antropogénne huminové latky — tento typ HL vznikol z pol'nohospodarskeho
a priemyselného odpadu, a zo znecistenych vodnych tokov. Z nameranych dat vyplyva,
ze je zlozeny ako z HK, tak aj FK. [17]

Rozdelenie podl'a chemickych a fyzikdalnych vlastnosti

Huminové latky sa na zaklade svojich vlastnosti, hlavne solubilizacnych, delia na tri
hlavné typy. Koncept tychto troch hlavnych typov je platny pre podne, vodné, geologické,
antropogénne a aj huminové latky z raseliny. [21]

Prvy typ huminovych latok si huminové kyseliny. Tento typ huminovych latok je
rozpustny v bazickych rozpustadlach, no nerozpustny pri kyslych podmienkach a obmedzene
rozpustné vo vode. HK su charakterizované ako tmavohnedé az Cierne, koloidné polydisperzné
latky bez zapachu, predpoklada sa, ze v prirode su hydrofilné a kyslé. Ich molekulova hmotnost’
je vysoka — od niekol'ko stoviek az po tisice Daltnov. HK maju vac¢sinou maly podiel popola,
no zalezi to na sposobe extrakcie. HK ziskané extrakénymi metodami s NaOH maju mensi
podiel popola nez HK ziskané metodami s pyrofosfatmi. [23]

Druhym typom su fulvinové kyseliny. FK su latky rozpustné v alkalickych a kyslych
roztokoch a aj vo vode. Su to koloidné polydisperzné amorfné latky so svetlozltou az hnedou
farbou. FK vykazuju hydrofilné a silne kyslé vlastnosti, z troch typov HL maji najmensie
molekulové hmotnosti — 175 az 3 750 Daltnov. [24]

HUMINOVE LATKY

Futvinove kyseliny Huminove kyseliny Huminy

P rast intenzity zafarbenia

P rast stupfia polymerizdcie

P rast molekulovej hmotnosti
P rast obsalm uhlika
P pokles obsahu kyslika

vyyyy

Obrazok 5: Rozdelenie HL podl'a chemickych a fyzikalnych vlastnosti [25]

14



Poslednym typom su huminy (HU). Tato skupina huminovych latok nie je rozpustna
v zasaditych ani v kyslych rozpustadlach. Kvoli ich nerozpustnosti a z toho vyplyvajucim
tazkostiam pri extrakcii aizolacii, HU nepritiahli na seba vel'a pozornosti aj ked’ sa oich
pritomnosti vedelo uz od zaciatkov §tudovania huminovych latok. Prevlada nazor, ze HU su
zmesi vysoko kondenzovanych HK silne naviazanych na ilovy material a parafinové zltceniny.
Ich nerozpustnost’ v alkalickych rozpustadlach je spojena s ich alifatickymi polysacharidovymi
komponentmi v ich molekulach, a prave vysoky obsah polysacharidov je ¢asto pouzivany na
ich odliSenie od HK. Hlavnou odlisujucou latkou od HK su ale parafinové zlozky. [17]

1.2.2 Vznik huminovych latok

Proces, ktorym vznikaju HL sa nazyva humifikacia. Tento proces je zlozeny z mnoho
biochemickych reakcii a je blizko prepojeny k organickym a dusikovym cyklom v prirode.
Mechanizmus humifikacie nie je uplne objasneny, no existuje niekol'ko teorii, ktoré budu
rozobrané v dalSom texte. Primarnymi prekurzormi HL su lignin, a teda monoméry ligninu
koniferyl alkohol, sinapyl alkohol a kumaryl alkohol, fenoly a polyfenoly, chinény, bielkoviny,
aminokyseliny, sacharidy a lipidy. Jednotlivé tedrie sa liSia prekurzormi, no sthlasia s tym, ze
stavebnymi blokmi HL st fenolové skupiny a zluceniny, ktoré obsahuju dusik. [26]

Ligno-proteinova teoria

Tato teoria bola dominantnou spomedzi tedrii vzniku HL abola podporovana
vyznamnymi vedcami v obore HL ako napriklad Waksman, Konovova alebo Flaig. Teodria
predpoklada, ze jadro huminovych latok je tvorené ligninom a aminokyselinami (proteinmi).
Pomocou pokrocilych analytickych technik boli v roku 2002 zistené vel'ké mnozstva ligninu
a proteinov v §trukture HL, Co eSte viac podporilo tuto tedriu. [27]

Predpoklada sa, ze lignin je rozstiepeny degradaciou alebo rozkladnymi reakciami na
jeho zékladné monoméry. Nasledne tieto ligninové monoméry podliehaju oxidacii alifatickych
postrannych retazcov na —COOH skupiny a demetylacii —OCHs skupin, pricom vznikaju
o-hydroxyfenoly. Naslednou kondenzaciou s aminokyselinami a polysacharidmi vznika
molekula HK a fragmentaciou na mensie molekuly vznika FK. [26]

Polyfenolova teoria

V tejto teorii stale moze, ale nemusi hrat' rolu lignin. Z mikrobiologického rozkladu
ligninu vznikaju fenolické aldehydy a kyseliny, ktoré podliehaju enzymatickej konverzii na
chindny a polymerizaciou s aminozluc¢eninami vznikaji makromolekuly HL.

Polyfenoly moézu byt syntetizované aj inak ako =zligninu ato pomocou
mikroorganizmov z organickych latok, ako napriklad celul6za. Vzniknuté polyfenoly su potom
enzymovo oxidované na chinény, ktoré su prevedené obdobne polymerizaciou
s aminozli¢eninami na HL. Po publikovani tejto tedrie bola mnohymi vedcami povazovana
ligno-proteinova tedria za zastarali. Podla sucasnych konceptov st chindny ligninového
povodu spolu stymi, ktoré su syntetizované mikroorganizmami, hlavnymi stavebnymi
kamenmi HL. [27]
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Teoria kondenzacie sacharid-amin

Podl'a tohto konceptu sa redukujuce cukry a aminokyseliny, vytvorené ako vedlajsie
produkty mikrobidlneho metabolizmu, podrobuji neenzymatickej polymerizacii za vzniku
hnedych dusikatych polymérov. Hlavnou namietkou proti tejto teorii je, Ze tato reakcia prebieha
pomerne pomaly pri teplotach v pdde za normalnych podmienok. Kondenzaciu vsak mozu
ul'ahCit’ Casté zmeny v pddnom prostredi spolu so zmieSanim reaktantov s mineralnym
materialom, ktory ma katalytické vlastnosti.

Pociato¢na reakcia pri kondenzécii sacharid-amin zahrfiuje adiciu aminu k aldehydovej
skupine sacharidu za vzniku n-substituovaného glykozylaminu. Glykozylamin nasledne
prechadza do formy N-substituovaného-1-amino-deoxy-2-ketdzy, ktora podlieha fragmentacii
a tvorbe aldehydov a ketonov s trojuhlikatym retazcom (acetol, diacetyl, atd’.), dehydratacii
a formacii redukonov a hydroxyfurfuralov. Vsetky tieto zliCeniny su vysoko reaktivne a l'ahko
podliehaju polymerizacii s aminozluceninami za vzniku hnedo zafarbenych produktov. [26, 27]

1.2.3 Molekularna Struktira huminovych latok

Stadium chemickej povahy HL brzdi nie len ich nerozpustnost a makromolekularna
Struktira, ale aj skutoCnost, ze ide o komplexny konglomerat réznych podjednotiek, ktoré
netvoria jednotni molekulu. Vzhl'adom na uvedenu zlozitost' sa pouzivali degrada¢né metody
s cielom ziskat' zlu€eniny, ktoré je mozno identifikovat, aktoré by mohli suvisiet so
Struktirami HL. Hovorime hlavne o degrada¢nych metodach ako st oxidacie, redukcie
a hydrolyzy. Tymito degradacnymi metddami boli ziskané data iba o stavebnych jednotkach,
ale nie o ich interakciach. Vacsina zlucenin identifikovanych v HL je podobna zluceninam
ziskanych degradaciou ligninu a mikrobialnych fenolovych polymérov. [28]

HL st vSeobecne povazované za komplexné aromatické makromolekuly, v ktorych
spojenie medzi aromatickymi skupinami zaistuju aminokyseliny, aminocukry, peptidy
a alifatické zluceniny. Hypoteticka Struktura HK podla Stevensona obsahuje vol'né a viazané
fenolické —OH skupiny, chindénové Struktary, dusik a kyslik vo forme mostikov a karboxylové
—COOH skupiny rézne umiestnené na aromatickych kruhoch. HL pozostavaju z heterogénnej
zmesi zluCenin, preto nemozno jednoznacne popisat ich Strukturny vzorec. Kazda frakcia je
zlozena z molekul o rozli¢nej vel'kosti a mnozstva funkénych skupin. Hlavné typy funkénych
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Obrazok 6: Hypoteticky Struktirny vzorec HK podl'a Stevensona [31]
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skupin HL su karboxylové skupiny, fenolické —OH skupiny, alkoholové —OH skupiny
a karbonylové skupiny. [28,29,30]

Molekuly HL maju hlavne vd’aka karboxylovym a hydroxylovym skupinam zaporny
naboj. V zavislosti od pH aionovej sily roztoku, v ktorom sa nachadzaju, dochadza tiez
k zmene ich tvaru. V roztoku s vysokym pH alebo nizkou i6novou silou st totiz roztiahnuté
v dosledku intramolekularnej repulzie medzi zapornymi skupinami v ramci jednotlivych
molekul. Sucasne pdsobi aj intermolekularna repulzia medzi zapornymi skupinami susediacich
molekul, ktoré tak v silne alkalickych roztokoch vytvaraja pravé roztoky. Pri pH menSom ako
7 alebo vysokej i6novej sile si HL stocené do klbiek a vytvaraju agregaty. Na tomto principe
funguje vyzrazanie HK v kyslom prostredi, na rozdiel FK, ktoré su kyslejSie ateda aj
zapornejSie a teda agregacii podliehat nebudu. [30]

Polymérova teoria

Jeden zhlavnych predpokladov tejto tedrie modze byt najdeny v historickych
hypotézach, ktoré povazovali HL za produkty biologickych syntéz z latok odvodenych od
ligninu, polyfenolov, celulozy a aminokyselin. Dokazom tejto polymérnej Struktury boli
laboratorne experimenty, ktoré naznacovali moznost' abiotickej aj biotickej kondenzécie
jednoduchych molekul za vzniku materidlov podobnych HL. AvSak, ziadny priamy dokaz
podobného procesu budovania polymérov v prirode nebol poskytnuty. Napriek nepritomnosti
dokazov viedli rozli¢né dovody vedecku obec k akceptovaniu tejto teorie. [32]

S postupnymi tedriami vzniku HL, prichadzali aj teorie o ich molekularnej Struktare.
Prvé koncepcie, ktoré vychadzali z vyvoja polymérnej vedeckej discipliny, naznaCovali, ze HL
obsahovali nahodne sto¢ené makromolekuly, ktoré mali v bazickych roztokoch alebo
v roztokoch s nizkou i6novou silou podlhovasté tvary, ale v kyslych roztokoch alebo
v roztokoch s vysokou i6novou silou sa stali §piralami. Prvé koncepty Struktary HL boli
zalozené na ligno-proteinovej teorii, §truktira HL pozostavala z monomérov ligninu. Dalsie
teorie prisli s polyfenolovou tedriou vzniku HL. V oboch spominanych teériach museli byt ale
samotné monomérne jednotky pospajané uhlikovymi jednotkami. [32, 33]

Polymérny pohl'ad na HL zahriioval vSeobecny koncept polydisperzity, podl'a ktorého
si HL zlozené z polymérov s rozdielnymi molekulovymi hmotnostami, rovnako ako je to
uinych prirodnych makromolekulach ako napriklad u proteinov, polysacharidov a ligninu.
Tazkosti pri izolacii homogénnych frakcii HL boli prirovnavané k tazkostiam pri
polydisperznych biopolyméroch syntetizovanych v zivych bunkéch. Tato nepodstatna
podobnost’ podporovala polydisperzny polymérny koncept HL. a vyvracala podozrenie, ze ide
len o zmes zlGcenin. [31]

Ako bolo vysSie spominané, neexistovali ziadne priame dokazy polymérnej tedrie, no
v tom Case neexistovala ani ina teoria. Tym padom SirSia vedecka obec, aj napriek pritomnosti
iba nepriamych dokazov, akceptovala polymérnu teoriu, ked'ze nebola priamo ani vyvratena
ani potvrdena a lepSia alternativa neexistovala.

Supramolekuldrna teoria

Najnovsie informacie ziskané pomocou spektroskopickych, mikroskopickych,
pyrolytickych a makkych ioniza¢nych technik nie st v sulade s polymémym modelom HL.
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Taktiez nové preskimanie pddnych procesov pri tvorbe HL spochybiuje tento model.
Namiesto toho sa objavil novy koncept HL, a to supramolekularna asociacia, v ktorej mnoho
relativne malych a chemicky rozmanitych organickych molekal vytvara zhluky spojené
slabymi nevédzbovymi interakciami, ako st vodikové viazby a hydrofobne interakcie.
Dosledkom toho je vznik micelarnej Struktary — usporiadanie organickych molekul vo vodnych
roztokoch tak, ze vnika hydrofilna vonkajsia Cast, ktord chani hydrofébnu vnutorna cast od
kontaktu s molekulami vody. [33]

Piccolo a kol. [32] poskytli pomocou gélovej permeacnej chromatografie a pomocou
vysokotlakej vyluCovacej chromatografie dokaz, ze zdanliva velkost huminovych frakcii sa
drasticky meni s pridanim jednoduchych organickych kyselin v porovnani s pridanim HCI.
UV/Vis spektrum HL oSetrenych organickymi kyselinami vykazuje hypochromizmus — znizena
absorbancia kvoli zvySenej vzdialenosti medzi absorbujicimi chromoformi. Je zrejmé, ze
zdanliva velkost HL sa nemeni v ddsledku navijania aodvijania ako je spominané
v polymérove] tedrii, ale v dosledku agregacie a dezagregacie zhlukov mensich molekul.
Utinky prisad karboxylovych a mineralnych kyselin na huminové frakcie s rdznymi
hydrofébnymi vlastnostami naznacuju, ze naruSenie agregatov je najvacsie, ked sa viac
hydrofobnych HL kombinuje s organickymi molekulami obsahujicimi hydrofébne aj
hydrofilné segmenty. Tento vysledok naznacuje, ze HL su drzané pomocou hydrofobnych
interakcii, ktoré sa 'ahko narusia, ked’ jednoduché organické molekuly preniknt do velkych
hydrofébne viazanych asociacii arozdelia ich na menSie, energeticky lepSie asociacie
s vodikovymi vdzbami. [33]

Model samozostavujucej sa supramolekularnej asociacie HL suvisi so vzajomnymi
afinitami urcitych molekul vo vodnych roztokoch. Molekuly maji tendenciu zdruzovat sa
prostrednictvom intermolekularnych sil a sila asociacie zavisi od ich molekularnych §truktur.
Mimoriadne silné asociacie sa vytvaraji pomocou nepolarnych zli€enin prostrednictvom
hydrofébneho efektu. Huminové supramolekuldrne asociacie v roztoku sa teda vytvaraju

aromatické fragmenty ligninu

kationy kovov
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Obrazok 7: Supramolekularna struktura podl'a Simpsona [34]

18



samoorganizaciou hydrofobnych a amfifilnych zlucenin. Zdruzenia su postupne izolované od
siete vodnych Struktir. Takéto oddelenie vedie k zvySeniu entropie systému a k celkovej
stabilizacii energie, akondhle rozne huminové molekuly tvoria superStruktary. [32]

K vyS§sie spominanym experimentom a tedriam sa pridavaju desiatky az stovky d’alSich
avysledky tychto experimentov sa nedaju vysvetlit' tradiénym polymérnym modelom HL.
Huminové latky mozno skor teda interpretovat ako koncept volne viazanych huminovych
supramolekularnych asociécii. V tomto koncepte si mozno predstavit HL ako relativne malé,
heterogénne molekuly roézneho povodu, ktoré sa sami organizujii v supramolekularnych
konforméciach. Huminové suprastruktiry relativne malych molektl nie si spojené
kovalentnymi vazbami, ale st spojené iba slabymi silami, ako disperzné hydrofobne interakcie,
van der Waalsove interakcie a vodikové vazby. Hydrofilné a hydrofobne domény huminovych
molekal mozu byt susediace alebo obsiahnuté jedna v druhej a vo vode mozu vytvarat
asociacie so zjavne velkymi molekulovymi rozmermi. V huminovych supramolekularnych
organizaciach intermolekularne sily uréuji konformacént §truktaru HL a komplexnost’ tychto
nekovalentnych interakcii riadi ich reaktivitu v prostredi. [32]

1.2.4 Vyuzitie huminovych latok

HL nachadzaju vyuzitie v mnoho oblastiach ako napriklad pol'nohospodarstvo,
priemysel, oblast’ zivotného prostredia ale aj medicina. V pol'nohospodarskej a zivocisnej
vyrobe sa pouzivaju ako prirodné rastové stimulatory. Vyznamne ovplyviiuju kvalitu pody,
zlepSuju jej fyzikalne vlastnosti, obsah vlhkosti a tirodnost’. Maju schopnost’ vytvarat’ chelatové
komplexy s mikroprvkami, ¢o ulahcuje prijem zivin rastlinnym bunkdm. Sucasné Studie
ukazuju, ze arodnost’ pddy je do znacnej miery ovplyvnend obsahom HL. Ich vysoka kationova
vymenna kapacita, obsah kyslika, ako aj nadpriemerna kapacita zadrziavania vody su dovodmi
vysokej miery pouzivania HL na zlepSenie urodnosti pody a rastlin. [35]

V otazke zivotného prostredia si HL uzitocné vd’aka uz spominanej schopnosti vytvarat
chelatové komplexy. Viazu na seba t'azké kovy, mykotoxiny, polychlérované bifenyly, dioxiny,
pesticidy a zabrariujui tymto latkam prechodu d’alej do potravinového retazca. Taktiez zvySuju
biologicku odburatel'nost’ toxickych organickych latok ako su fenoly, formaldehyd atd’. Dobre
rozvinuty koreniovy systém, ktory sa, ako bolo spominané v predoslom odseku, dosahuje
vysokym obsahom HL, brani tomu aby sa dusi¢nany a pesticidy dostali do podzemnej vody.
HL taktiez odstraiiuju problém nadmerného zasolenia pri aplikacii vo vode rozpustnych
mineralnych hnojiv. Si schopné znizovat’ tento vysoky obsah soli v pdde atym aj vyslednu
toxicitu, Specialne NHy toxicitu. [35, 36]

Aplikéacie HL v biochémii a farmacii maji zna¢né obmedzenie kvoli svojmu zafarbeniu,
ktoré nie je mozné l'ahko odstranit. AvsSak niekol'ko pozitivnych vlastnosti bolo dosiahnutych
a bolo aj publikovanych viacero $tudii lieivych vlastnosti HL. Zistilo sa, ze HK podéavané
potkanom profylakticky, vyznamne znizili rozSirenie zalido¢ného poskodenia vyvolaného
etanolom [37]. Dalej sa tieto latky svojim pdsobenim podobajii u¢inkom heparinu, estrogénu
arada derivatov HK bola oznacena ako terapeutika. Dal§ieho vyuzitia dosiahli HL v oblasti
kozmetiky, kde su pouzivané k bahennym kupelom a lieCebnym zabalom. [25, 38]
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1.3 1Izolacia huminovych latok z pevnych matric

Zakladom uspechu extrakénych procedur HL je pouzitie vhodného extrakéného Cinidla.
Najstarsie metody, ktoré boli praktikované uz pred 200 rokmi, pouzivali ako ¢inidlo NaOH, ¢o
je dodnes povazované za akceptované extrakéné cCinidlo pre huminové latky. S pokrokom
chémie huminovych latok bolo toto ¢inidlo konfrontované s tedriami, ze chemicky ovplyviiuje
produkty extrakcie a hl'adalo sa lepsie, vhodnejSie Cinidlo a preto boli vytvorené kritéria, ktoré
by dané &inidlo malo spliiat:

1. metoda by mala viest k izolacii nezmeneného materialu,

2. extrahované huminové latky musia byt bez anorganickych kontaminantov ako su ily
a polyvalentné kationy,

3. extrakcia je ukoncena tak, ze je zaistend reprezentacia frakcii z celého rozsahu
molekulovych hmotnosti,

4. metodu je univerzalne mozno aplikovat’ na vSetky typy pody. [27]

1.3.1 Anorganické ¢inidla

Postupom casu bolo mnoho <c¢inidiel hodnotenych na zaklade ich efektivity
v extrahovani huminovych latok, va¢§inou mali zmieSané vysledky. Niektoré pouzivané ¢inidla
si zobrazené v Tabul'ka 2. Aj na zéklade dlhého hl'adania novych c¢inidiel, sa NaOH stale
povazuje za najviac efektivne ¢inidlo v kvantitativnej izolacii HL. Jeho 'ahké odstranenie pri
procese purifikacie je eSte k tomu pridavny benefit. Avsak pri pouzivani tohto Cinidla je
podozrenie, ze dochadza k autooxidacii HL a huminové kyseliny extrahované pomocou NaOH
sa lisia vobsahu C, N, O od huminovych kyselin extrahovanych inymi c¢inidlami. Na
odstranenie tohto problému z ¢asti méze pomahat prevadzanie extrakcie v dusikovej atmosfére.

Pri pouzivani metody NaOH sa odporica pouzivat’ roztok 0,1 M NaOH, kvoli jeho
miernejSej povahe, ¢im sa znizia §ance na Skodlivé zmeny. Pri NaOH teda plati, ze ¢im vacsia
koncentracia roztoku, tym viac bude extrahovanej latky, ale tym je aj vacSia Sanca, Ze sa
extrahované HL chemicky zmenia. [17, 27]

Tabul’ka 2: Anorganické ¢inidla pouzivané na extrakciu HL [17] (N — normalita)

kyseliny zasady a soli
0,1 N HC1 0,1 N NaOH
0,025 N HF 0,5 N NaOH
1% H3BO3 0,1 M Na2COs3

0,5 M Na,COs, pH 10,5
0,2 M Na citrat, pH 7,0
0,1 M NaF
0,1 M Na4P207, pH 7,0
0,1 M NasP>07, pH 9-10
0,2 M Na, - EDTA
0,1 M NaxB40O7
mocovina
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Ostatné Cinidla sa pouzivaju viac na Specifické extrakcie, ako napriklad pyrofosfore¢nan
sodny, NasP>07, ktory je Casto pouzivany na extrakcie pdd bohatych na seskvioxidy. Predsa
len, vSetky metody oproti NaOH maji menSiu vytaznost extrahovanych HL. Extrakcie
pomocou kyselin by technicky mali poskytovat iba fulvinové kyseliny, ked’Ze iba fulvinova
frakcia je rozpustna v kyslom prostredi. [17, 27]

1.3.2 Organické ¢inidla

VolIba organickych cCinidiel vychadzala ztizby vyhnit sa chemickym zmenam
v extrahovanych produktoch pri izolacii HL. Niektoré z organickych cinidiel su zobrazené
v Tabul'ka 3, aj ked” ich vyuzitie nebolo tak uspokojivé ako sa oakavalo. Pouzitie organickych
Cinidiel spdsobuje este viac problémov, ako pouzitie anorganickych ¢inidiel. Nie len, Ze boli
preukazané ako slabSie extrahujuce Cinidla, ale eSte k tomu su po extrakcii ovela tazsie
odstranitelné. [17, 27]

Tabul’ka 3: Organické ¢inidla pouzivané na extrakciu HL [17]

kyseliny neutralne a zasadité latky

kyselina mravcia acetonitril
kyselina stavelova benzén
chloroform
dichlormetan
dimetylformamid
dimetylsulfoxid
dioxan
etanol
éter
fenol

IHSS metoda

Tato metdda nepredstavuje odporti¢ant alebo schvalenu metodu, ale jedna sa o metddu,
ktora je akceptovana a vyhovujuca pre vacsinu pod a da sa vykonat’ vo viacsine laboratorii.
Produkuje vysoké vytazky a moze sa pouzit ako Standardna metdda na porovnavanie medzi
rozdielnymi laboratoriami. Tato metdda spociva uz vo vyssie spominanej alkalickej extrakcii
pri dusikovej atmosfére. Vyuzivaju sa solubilizacné vlastnosti jednotlivych frakcii HL na ich
oddelenie (napriklad okyslenie na separaciu HK od FK frakcie). Vel'mi dolezity je krok Cistenia
FK pomocou adsorp¢nej zivice XAD-8. Tato metoda bola pouzita s drobnymi Upravami aj
v tejto praci, teda jej podrobny popis je zobrazeny v kapitole 3 Experimentdlna cast. [39]

NAGOYA? metoda

Jedna sa o vylepsenu predoslu IHSS metddu, jednym z hlavnych rozdielov medzi tymito
metddami je objem pouzitého extrakcného Cinidla. Zatial’ ¢o v IHSS metdde je pouzité Cinidlo
0,1 M NaOH o objeme 10-nasobku hmotnosti podnej vzorky, v NAGOY A metode je pouzity

3 Pomenované podl'a japonskej Nagoya univerzity
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objem c¢inidla 300-nasoboku obsahu uhlika v pddnej vzorke. Objem extrakéného cinidla
v NAGOYA metode sa teda do velkej miery 1isi v zavislosti od obsahu HL v pdde. Dalsim
hlavnym rozdielom medzi tymito metodami je purifikacny proces FK. Frakcie fulvinovych
kyselin obsahuju latky, ktoré sa oznacuju ako huminové latky, ale obsahuju aj iné organické
latky, ako su napriklad uhl'ovodiky, peptidy, lipidy, ktoré sa oznacuju ako latky nehuminového
charakteru. V THSS metdde sa vo frakciach povazuju za FK iba huminové latky, priCom tieto
latky sa, ako uz bolo spominané, adsorbuju na zivici. V NAGOYA metode bolo zvazené, ze
FK pozostavaju z huminovych aj z nehuminovych latok (je vel'mi tazké rozlisit' vo frakciach
FK, o su huminové latky, a ¢o uz nie), preto sa pri tejto metdde nevylucuji neadsorbované
materidly na zivici, lebo sa predpoklada, ze tieto materialy su tiez dolezitymi zlozkami FK
z hladiska ich mnozstva a ulohy v pddnom prostredi. Navyse v tejto metode sa FK purifikuju
pomocou dvoch druhov zivic, XAD-8 a nerozpustného polyvinylpyrolidonu (PVP). [40]
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2 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

Vel'mi dobru pracu publikoval v roku 2014 Lamar a kol. [41], kde predstavili novu
Standardizovanu metodu izolacie a kvantifikacie HK a FK v komerénych produktoch
obsahujucich huminové latky. Navrhnutie tejto metody bolo iniciované predovSetkym z rad
vyrobcov a spotrebitelov, ktori vyzadovali novu aspolahlivi metodu k overeniu
deklarovanych mnozstiev HL v komerénych vyrobkoch. Metdda bola vytvorend s pomocou
IHSS a vychadza z alkalickej extrakcie 0,1 M roztokom NaOH, po ktorej nasleduje okyslenie
roztoku silnou mineralnou kyselinou, ktoré spdsobi fazové oddelenie HK od fulvinovej frakcie.
Nasledne si FK oddelené od DOM (dissolved organic matter) adsorpciou na neidnovej
makroporéznej zivici DAX v kyslom pH. Metoda sa odliSuje od predoslych tym, ze mnozstvo
HK aFK je stanovené gravimetricky a obsah je prepocitany na bezpopolovu vzorku.
K overeniu spravnosti tejto metody boli analyzované tri kvapalné komercné produkty a Styri
v pevnej (sypkej) forme. Testovanie referencného Standardu a testovanych HL ukazalo, ze
metdda je spolahliva, presna a vysoko selektivna k HL prirodného pdvodu a jednoznacne
odhalila cudzorodé organické zluceniny, ktoré boli pridané do huminovych produktov. Taktiez
autori uvadzaju, ze tato metdda umoziuje odlisit FK od ostatnych organickych frakcii, ktoré
st pritomné vo fulvinovom extrakte. To plati aj pre cudzorodé latky, ktoré su do komercénych
vyrobkov zamerne pridavané k zvySeniu celkového podielu organického uhlika. Autori d’alej
uvadzaju, ze metoda je dostatoCne citliva na stanovenie nizkych koncentracii HL a na
kompenzaciu neschopnosti odlisenia FK extrahovanych z lignohumatu uvadzaju alternativny
pristup, a to prostrednictvom elementarneho stanovenia obsahu siry a meranim FTIR spektier
jednotlivych preparatov.

Doskocil akol. [42] vo svojej praci Studovali HK izolované z eurdpskych lignitov,
konkrétne sa jednalo o vzorky z Bulharska (Balsha a Maritza), Srbska (Dragacevo a Kostolac),
Pol'ska (Konin) a z Ceskej republiky (Juzna Morava). HK boli extrahované zo vzoriek lignitov
pomocou upraveného postupu odporacaného spolocnostou pre vyskum huminovych latok
IHSS. Pred samotnou izolaciou HK boli prirodné matrice jemne mleté na zrnitost' mensiu ako
0,2 mm anasledne boli vzorky dekalcifikované pomocou 0,1 M roztoku kyseliny
chlorovodikovej. Tento purifikacny krok mal za nasledok vyznamné znizenie anorganickych
primesi — popola v preparatoch HK. Autori vo svojej praci uvadzaju, ze obsah popola sa
v §tudovanych HK pohyboval v rozmedzi 0,5-2,5 hm. %, pricom dve vzorky, konkrétne Balsha
a Kostolac, vynikali od ostatnych svojim pomerne vysokym obsahom popola (Balsha
15 hm. %, Kostolac 23,5 hm. %). Autori uvadzaju, ze obsah popola moze zavisiet' aj na metode
spracovania vzorky, ale aj na jej geografickom povode. Lignity s takto vysokym obsahom
popola a nizkym obsahom HK st menej vhodné ako surovina pre komer&né spracovanie. Dalej
sa autorom podarilo zistit, ze najbohat$im zdrojom HK bola vzorka z Ceskej republiky
s vytazkom 11,4 %. Vlhkost' izolovanych HK sa pohybovala v rozmedzi 2,7-6,8 hm. %.
Okrem HK izolovanych z lignitov Balsha a Kostolac bol obsah biogénnych prvkov podobny
a zodpoveda elementarnemu zlozeniu HL izolovanych z kaustobiolitickych prirodnych matric.
Najnizsi obsah uhlika bol analyzovany u vzorky HK, pochadzajucej z lignitu Kostolac, ktory
bol taktiez charakterizovany najvy§§im obsahom kyslika.

Wali akol. [43] sa vo svojej praci zaoberaju efektivitou extrakcie HK z lignitu
pochadzajiceho z Tuniska. Extrak¢na metoda bola optimalizovana pomocou matematickych
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a Statistickych experimentov/testov ako napriklad ,.full factorial design“ alebo ANOVA,
zalozenych na interaktivnych efektoch koncentracii NaOH a NasP>07, extrakénej teploty, €i
Casu mieSania alebo inych vstupnych faktoroch. Extrakéné ¢inidla boli pripravené o réznych
koncentraciach, v pripade NaOH v rozmedzi 0,1-0,8 M, naproti tomu pyrofosforecnan sodny
bol pripraveny o koncentraciach v rozmedzi 0,015-0,060 M. Z tychto roztokov bolo
pripravenych 16 extrakénych cinidiel vzdy v objemovom pomere 1:1 (NaOH:NasP>07).
Izolované HK boli hodnotené na zaklade pomeru absorbancii pri 465 a 665 nm, ¢o predstavuje
humifikacny index Eass/Eess. Tento index je vyrazne citlivy k odhadu strednej molekulove;j
hmotnosti M,,,, aromaticity a v neposlednom rade aj odhadu kyslych funkénych skupin ako st
—COOH a —-OH skupiny. Autori v svojej praci uvadzaju, ze v pripade optimalizovanych
podmienok — koncentracia NaOH 0,8 M, koncentracia NasP>O7 0,06 M, teplota 85 °C a Cas
mieSania 6 hodin, su izolované HK charakterizované vys$Sou strednou molekulovou
hmotnostou, aromaticitou a vy§sim obsahom kyslych funkénych skupin, o je mozné vycitat
z nizkej hodnoty absorpéného koeficientu Es65/Ee6s, ktorého hodnota bola 1,37. Tieto zavery
boli podporené taktiez infraCervenymi spektrami, ktoré vykazuju, ze tieto HK boli
charakterizované intenzivnej§imi absorpénymi pasmi, ktoré zodpovedaju Specifickym
absorpciam aromatickych Struktirnych jednotiek a karboxylovym a —OH fenolickym
funkénym skupinam.

Publikécia od autora de Souza a kol. [44] predstavuje extrakciu a charakterizaciu HK
z uhlia, konkrétne sa jedna o sub-bitimenové uhlie z bane Candiota, ktora sa nachadza v juzne;j
Brazilii. Surovy material mal stredny priemer Castic 0,032 mm, ¢o bolo stanovené pomocou
laserovej granulometrie. Extrakcia HK bola prevedena pomocou roztoku NaOH o koncentracii
0,5M v pomere 1:10 (uhlie:extrakcné cinidlo). Takto vzniknuta suspenzia bola 3 hodiny
mieSana a nasledne bola 12 hodin ponechand stat’ a potom bola centrifugovana. Supernant
obsahujuci HK bol okysleny pomocou koncentrovanej HCI za konsStantného mieSania. Po
oddeleni HK bola na odstranenie anorganickych necistdt prevedena purifikacna metdda
pomocou 0,2 dm* 5% roztoku HCI/HF v pomere 1:1. Purifikované HK boli preplachnuté
deionizovanou vodou a vysuSené pri 60 °C. Autor uvadza, ze aj napriek purifikacnym krokom
sa ocakava malé mnozstvo anorganickych necistot v izolovanych HK, pricom sa odkazuje na
termogravimetricku analyzu, ktora stanovila obsah popola na 5 hm. %. Dalej poukazuje na fakt,
ze obsah popola v HK pozostava hlavne z kremika a hlinika, malych mnozstiev zeleza a titanu
a zo stopovych mnozstiev tazkych kovov. To, ze purifikaény krok s roztokom HCI/HF bol
ucinny potvrdzuje aj infracervené spektrum, ¢o mozno vycitat z malého absorpného pasu pri
1100 cm™! a slabého rozlisenia absorpénych pasov pod 760 cm™'. Samotné sub-bitimenové
uhlie pozostavalo z 53,36 hm. % popola, 24,28 hm. % prchavych latok a 5 hm. % vlhkosti.
Charakterizacia izolovanych HK ukézala vysoky obsah uhlika akyslika (68,79 hm. %
a 23,64 hm. %). Hodnoty atomovych pomerov H/C a O/C st podobné ako HK z uhlia s niz§im
stupiom metamorfizmu. Mnozstvo kyslika modze suvisiet s pritomnostou kyslikatych
funkénych skupin na povrchu HK, ako su hlavne karboxylové a fenolické —OH skupiny. Autor
uvadza, ze toto tvrdenie je taktiez mozné potvrdit pomocou vysledkov v infracervenom spektre.
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3 EXPERIMENTALNA CAST
3.1 Pouzité chemikalie a pristroje

Chemikalie:
e vzorka juhomoravského lignitu, Dil Mir Mikul¢ice
e katex zivice Amberlite 120 IR H* form, Sigma Aldrich
e hydrofobna zivica XAD-8, Sigma Aldrich
e metanol p.a., Sigma Aldrich
e ultracista voda PURELAB Flex, PURELAB®
e chlorid draselny p.a., Lach-Ner s.r.o.
e (0,1M HCI; 0,1M NaOH — normanal, Lach-Ner s.r.o.
e kyselina fluorovodikova 35-40%, Lach-Ner s.r.o.
e hydroxid draselny p.a., Lach-Ner s.r.o.

Pristroje:
e kyvety Hellma Suprasil®
e odstredivka Hettich Rotina 46R
e rotacna odparka
e pH meter a konduktometer Mettler Toledo
e lyofilizator Vir-Tis
e termogravimetricky analyzator TG Q5000, TA Instruments
e clementarna analyza EuroVector EuroEA3000
e UV/Vis spektrofotometer Hitachi U3900H
e Thermo Scientific™ Nicolet™ iS50 FTIR spektrometer
e Metrohm Titrando automaticky titrator

3.2 Izolicia huminovych latok z lignitu

K 10 g vzorky lignitu, navazenej s presnost’ou na S$tyri desatinné miesta, bolo pridanych
500 ml 0,1M roztoku HCI a takto vzniknutd zmes sa nechala trepat’ na rotacnej trepacke po
dobu jednej hodiny. Tento krok bol urceny na odstranenie necistot zo vzorky, ako su napriklad
uhlicitany. Po hodine bola suspenzia zneutralizovana pomocou 1M roztoku NaOH na hodnotu
pH priblizne 7. Suspenzia bola odstredena pri 4000 otackach za minutu (2700 x g) po dobu
15 minut, kvapalny podiel bol odstraneny a k pevnému podielu bolo pridanych 1000 ml 0,1M
roztoku NaOH. Suspenzia bola nechana v rotacnej trepacke cez noc pri 10 otackach za minutu.
Tymto krokom bol vytvoreny vyluh zo vzorky lignitu sobsahom HK, FK aTlahko
hydrolyzujucich aromatickych a alifatickych organickych kyselin. Po trepani bol z vyluhu
oddeleny kvapalny podiel od pevného centrifugaciou pri 4000 otackach za minutu po dobu
20 minut. Vzniknuty supernant bol eSte navyse prefiltrovany za znizeného tlaku pre odstranenie
pripadnych necistot, ktoré neboli odstranené pri centrifugacii. Tymto celym postupom boli
sucasne spracovavané dve vzorky z totoznej prirodnej matrice lignitu.

25



3.3 Separacia huminovych kyselin

Vzniknuty roztok s obsahom HL z predchadzajucej podkapitoly bol okysleny pomocou
koncentrovane] HCI na hodnotu pH priblizne 1. Okyslenim roztoku doslo ku koagulacii HK,
roztok bol ponechany v znizenej teplote cez noc (15 hodin), po¢as ¢oho doslo k uplnému
zabaleniu makromolekularneho klbka HK. Vyzrazané HK boli nasledne odstranené od
supernantu centrifugaciou pri 4000 otackach za minutu po dobu 20 minut. Roztok nad
vyzrazanymi HK bol uchovany pre neskorSiu izolaciu FK. Vyzrdzané HK boli znovu
rozpustené pridavkom 100 ml 0,1M roztoku KOH. Nasledne bolo pridanych 2,2 g KCI. Takto
vzniknuty roztok bol odstredeny pri 4000 otackach za minatu po dobu 30 minut. Po odstraneni
nerozpustnych casti ako st huminy a pripadné necistoty, bol roztok HK okysleny pomocou
koncentrovanej HCI na hodnotu pH priblizne 1. Takto pripraveny roztok bol opat’ ponechany
v zniZenej teplote cez noc (15 hodin), pricom dochadzalo k vyzrazaniu HK. Vyzrazané HK boli
nasledne oddelené od supernantu centrifugaciou pri 4000 otackach za minatu po dobu 20 minut.
Roztok nad vyzrazanymi HK bol uchovany pre neskorsiu izolaciu FK. K vyzrazanym HK bolo
pridanych 500 ml roztoku zmesi 0,1M HCIl a 0,3M HF. Tato suspenzia bola ponechana na
rotacnej trepacke po dobu dvoch dni. Nasledne boli HK oddelené od supernantu centrifugaciou
pri 4000 otackach za minutu po dobu 20 minut, HK boli prevedené do dialyzacnej membrany
s pormi o velkosti 1000 Da. Dialyza prebiehala 5 dni v ultracistej vode. Po dialyze boli HK
prevedené do lyofiliza¢nych baniek, najskoér boli vymrazené na rotacnej vakuovej odparke
a nasledne boli lyofilizované na lyofilizatore do uplného vysusenia.

3.4 Separacia fulvinovych kyselin

Vzhl'adom na to, ze FK su rozpustné v alkalickom aj v kyslom prostredi a na to, ze
roztoky, z ktorych boli FK izolované obsahovali aj iné rozpustené organické latky, bolo
potrebné vyuzitie selektivnej adsorpcie na hydrofobnej zivict DAX-8.

3.4.1 Adsorpcia fulvinovych kyselin na zivicu

Zivica DAX-8 bola pripravena nadavkovanim pozadovaného mnozstva potrebného na
vel'kost sklenenej kolony do kadicky, kde bola zaliata metanolom aby jeho hladina bola aspon
2 cm nad hladinou zivice. Tato suspenzia bola ponechana na magnetickej] mieSacke pri
350 otackach za minttu po dobu 15 minut. Suspenzia bola nadavkovana do kolony, metanol
bol odliaty a kolona bola premyta destilovanou vodou, pricom hladina vody v kolone musela
byt vzdy nad hladinou zZivice aby nedochadzalo k vysychaniu zivice. Pred samotnou adsorpciou
FK na zivicu DAX-8 bola tato zivica aktivovana pomocou 0,1 M roztoku NaOH a 0,1 M
roztoku HCI. Dalej bola koléna premyta deionizovanou vodou. Premyvanie kolony bolo
ukonc¢ené v pripade, kedy hodnota pH na vystupe bola zhodna s hodnotou pH deionizovane;j
vody davkovanej na vstupe kolony.

Roztok FK bol podrobeny ultrafiltracii s filtrom s pérmi vel'kosti 0,45 um, aby doslo
k odstraneniu pevnych Castic, ¢i zbytkom vyzrazanych HK. Takto pripraveny roztok FK bol
davkovany na kolonu, kedy sa fulvinové kyseliny adsorbovali na zivicu. Nasledne bola koléna
premyvana deionozovanou vodou, az kym vytok z kolony nedosahoval hodnotu absorbancie
pri vlnovej dizke 350 nm menej ako 0,015. Tento krok mal za ulohu vyplavit z kolony

26



rozpustenu organickil hmotu, hlavne 'ahko hydrolyzujuce organické kyseliny. Nasledne bola
prevedena desorpcia FK zo zZivice, a to pomocou roztoku 0,1M NaOH. Kol6na bola premyvana
tymto roztokom az dovtedy, kym vytok z kolony nedosahoval hodnotu absorbancie pri vinovej
dizke 350 nm menej ako 0,03.

Po ukonceni desorpcie FK bolo nutné kolonu regenerovat’, aby bola pripravena na d’alsie
pouzitie. Kolona bola regenerovana premyvanim roztokom 0,1M HCIl. Premyvanie prebiehalo
az dokym vytok z kolony nemal taka istd hodnotu pH ako roztok, ktory bol davkovany do
kolony z hora. Nasledne bolo nutné kolénu premyt’ vodou, a to tiez az dokym nebolo zhodné
pH na vstupe a na vystupe z kolony.

3.4.2 Protonacia fulvinovych Kkyselin na zivici

Predoslym krokom boli ziskané FK vo forme sodnych soli — fulvatov, a preto bolo nutné
FK znovu naprotonovat. Z alkalického roztoku FK boli kationy Na* odstranené pomocou
katexu Amberlite IR 120 vymenou za H" iony.

Katex bol zaliaty deionizovanou vodou a tato suspenzia bola mieSand na magneticke;j
miesacke po dobu 15 minat. Nasledne bola suspenzia prevedena do sklenenej kolony a zivica
bola aktivovana ako v predos§lom pripade pomocou 0,1 M roztoku NaOH a 0,1 M roztoku HCI,
kedy nasledne bola kolona premyta deionizovanou vodou a premyvanie kolony bolo ukoncené
v pripade, kedy hodnota pH na vystupe bola zhodna s hodnotou pH deionizovanej vody
davkovanej na vstupe kolony.

Roztok FK ziskany z predoslého kroku bol opakovane premyvany cez kolonu, az pokym
hodnota vodivosti vytoku z kolony neklesla pod 120 pS-cm ™. Nasledne bola koldéna premyvana
vodou, az kym vytok z kolony nedosahoval hodnotu absorbancie pri vinovej dizke 350 nm
menej ako 0,015.

Po dosiahnuti hodnoty absorbancie pri vinovej dizke 350 nm mensej ako 0,015 bolo
treba kolonu regenerovat, aby bola pripravena na d’alSie pouzitie. Bolo potrebné zivicu znovu
naprotonovat’ a vymyt adsorbované Na* iony. Na tento ucel bol pouzity roztok 0,1M HCI,
kolona bola premyta objemom 1000 ml tohto roztoku, nasledne bola koléna premyvana
destilovanou vodou, az dokym vytok z kolony nemal taku isti hodnotu pH ako voda, ktory bola
davkovana z hora do kolony.

Ziskana vzorka FK o objeme 2000 ml bola zakoncentrovand na véakuovej rotacnej
odparke, kedy bolo odparenych priblizne 80 % pévodného rozpustadla. Dalej boli roztoky FK
prevedené do lyofilizacnych baniek, najskor boli vymrazené na rotacnej vakuovej odparke
a nasledne boli lyofilizované na lyofilizatore do uplného vysusenia.

3.5 Zakladna fyzikalne chemicka charakterizacia
3.5.1 Elementarna analyza

Elementarne zlozenie izolovanych vzoriek HL a lignitu bolo ziskané pomocou
CHNS-O elementarneho analyzatoru EuroVector EuroEA3000. Kalibracia analyzatoru bola
prevedena Standardnou latkou 4-aminobenzensulfonamidom. Navéazené vzorky HL a lignitu
boli spalené v atmosfére kyslika pri pracovnej teplote 980 °C. VSetky vzorky boli merané
v troch opakovaniach. Elementarne zlozenie bolo zistené pomocou vyhodnocovacieho
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programu Callidus™ 5.1. Nasledne bolo ziskané elementarne zloZenie prepo&itané na atdbmové
percenta.

3.5.2 Termogravimetricka analyza

Vzorky HL a lignitu boli termogravimetricky analyzované na pristroji TGA Q5000.
Navazka jednotlivych vzoriek ¢inila ~ 5 mg, vzorky boli spalené z laboratornej teploty na
koneénu teplotu 800 °C v atmosfére vzduchu s prietokom 50 ml'min~' a s rychlostou ohrevu
pece 10 °C'min~!. Zo ziskanych dat bol nasledne uréeny obsah vlhkosti a nespalitelného
podielu, ¢o predstavuje popol. Tieto hodnoty boli pouzité na dopocitanie hmotnostného podielu
kyslika. Stanoveny obsah HK a FK v lignite bol pomocou stanovenej vlhkosti a popola
prepocitany na suchu a bezpopolova vzorku.

3.5.3 UV/Vis spektrometria

UV/Vis spektra boli ziskané pomocou Hitachi U3900H UV/Vis spektrofotometra
v rozmedzi vinovych dizok 200-900 nm. Boli pripravené vzorky HK a FK o koncentraciach
10 mg-dm™ a 50 mg-dm™ v $tandardnom fosfatovom pufre (NaH,PO4, Na;HPO4) o pH 6,95.
Vzorky boli merané v 1 cm kremennej kyvete. Hlavnym ucelom UV/Vis spektrometrie je
urenie absorpénych koeficientov Egr/Epz, E2/Es4, E2/E; a E4/Ee, ktoré su ukazovate'mi
niektorych §truktarnych a fyzikalne chemickych vlastnosti huminovych latok.

3.5.4 FTIR spektrometria

Infracervend spektrometria s Fourierovou transformaciou (FTIR) bola pouzita
k ziskaniu informacii o Strukture, povahe a obsahu jednotlivych funkénych skupin, ¢ uz
reakénych alebo stavebnych jednotieck huminovych latok. V tejto praci bol pouzity
spektrometer Nicolet iS50, pomocou ktorého boli namerané infracervené spektra metddou
diftzneho odrazu DRIFT (Diffuse Reflectance Infrared Fourier Transform Spectroscopy),
vietky vrozmedzi vlnogetu 4000-400 cm™! srozlifenim 8 cm™! ascelkovym podtom
akumulovanych skenov 512. Bola prevedena konverzia do Kubelka-Munk jednotiek, priCom
v grafickej podobe boli vysledky normalizované. Metoda merania DRIFT spektier nesposobuje
deprotonaciu kyslych funkénych skupin HL, ako je tomu v pripade pouzitia transmisnej
techniky, kedy je vzorka lisovana pri vysokych tlakoch (= 80 kN-cm™!) v zmesi s KBr.

3.5.5 Stanovenie kyslosti
Spiitna titracia

Tato titracia sluzila k uréeniu celkovej kyslosti. Navazka 100 mg HK bola rozpustena
v 100 ml 0,01M NaOH a bola ponechana po dobu 24 hodin na magnetickej miesacke. Nasledne
bola vzorka titrovana 0,05M roztokom HCl s pridavkom 0,1 ml-min~!' pomocou automatického
titratoru Metrohm Titrando. Titracia bola ukoncena po dosiahnuti pridaného objemu kyseliny
60 ml.
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Karboxyldtova titracia

Bolo navazenych 50 mg vzorky HK izolovanej z prirodnej matrice lignitu, tato navazka
bola kvantitativne prevedena do roztoku 40 ml octanu vapenatého o koncentracii 0,5 M a 10 ml
destilovanej vody. Slepa vzorka bola pripravena z 40 ml octanu vapenatého a 60 ml vody. Obe
vzorky boli ponechané na magnetickej mieSacke po dobu 24 hodin, po ¢om boli prefiltrované
a doplnené destilovanou vodou na objem 100 ml. Titracia bola prevedena pomocou
automatického titratoru Metrohm Titrando 0,1M roztokom NaOH s pridavkom 1 ml'min~" do
konecného objemu pridavaného titracného Cinidla 10 ml.
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA
4.1 Stanovenie obsahu HK a FK

Izolované mnozstva HL =z prirodnej matrice lignitu boli prepocitané na suSinu
a vysledné hodnoty su zobrazené v Tabulka 4. Z vyslednych hodndt je mozné pozorovat’, ze
HL tvoria (28,62 + 1,40) hm. % z celkovej navazky lignitu, pricom v majoritnom mnozstve su
zastupené HK, FK su obsiahnuté iba ako priblizne 1 hm. % z celkovej navazky lignitu. Toto
zistenie je v zhode s tvrdenim, ze HK st produktom kondenzacie FK, kedy vacsina fulvinovych
kyselin prejde transformaciou na huminové kyseliny [45].

Tabul’ka 4: Obsah HL izolovanych z prirodnej matrice lignitu vyjadreny v hm. %

navazka lignitu HK (hm. %) FK (hm. %) HL (hm. %)
1 26,22 1,01 27,23
2 28,77 1,26 30,03
priemer 27,49+ 1,27 1,13+£0,13 28,62 + 1,40

4.2 Elementarna analyza a TGA

Izolované vzorky HK a FK boli podrobené fyzikalne chemickej charakteristike, po¢nuc
elementarnou analyzou, ktora bola vykonana na pristroji EuroVectro EuroEA 3000. Relativne
zastupenie prvkov C, H, N a S v hmotnostnych percentach bolo priamo odmerané pristrojom
a nasledne boli data prepocitané na atomové percentd, ked’Ze pri hmotnostnych percentach by
bol podhodnoteny podiel vodika. Prispevok kyslika bol dopocitany po termogravimetrickom
merani na pristroji TG Q5000, pomocou ktorého bolo zistené mnozstvo popola a vlhkost’ vo
vzorkach, rozdielom 100 % a suctu prispevkov C, H, N, S, popola a vlhkosti. Vysledné hodnoty
sa nachadzaju v Tabulka 5, ktora obsahuje naviac aj atomové pomery H/C a O/C.

Tabul’ka 5: Elementarne zlozenie, obsah popola, celkova vlhkost’ a vypocitané atomové pomery H/C
a O/C pre vzorku prirodnej matrice lignitu a vzorky HK a FK izolovanych z prirodnej matrice lignitu

at. % hm. %
C H N S 0 H/C O/C  vlhkost popol
HK 45,78 37,23 1,10 2,13 13,77 0,81 0,30 3,83 1,69
FK 33,00 45,65 0,68 0,00 20,67 1,38 0,63 6,71 2,00

lignit 41,77 46,06 0,74 2,13 9,30 1,10 0,22 8,29 18,27

Z vyslednych hodndt je zretelné, ze HL su tvorené prevazne uhlikom, vodikom,
kyslikom a v minoritnom mnozstve dusikom, priCom HK su charakterizované vys§im
zastupenim uhlika ako FK. Vo vzorke FK nebola detekovana sira, ¢o je sposobené tym, ze bola
pouzita GC kolona, ktora umoziuje detekciu siry az pri > 0,5 hm. %. Dolezitymi faktormi su
atomové pomery, kedy pomer H/C hovori o miere aromaticity a dehydrogenéacie skiimanej
vzorky. Ako je mozné vycitat z Tabulka 5, HK su charakterizované niz§imi hodnotami
atdmového pomeru H/C, €o znamena, ze Studované HK vykazuji vy§Siu mieru aromaticity
a dehydrogenacie ako FK, zjednodusene povedané analyzované FK su viac alifatické.

Druhy atomovy pomer, O/C, vyjadruje mnozstvo kyslika viazaného na uhlik, a teda
hovori o obsahu kyslikatych funkénych skupin, kam su radené karboxylové, —OH fenolické
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resp. aj alkoholové a alkoxylové —OCH3 skupiny. Vzorka FK vykazuje vysSie hodnoty tohto
pomeru, C¢o sved¢i ojej vySSom obsahu spominanych funkénych skupin, predovsetkym
karboxylovych. Tento zaver je podporeny vysledkom zFTIR spektrometrie, kde
v infraCervenom spektre FK bol lokalizovany ostry avelmi intenzivny absorpény pas
zodpovedajuci valencnym vibraciam C=0 vézieb v karboxylovych funkénych skupinéch.

Ako bolo uz spominané, bola pouzita termogravimetricka metdda na ziskanie obsahu
nespalitelného podielu — popola a vlhkosti analyzovanych vzoriek. Vlhkost prevazne vznika
adsorbovanim vzdu$nej vlhkosti prostrednictvom kyslikatych funkénych skupin. Logicky sa
teda o¢akéava vyS§si obsah vlhkosti u FK, s ¢im naSe vysledky koreluju, kedy nami analyzované
FK maju takmer dvakrat vacsi obsah vlhkosti ako HK. Obsah nespalitel'ného podielu odraza
Cistotu analyzovanej vzorky aje v priamej suvislosti s pouzitymi purifikaénymi krokmi.
Vzorka HK bola purifikovana pomocou zmesi roztokov HCI a HF, ¢o sa odraza na jej nizsej
hodnote obsahu popola ako u FK. Vysledné hodnoty obsahu popola si na nizkej Grovni, ¢o
odréaza vysoku Cistotu izolovanych vzoriek HL.

4.3 UV/Vis spektrometria

UV/Vis spektrometria je mnohymi autormi povazovand za zakladni metodu
charakterizacie HL. Z absorpcnych spektier si za ucelom charakterizacie HL urCované
absorpcné koeficienty, ktoré si definované ako pomery absorbancii pri vhodne zvolenych
vlnovych dizkach elektromagnetického Ziarenia. Dané absorpéné koeficienty predikuju
fyzikalne chemické vlastnosti HL, ako napriklad strednti molekulovi hmotnost M,,,
aromaticitu, stupen humifikacie alebo aj mieru substiticie aromatickych Struktur kyslikatymi
funkénymi skupinami ((COOH, —OH, —OCH3). Pretoze su tieto absorpcné koeficienty vyrazne
citlivé na hodnotu pH prostredia, boli §tudované vzorky HL merané pri konstantnej hodnote pH
v prostredi fosfatového pufru o hodnote pH 6,95. Vypocitané absorpcné koeficienty st uvedené
v Tabulka 6.

Tabul’ka 6: Vypocitané absorpcné koeficienty Egr/Egz, Eo/Es, Eo/Es a E4/Es pre vzorky HK a FK
izolovanych z prirodnej matrice lignitu

Er1/Epz E2/Ea E»>/E3 E4/Ee
HK 0,74 6,38 2,49 6,24
FK 0,64 29,44 4,65 18,00

Na Obréazok 8 (a, b) su znazornené UV/Vis spektra izolovanych lignitickych HL.
Spektra su charakterizované kvaziexponencialnym priebehom s dominantnou absorbanciou
v oblastiach UV-C aUV-B elektromagnetického ziarenia. NaSe vypocitané absorpcné
koeficienty zodpovedaju obvyklym hodnotam pre HL izolované z kaustobiolitov ako su lignit
alebo leonardit. [31]

Absorpcny koeficient Egr/Epz vypoveda o miere substitucie aromatickych Struktar
kyslikatymi funkénymi skupinami ako su karboxylové a hlavne —OH fenolické. Nasa vzorka
lignitickej HK bola charakterizovana vysSou hodnotou, ¢o vypoveda o vy§sej miere spominane;j
substitacie. Naproti tomu, vzorka FK, charakterizovana nizSou hodnotou, bude obsahovat viac
alifatickych substituentov na aromatickych konstitucnych jednotkach. A teda tato vzorka je
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Obrazok 8: Grafické znazornenie UV/Vis spektrometrie pre vzorky HK a FK izolovan¢ z prirodnej
matrice lignitu; zavislost’ absorbancie na vinovej dlzke — a) o koncentracii 10 mg/L, b) o koncentracii
50 mg/L

charakterizovana vyssim obsahom aryl- esterovych a éterovych funkénych skupin. Tento zaver
je v dobrej zhode s vysledkami z FTIR spektrometrie.

Dalsie absorpéné koeficienty z Tabulka 6 st ukazovatelmi aromaticity, stupiia
humifikécie a strednej molekulovej hmotnosti. Z vypocitanych hodnot Eo/E4, E»/E; a E4/Es
vyplyva, ze vzorka lignitickej HK je charakterizovana vyS$Sou aromaticitou, strednou
molekulovou hmotnostou avys$§im stupfiom humifikacie v porovnani so vzorkou FK
izolovanou z rovnakej matrice. Pri koeficiente E4+/E¢ sa mdze stat, ze v rozmedzi vlnovych
dizok 500-700 nm je vel'mi nizka absorbancia, o mozno vidiet' na Obrazok 8, kde v pripade
FK sa hodnoty absorbancie v spominanych vlnovych dizkach bliZia limitne k nule. V takom
pripade sa absorpcny koeficient E4/E¢ stdva menej citlivym k Struktirnym zmenam tychto
biokoloidnych latok a je vhodnejsie pouzit’ koeficient Eo/E4, ktory je definovany ako pomer
absorbancii pri 265 nm a 465 nm.

4.4 FTIR spektrometria

FTIR spektrometria poskytuje dolezité informécie o povahe, reaktivite a priestorovom
usporiadani kyslikatych funkénych skupin huminovych latok. Z tohto dévodu sa FTIR
spektrometria povazuje za hlavni metodu na Struktarnu charakterizaciu HL. Na Obrazok 9 sa
uvedené infracervené DRIFT spektra huminovych a fulvinovych kyselin izolovanych
z rovnake] matrice juhomoravského lignitu. Infracervené spektra tychto biokoloidnych latok
boli ziskané pomocou difuznej reflektancie (metéda DRIFT), kedy pri merani nie je nutné
pouzitie matrice, ako je to v pripade Standardne pouzivanej metddy lisovania KBr tablety, kedy
modze dochadzat vo vzorkach k deprotonécii HL pri ionizacii karboxylovych a fenolickych
—OH skupin v priebehu lisovania vzorky s KBr za vysSieho tlaku. Podla viacero autorov
[46,47,48] dochadza pri lisovani KBr tablety so vzorkou HL vplyvom vysokych tlakov
(p > 6 tcm™2) k iénovej vymene medzi vodikovymi kationmi a kationom pouzitej soli (KBr
alebo NaCl) ateda dochadza k znizeniu intenzity absorpéného pasu v oblasti vinocetu
1720-1700 cm ™!, ktory zodpoveda valenénej symetrickej vibracii C=0 vizieb v karboxylovych
funkénych skupinach. DRIFT spektra si vyjadrené pomocou linearnych jednotiek
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Obrazok 9: Grafické znazomenie FTIR spektrometrie pre vzorky HK a FK izolované z prirodne;j
matrice lignitu; zavislost’ normalizovanej funkcie Kubelka-Munk na vinocete

Kubelka—Munk, ktoré zodpovedaju jednotkam absorbancie v spektre meraného transmisnou
technikou.

Siroky a intenzivny pas lokalizovany v oblasti vino&etu 3400-3200 cm™"

zodpoveda
valen¢nej symetrickej vibracii O—-H a N-H vézieb v karboxylovych kyselinach, sekundarnych
amidoch, alifatickych a aromatickych alkoholoch. Menej intenzivne absorpné pasy
lokalizované pri 2940 cm™! 22947 cm™! su pripisované valenénej asymetrickej vibracii C-H
vazieb v metylénovych skupinach. Vzorka lignitickej FK bola charakterizovana absorpénym
pasom pri 2970 cm ™!, ktory vyhradne pripada valenénej asymetrickej vibracii C—H vizieb v
—CH3 funkénych skupinach. Tento vysledok je v dobrej zhode s absorpénym koeficientom
Eg1/Egz, ktory mal niz§iu hodnotu v porovnani s HK. Pritomnost’” metylovych skupin bola
v infradervenom spektre FK potvrdena menej intenzivnym absorpénym pasom pri 1378 cm ™,
ktory je vyhradne pripisovany symetrickej deformacnej vibracii C—H vézieb v metylovych
skupinach. Ostry avelmi intenzivny absorpény pas lokalizovany pri 1719-1713 cm™!
zodpovedd valencnej symetrickej vibracii C=0 vézieb v karboxylovych kyselinach
substituovanych na aromatoch. Tento absorp¢ny pas je viac intenzivny v pripade FK, a preto sa
mozeme domnievat, Ze tato vzorka obsahuje viac -COOH funkénych skupin. Pritomnost
karboxylovych skupin bola taktiez potvrdend pomerne intenzivnym a Sirokym absorpénym
pasom pri 2630 cm ™!, ktory zodpoveda valenénej symetrickej vibracii O—H---O vizieb, tvoriace
v §truktire HL dimérne formy karboxylovych skupin. Dalej v spektrach HL mézeme najst
absorpéné pasy pri 1422 cm™' a 1401 cm™!, znich prvy zodpoveda deformacnej rovinnej
vibracii C—O-H vézieb v protonovanych —COOH funk¢énych skupinach a druhy pas zodpoveda
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valen¢nej symetrickej vibracii karboxylatového anionu. Toto zistenie je v dobrej zhode
s vysledkami nespalitelného podielu (popola) u vzorky FK. V pripade vzoriek HL bol v ich
DRIFT spektrach lokalizovany absorpény pas pri 1226 cm™!, ktory je spravidla prisudzovany
valen¢nej symetricke] vibracii C—O vézieb v karboxylovych kyselinach. Vzorka FK bola
charakterizovana pomerne intenzivnym absorp&nym pasom pri 1266 cm™!, ktory zodpoveda
valen¢nej symetrickej vibracii C-O v aryl-esteroch. Ostry a rdzne intenzivny absorpény pas
lokalizovany pri 1620 cm ™! je vyhradne pripisovany valenénej symetrickej vibracii C=C vizieb
v aromatickych jednotkach HL. Tato hypotéza je taktiez potvrdend menej intenzivnym
absorpénym pasom pri 1510 cm™', ktory zodpoveda valendnej symetrickej vibracii C=C
v aromatickych Strukturach odvodenych od ligninu. V pripade oboch vzoriek HL bol v ich
DRIFT spektrach identifikovany absorpény pas pri 1038 cm™!, ktory je spojeny s valencnou
symetrickou vibraciou C—O vizieb v sekundarnych alkoholoch.

4.5 Stanovenie kyslosti

HL st charakterizované pritomnost'ou funkénych skupin, ktoré obsahuju kyslé protony,
ako napriklad karboxylové kyseliny, fenoly a aminy. Preto boli HK podrobené titratnému
stanoveniu kyslosti. Dovodom preco nebola stanovovana aj kyslost' FK je ich nizky obsah
v prirodnej matrici lignitu. Obecne je mozné pouzit na stanovenie celkovej kyslosti dve
moznosti: priamu a spétnu titraciu. V nasej praci bola pouzitd spétna titracia, pomocou ktorej
bola uréenad celkova kyslost anasledne vyuzitim karboxylatovej titracie bola ziskana
karboxylatova kyslost’. Fenolicka kyslost’ bola dopocitana. Vysledné hodnoty su vyobrazené
v Tabulka 7.

Tabulka 7: Celkova, karboxylatova a fenolicka kyslost’ vzorky huminovej kyseliny izolovangj
z prirodnej matrice lignitu

kyslost (mmol-g )
celkova karboxylatova fenolicka
6,20 4,26 1,94

HK

Z nameranych hodnot mozno vycitat, ze vacsi podiel celkovej kyslosti je sposobeny
karboxylovymi funk&énymi skupinami, kedy karboxylatova kyslost ma hodnotu 4,26 mmol-g ™
z celkovej kyslosti 6,20 mmol-g~'. Nami ziskané vysledky su v dobrej zhode s inymi autormi
[49].
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5 ZAVER

Predlozena bakalarska praca sa zaobera izolaciou a frakcionaciou huminovych latok
z lignitu a ich naslednou charakterizaciou. Huminové latky si rozmanité biokoloidy, ktoré aj
napriek dlhému zaujmu odbornej obce este stale nie st dokonale popisané. To vyplyva hlavne
z faktu, ze HL sa lisia podl'a ich zdroja, z ktorého su izolované. Preto sa v nasej praci zaoberame
huminovymi latkami izolovanymi z konkrétneho zdroja — lignitu z juznej Moravy z dolu Mir
Mikulcice.

V teoretickej Casti sa Studuje problematika lignitu, jeho vznik a Struktira a nasledne
problematika huminovych latok, ich rozdelenie, vznik, §truktara a vyuzitie. V poslednej Casti
je rozobrana problematika izolacie HL z pevnych matric, kde st vyobrazené rozli¢né pouzivané
extrak¢né Cinidla a dve rozne metody izolacie HL.

V experimentalne] Casti nas predovSetkym zaujimali huminové a fulvinové kyseliny.
Tieto dve skupiny latok boli postupne izolované zo spominanej prirodnej matrice lignitu.
Izol4cia bola prevedena dvakrat, z dvoch navazok 10 g lignitu. Pomocou Standardného postupu
izolacie a frakcionacie sme stanovili obsah huminovych latok v prirodnej matrici lignitu, a to
na hodnotu 28,62 + 1,40 hm. %, z Coho huminové kyseliny predstavuja 27,49 + 1,27 hm. %
a fulvinové kyseliny 1,13 £ 0,13 hm. %. Nasledne bolo nutné previest fyzikalne chemicka
charakterizaciu izolovanych HL. Pomocou charakterizdcie sa dozveddme o dolezitych
vlastnostiach danych HL a ziskavame blizSie informacie ohl'adom ich Struktury a reaktivity.
Tieto znalosti su vel'mi doblezité pre buduce aplikacie a mézu priniest cenné informacie
v d'alSich vyskumoch lignitickych huminovych latok.

Elementarna analyza spolu s termogravimetrickou analyzou nam priniesli dolezité
informécie o obsahu biogénnych prvkov, vlhkosti a obsahu popola, z coho boli vypocitané
atomové pomery H/C a O/C, z hodno6t ktorych mozno vycitat’ vliastnosti skimanych latok ako
napriklad aromaticita, dehydrogenacia a obsah kyslikatych funkénych skupin. Pri oboch
atomovych pomeroch je vzorka FK charakterizovana vy§s§imi hodnotami, co znamena, ze FK
si charakterizované niz§ou mierou aromaticity, hydrogenacie a vyS§im obsahom kyslikatych
funkénych skupin ako HK.

Analyzou pomocou UV/Vis spektrometrie sa zistuju absorpéné koeficienty Egt/Egz,
E2/Es, Eo/Es a E4/Es, ktoré predpovedaju vlastnosti skimanych HL. Konkrétne sa jedna
o aromaticitu, stredni molekulovi hmotnost a stupeil humifikacie. Hodnota absorpcného
koeficientu Eg1/Epz pre HK je vysSia ako pre FK, z ¢oho vyplyva, ze vzorka HK bude
charakterizovana vysSou mierou substitucie aromatickych Struktur kyslikatymi funkénymi
skupinami. VSetky ostatné absorpcné koeficienty HK maji niz§ie hodnoty ako absorpcné
koeficienty FK, preto mozno predikovat, ze vzorka HK bude charakterizovand vysSou
aromaticitou, strednou molekulovou hmotnostou a vy$sim stupiiom humifikacie.

Aj napriek zlozitej Struktire huminovych latok mézeme pozorovat v ich infracervenom
spektre radu absorpénych pasov, ktoré su charakteristické pre Specifické molekularne Struktury.
FTIR spektrometria poskytuje dolezité informacie o Strukture, reaktivite a priestorovom
usporiadani funkénych skupin. Analyza pomocou FTIR spektrometrie nam poskytuje pomerne
rozsiahle informécie o Struktire a o funkénych skupinach. Vysledky FTIR analyzy su v
dobrej zhode s ostatnymi analyzami.
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Poslednou fyzikalne chemickou analyzou bolo stanovenie kyslosti, kedy bola
stanovovana celkova, karboxylatova a fenolicka kyslost’. Celkova kyslost bola stanovena na
hodnotu 6,20 mmol-g~!, z ktorej majoritny podiel je sposobeny karboxylovymi funk&nymi
skupinami, nakol'ko karboxylatova kyslost ma hodnotu 4,26 mmol-g™! z celkovej. Z toho
mozno logicky vycitat vacsi obsah karboxylovych funkénych skupin ako fenolickych
v Struktire izolovanej vzorky HK.

Obecne mozno pouzit’ d’aleko viac fyzikalne chemickych metdd na charakterizaciu ako
napriklad *C NMR spektrometria, GC — MS, XRD a XRF spektroskopia a d’alsie. Preto je este
moznost’ d’alSieho hlbSieho vyskumu v tejto oblasti, ¢i uz §irsia charakterizacia izolovanych HL
alebo vyskum v oblasti aplikacie lignitickych huminovych latok.
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7 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

HL
IHSS
EA
TGA
FTIR
DRIFT
HK
FK

HU
DOM
Eg1/EBr
E2/Eq4
E2/E;3
E4/Ee
at. %
hm. %

huminové latky

International Humic Substances Society

elementarna analyza

termogravimetricka analyza

Fourier-transform infrared

Diffuse Reflectance Infrared Fourier Transform Spectroscopy
huminové kyseliny

fulvinové kyseliny

humin

dissolved organic matter — rozpustena organicka hmota
pomer absorbancii pri vinovych dizkach 253 nm a 220 nm
pomer absorbancii pri vinovych dizkach 265 nm a 465 nm
pomer absorbancii pri vinovych dizkach 265 nm a 365 nm
pomer absorbancii pri vinovych dizkach 465 nm a 665 nm
zlozenie v atdbmovych percentach

zlozenie v hmotnostnych percentach
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Obrazok 10: Grafické znazornenie termogravimetrickej analyzy pre vzorku prirodnej matrice lignitu
a izolovanych huminovych latok z danej prirodnej matrice lignitu

Obrazok 11: Aparatura na ultrafiltraciu; rotacna odparka
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Obrazok 12: Kolona naplnena Zivicou DAX-8, pouzita v kapitole 3.4.1 Adsorpcia fulvinovych kyselin

na zivicu; kolona naplnena katexom Amberlite IR 120 pouzita v kapitole 3.4.2 Protondcia fulvinovych
kyselin na Zivici
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