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STANOVENI OBSAHU HUMINOVYCH KYSELIN A FULVOKYSELIN
GRAVIMETRICKY

1 Rozsah a ucel

Metoda je urCena pro stanoveni obsahu huminovych kyselin a fulvokyselin v humatovych
vyrobcich, v mineralnich hnojivech obohacenych huminovymi preparaty, organickych
hnojivech piirodniho ptivodu a padach.

2 Princip

Huminové kyseliny (HA) a fulvokyseliny (HFA) se extrahuji do alkalického prostiedi.
Na zakladé jejich rtzné rozpustnosti v kyselém prostiedi se huminove kyseliny vysrazeji
a fulvokyseliny jsou separovany pomoci hydrofobni pryskytice DAX-8. Obsah obou sloZek
se stanovi gravimetricky.

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

1 Voda (deionizovana, demineralizovana nebo destilovand).

2 Kyselina chlorovodikova, HCI, koncentrovang, p(HCI) = 1,19 g/ml.
3  Kyselina chlorovodikova, ziedéna ¢(HCI) =~ 6 mol/I.

Ptiprava: Do 1000ml odmérné barnky, ve které je asi 400 ml vody (1), se postupné piida
500 ml kyseliny chlorovodikové (2). Obsah bafiky se vytemperuje na laboratorni
teplotu, doplni vodou (1) po znacku a promicha.

4 Kyselina chlorovodikova, ziedéna ¢(HCI) = 0,1 mol/I.

Ptiprava: Do 1000ml odmérné barnky, ve které je asi 400 ml vody (1), se ptida 8,5 ml
kyseliny chlorovodikové (2). Obsah bariky se vytemperuje na laboratorni teplotu, doplni
vodou (1) po znacku a promicha.

5  Kyselina chlorovodikova, ziedéna ¢(HCI) = 1 mol/I.

Ptiprava: Do 1000ml odmérné banky, ve které je asi 400 ml vody (1), se ptida 84 ml
kyseliny chlorovodikové (2). Obsah bariky se vytemperuje na laboratorni teplotu, doplni
vodou (1) po znacku a promicha.
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Hydroxid sodny, NaOH, pevny.
Hydroxid sodny, roztok, c¢(NaOH) = 0,1 mol/I.

Piiprava: Do 1000ml odmérné banky se navazi 4 g hydroxidu sodného (4) a rozpusti se
za stalého michani v asi 100 ml vody (1). Po ochlazeni se doplni vodou (1) po znacku

a promicha.

Hydrofobni pryskytice DAX-8, napt. SUPELCO, USA.
Katex AMBERLITE IR 120, H* forma, napi. SUPELCO, USA.

Piistroje a pomicky

Analytické vahy s ptesnosti 0,0001 g.

Susarna s regulovatelnou teplotou, piesnost + 3°C.

pH metr s kombinovanou sklenénou elektrodou a teplotnim cidlem.

Konduktometr s Pt-elektrodou.
UV VIS spektrofotometr.

Peristaltické Cerpadlo.

Muflova pec s teplotni regulaci.

Vakuova rotacni odparka.

Centrifuga, minimalni relativni centrifuga¢ni sila
centrifugacnich kyvet.

rcf

= 3900 x g vcetné

Elektromagneticka michacka, magnetické michadlo o délce (5 — 8) cm.

Exsikator se silikagelem.

Sklenéné chromatografické kolony:

prumér 40 mm a délka 250 mm pro pryskytici DAX-8;
primér 50 mm a délka 600 mm pro katex AMBERLITE IR 120.
Erlenmayerovy banky, 1000 ml, 2000 ml.

Keramicke spalovaci kelimky.

Parafilm.
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5 Pracovni postup

5.1  Stanoveni vlhkosti pevného vzorku (wv)

Do vysouseci misky, zvazené s piesnosti na 0,0001 g, se navazi 5 g pevného zkuSebniho
vzorku (my) s piesnosti 0,0001g a susi 24 h pii (65 £ 3) °C. Po uplynuti piedepsané doby
se vysouSeci miska se vzorkem vyjme ze suSarny, vlozi se do exsikatoru a po ochlazeni
se hmotnost vysuSeného vzorku (ms) zvazi s piesnosti na 0,0001 g.

U pevnych vzorkil se obsah vlhkosti pouzije pro vyjadieni obsahu HA a HFA v su$iné
vzorku.

5.2  Priprava extraktu
5.2.1 Priprava extraktu z pevného vzorku

Reprezentativni ¢ast vzorku se upravi Vv tfeci misce nebo ve vhodném laboratornim mlynku
aproséva se pres sito na poZadovanou velikost c¢astic < 74 pum. Promichanim se
zhomogenizuje. Do 1000ml Erlenmayerovy banky se s piesnosti 0,0001 g navazi ~ 2,5 g
puvodniho vzorku (mpy) a za stalého promichavani se ptida roztok NaOH (7) na konecny
objem 1000 ml. Do banky se vlozi magnetické michadlo, hrdlo bainky se uzavie parafilmem a
barika se umisti na plochu elektromagnetické michacky. Smés se (16 — 18) h dikladn¢ micha
pii (300 — 400) ot/min.

5.2.2 Priprava extraktu z kapalného vzorku

Kapalny vzorek se homogenizuje promichanim po dobu jedné minuty. Do 1000ml
Erlenmayerovy banky se navazi zpravidla 2,5 g kapalného vzorku (m.) s piesnosti
na 0,0001 g a doplni se do celkového objemu 1000 ml roztokem NaOH (7). Do banky se vlozi

magnetické michadlo, hrdlo banky se uzavie parafilmem a banka se umisti na plochu
elektromagnetické michacky. Smés se po 1 h dikladné micha pii (300 — 400) ot/min.

5.2.3 Odstranéni nerozpustného podilu z extraktu

Cely objem suspenze (5.2.1 a 5.2.2) se odstiedi (5 — 10) min pii relativni centrifugacni sile
rcf = 3900 x g, aby se z extraktu oddélil veskery nerozpustny podil. Extrakt obsahujici HA
a HFA se pielije do ¢isté 1000ml Erlenmayerovy banky. Nerozpustny podil se odstrani.

Poznamka

1 Pokud se pevné vzorky pripravi kextrakci odpoledne, je moZné extrakci nechat
probéhnout pres noc.

2 Navazka kapalného vzorku se vetsinou pohybuje od 2 g do 5 g. Pokud je ve vzorku
ocekdavany obsah HFA mensi neZ 1%, pouZije se navazka vzorku 10 g.
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5.3  Separace HA

Do 1000ml bangk s extrakty vzorku, ziskanymi postupem (5.2.3) se vlozi pH-elektroda
a magnetické michadlo, banikka se umisti na magnetickou michacku a za stdlého michéani
se piidava kyselina chlorovodikova (3) aZz do dosaZzeni hodnoty pH = 1,0 £ 0,1. Banka
se zakryje parafilmem a roztok se dal promichava 1 h pii (300 — 400) ot/min. Poté se zméti pH
a pokud je tieba, upravi se pomoci roztoku kyseliny chlorovodikové (3) nebo hydroxidem
sodnym (7) na hodnotu pH 1,0 £ 0,05. Pokud pH roztoku ziistane stabilni po dobu 5 min,
vyjme se michadlo z bariky, hrdlo baiiky se zakryje parafilmem a smés se ponecha v klidu stat
(4 + ¥4) h, dokud vysrazené HA neklesnou na dno baiiky. Ciry roztok nad usazenou srazeninou
se dekantuje do cist¢é 1000ml Erlenmayerovy banky. Zbytek srazeniny HA se oddéli
od kyselého roztoku HFA odstiedénim 30 min pii rcf = 1500 x g. Odstfedény roztok
sobsahem HFA se piida k dekantovanému podilu a nésleduje postup podle bodu 5.4.
Srazenina HA v centrifugaénich kyvetach se pouZije ke stanoveni obsahu HA gravimetricky
podle bodu 5.5.

Poznamka

3 Pouzivaji se zvazené centrifugacni kyvety, vysusené pri (65 + 3) °C.

4 V nékterych pripadech danych povahou vzorku je vhodné dobu koagulace prodlouzit
az na 12 h (nechat stét pres noc).

5 Opatrnou dekantaci Ize ziskat priblizne (500 — 900) ml roztoku bez srazeniny HA.

6 V nékterych vzorcich zistavaji vysrazené HA v suspenzi v podobé koloidnich Castic.

V takovém pripadé je nutné odstiedit cely objem pro oddeéleni sraieniny HA
od rozpustenych HFA.

5.4  Separace, protonizace a zakoncentrovani HFA
5.4.1 Separace HFA

Fulvokyseliny obsazené v roztoku se od ostatnich kyselin a rozpustnych sloucenin oddéli
selektivni adsorpci na hydrofobni pryskyfici DAX-8 (8). Sklenéna chromatograficka kolona
0 praméru 40 mm a délce 250 mm se naplni pryskytici DAX-8 (8) podle pokynu vyrobce.
Veskery roztok HFA se nadavkuje na kolonu pomoci peristaltického ¢erpadla. Jakmile cely
objem roztoku HFA protekl kolonou, sloupec pryskyfice se promyje vodou (1). Promyvani
se ukon¢i, kdyz hodnota absorbance vody na vystupu zkolony, méfena UV-VIS
spektrofotometrem pii vinové délce A=350 nm, odpovida blanku A < 0,015. Pfistrojova nula
(blank) se méti ve vodé (1). Fulvokyseliny jsou z pryskyfice desorbovany roztokem
hydroxidu sodného (7). Desorbce HFA je ukoncena, kdyZ hodnota absorbance desorb¢niho
roztoku NaOH na vystupu z kolony, méfena UV-VIS spektrometrem pii vinové délce A = 350
nm odpovid4 blanku A < 0,03. Pfistrojova nula (blank) se méti v hydroxidu sodném (7).

Poznamka
7 Priblizny objem desorbovanych HFA je (1000 — 1200) ml.
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5.4.2 Protonizace HFA

Z alkalického roztoku HFA se kationty Na* odstrani pomoci katexu AMBERLITE IR 120 (9)
vyménou za ionty H'. Katex tvofi npli sklenéné chromatografické kolony o priméru 50 mm
a délce 600 mm. Roztok HFA se nechava opakované protékat katexem vlivem gravitaéni sily,
dokud hodnota elektrické vodivosti vytékajiciho roztoku neklesne pod 120 pS/cm. Nasledné
se kolona promyje vodou (1). Promyvani se ukonéi, kdyz hodnota absorbance vody
na vystupu z kolony, méfena UV-VIS spektrofotometrem pii vinové délce A=350 nm,
odpovida blanku A < 0,015. Ptistrojova nula (blank) se méti ve vodé (1). Voda, kterou
se kolona promyva, se piida k protonovanému roztoku HFA.

Poznamka
8 Priblizny objem protonovaného roztoku HFA je (1500 —2000) ml.

5.4.3 Zakoncentrovani HFA

Roztok HFA se zakoncentruje pomoci vakuové rotaéni odparky pii teploté 55 °C na objem asi
(15 £ 2) ml a kvantitativné se pievede do pfedem zvazené¢ho a pfi teploté¢ (500 + 5) °C
prezihaného keramického spalovaciho kelimku. Déle se postupuje podle bodu 5.5.

Pozndmky

9 Aktivované pryskyrice DAX-8 a AMBERLITE IR 120 museji byt uchovavany
v kolonach pod vodou (1).

10 HFA lze zakoncentrovat lyofilizaci.

11 Hodnota vodivosti HFA protonizovanych pomoci katexu AMBERLITE se pohybuje
mezi (50 — 80) uS/cm.

5.5  Stanoveni obsahu HA a HFA gravimetricky (HAp, HFAp, HAL, HFAL)

SraZzenina HA v centrifuga¢nich zkumavkach a zakoncentrovany objem HFA v keramickém
kelimku se umisti do susarny, kde se pii (65 + 3)°C vysusi do konstantni hmotnosti. Vysusené
HA a HFA se ochladi v exikatoru a stanovi se celkovd hmotnost extrahované frakce HA nebo
HFA (Ma, Hea)).

HA se pomoci Spachtle vyjmou z centrifugaénich kyvet a vlozi do pfedem zvaZeného
keramického spalovaciho kelimku ptezihaného pfi teploté (500 + 5) °C.

Keramické kelimky se vzorky HA a HFA se pouziji pro stanoveni obsahu popela
v jednotlivych frakcich podle bodu 5.6.
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Poznamka

12 Obvykle se konstantni hmotnosti HA docili po 24 h suseni.

13 Termin konstantni hmotnost vyjadruje stav, kdy se hmotnost kelimku pri poslednim
opakovaném vysuSeni nelisi od predchazejici hodnoty hmotnosti kelimku o vice nez
0,01 g.

14 HA a HFA jsou slouceniny silné hygroskopické, proto je tieba je uchovavat
v exsikatoru.

5.6  Stanoveni popela ve vysusené srazeniné HA a HFA (P)

Zvazend a vysuSend srazenina HA nebo HFA (m.) se ve spalovacich kelimcich umisti
do muflové pece, kde se spaluje 2 h pii (500 + 5) °C. Po ukonceni spalovaciho procesu
se kelimky ochladi v exsikatoru po dobu 1 h. Pak se popel zva&Zi (mp) a stanovi se obsah
popela, obsazeny v HA a HFA.

6 Regenerace pryskyfric
6.1 Regenerace DAX-8

DAX-8 (8) se regeneruje promyvanim pryskyiice roztokem kyseliny chlorovodikové (4).
Peristaltické ¢erpadlo davkuje kyselinu do spodni ¢asti kolony. Kdyz hodnota pH vytékajiciho
roztoku z kolony bude shodna s hodnotou pH roztoku HCI (4), proces regenerace se ukongi.
Nésleduje promyvani pryskyiice DAX-8 (8) vodou (1). Promyvani vodou (1) se ukon¢i, kdyz
se hodnota pH vody (1) méfena pii vstupu do kolony a na jejim vystupu shoduje.

Poznamka

15 Alternativné je mozné konec promyvani pryskyrice DAX-8 vodou (1) indikovat
mérenim absorbance pritékajici a odtékajici vody (1) pri vinové délce A=350 nm.

16 Je vyhodné merit pH pri regeneraci pomoci lakmusového papirku, ale miize se pouZit
I pH metr.

6.2 Regenerace AMBERLITE IR 120

Spodni odtokova ¢ast kolony se uzavie, kolona se naplni az po okraj vodou (1) a utésni se
zatkou. Kypfeni pryskyfice se provede opakovanym otocenim kolony o 180°. Nasledné
se katex promyje asi 2000 ml kyseliny chlorovodikove (5). Pak se katex promyje vodou (1)
do neutrélni reakce pH.
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7 Vypocet a vyjadieni vysledku
7.1  Stanoveni vlhkosti pevného vzorku

Obsah vlhkosti v hnojivu vyjadieny hmotnostnim zlomkem v procentech wy se vypocte podle
vztahu

Wy = (my-ms) / my x 100 (%)
Wy vlhkost vzorku (%)
my hmotnost vihkého vzorku (g)
ms hmotnost vysuSeného vzorku (g)

7.2 Vyjadieni hmotnosti pivodniho vzorku korigované na susinu
Navazka pevneho vzorku v susiné ms se vypocte podle vztahu
Mk = Mpyv X (1 —wy / 100) (9)

Mk hmotnost vzorku korigovana na susinu (g),
Mpv  hmotnost plivodniho vzorku (g),

Wy vlhkost vzorku (%).

7.3 Stanoveni obsahu popela ve vysusené srazeniné HA nebo HFA

Obsah popela vyjadieny hmotnostnim zlomkem v % ve vysuSené srazeniné¢ (HA nebo HFA)
se vypocte podle vztahu

P=mp/ m, x 100 (%),
P obsah popela ve vysusené srazeniné (HA nebo HFA) (%),
mp hmotnost popela (g),
Ma hmotnost vysuSené HA nebo HFA pied spalenim (g).

7.4 Stanoveni vysledné hmotnosti HA nebo HFA

Obsah ¢isté HA nebo HFA (MCga vem) V g V navazce puvodniho vzorku (mpy) se vypodita
podle vztahu

MCHA HFa) = MHa HFa) X (l - P/lOO) (g)
MCha, Hra) vysledna hmotnost HA nebo HFA (g),
Mka, Hen) celkova hmotnost extrahovane frakce HA nebo HFA (g),

P obsah popela v analytu HA nebo HFA (%).
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7.5  Stanoveni obsahu HA a HFA v pevném vzorku

Obsah HAp nebo HFAp v pevném vzorku vyjadieny hmotnostnim zlomkem v % se vypo¢ita
podle vztahu

HApP(HFAP) = MCa, ven / Mk % 100 (%)
HAp (HFAp) obsah HA nebo HFA v pevném vzorku (%),
MCHa Hra) vysledna hmotnost HA nebo HFA (g),
Mk hmotnost vzorku korigovana na susinu (g),

7.6  Stanoveni obsahu HA a HFA v kapalném vzorku

Obsah HAL nebo HFAL v kapalném vzorku vyjadieny hmotnostnim zlomkem v % se vypo¢ita
podle vztahu

HAL(HFAL) = MCga vea/me x 100 (%)
HAL(HFAL) obsah HA nebo HFA v kapalném vzorku (%),
MCHa Hra) vysledna hmotnost HA nebo HFA (g),

m. hmotnost navazky kapalného vzorku (g).

7.7  Stanoveni sumy HA a HFA ve vzorku

Celkovy obsah HA a HFA ve vzorku vyjadieny hmotnostnim zlomkem v % se vypocita jako
soucet obou slozek a udava obsah huminovych latek ve vzorku.

Poznamka

17 Vzhledem K vyrazné vyssi koncentraci HA nez HFA ve vzorcich obvykle staci
pro stanoveni obsahu huminovych latek ve vzorku pouze stanoveni HA.

8 Literatura
ISO/CD 19822 Fertilizers and soil conditioners — Determination of Humic
and Hydrophobic Fulvic Acid Concentrations in Fertilizer Materials. 2015.
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