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Uvod

Uhlie a produkty jeho spracovania hraju doélezitu tilo-
hu hlavne v energetickych potrebach spolo¢nosti. Okrem
toho uhlie predstavuje unikatny prirodny zdroj organic-
kych zlucenin, ktory je moZné vyuzit' v r6znych oblastiach
priemyslu' (napriklad skvapaliiovanim uhlia sa ziskavaji
rozne organické latky a chemikalie, aromatické zliCeniny
modzu byt prevedené na cenné chemikalie, ako je fenol
alebo naftalén). Uhlie méze byt vyuzivané na ziskavanie
réznych uhlikovych materialov typu uhlikovych vlédkien,
aktivneho uhlia, grafitovych materidlov, fulerénov alebo
nanorarok?. Unikatne zludeniny z uhlia ako su terpény
a huminové kyseliny maji zaujimavé vlastnosti z hl'adiska
ich biologickej aktivity™*.

Z fyzikalneho hradiska je uhlie dvojzlozkovy systém’® .
Prvou zlozkou je makromolekularna siet’, zlozena z aroma-
tickych klastrov, spojenych mostikmi (neextrahovatelné
zlozky). Druhou zlozkou je mobilna faza, tvorena nizko-
molekulovymi, extrahovateInymi latkami. Obidve zlozky
st su¢astou vietkych typov uhlia'®. Mobilna fizu tvori
mnozstvo aromatickych, alifatickych a alicyklickych latok.
Medzi nimi maja zvlaStny vyznam terpenické biomarkery,
ktor¢ je mozné vyuzit pre Stadium vzniku uhlia
a diagenetickych procesov prebiehajucich v minulosti. Do
skupiny uholnych biomarkerov patria latky s rigidnym
tetracyklickym skeletonom, ako s kaurany, fylokladany
a beyerany''.

V handlovskom hnedom uhli sa vyskytuji niektoré
vzacne terpenoidné latky s potencialnou biologickou
aktivitou®. Jednym z hlavnych komponentov je tetracyklic-
ky diterpén 16a(H)-fylokladan, ktory vykazuje slabu ge-
notoxickli a selektivnu antimikrobialnu aktivitu*'*. Tato
zlicenina by mohla sluzit' aj ako prekurzor pre syntézu
derivatov s vyssou biologickou aktivitou, a preto boli hl'a-
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dané postupy jej izolacie z uhlia. Najbeznejsim a najrych-
lejsSim spdsobom ziskania nizkomolekulovych latok je
extrakcia a nasledna separacia extraktu v spojitosti s iden-
tifikaénymi metddami. Extrakcia zavisi nielen od typu
extrakénej metody, ale aj napr. od Cdistoty, zlozenia
a zrnitosti vzorky. Mechanickd aktivacia mletim, resp.
aktivaéné mletie je jednym z kI"aCovych krokov predex-
trakénej Gpravy uhlia'®. Mechanickou aktivaciou uhlia
dochéadza nielen k jeho zdrobneniu a tym k spristupneniu
extrakéného c¢inidla do matrixu uhlia, ale aj k zmenam
v organickej Struktire uhlia'* a uvolneniu latok zadrziava-
nych v polymérnom matrixe.

V tomto prispevku su testované a porovnané rdzne
extrakéné postupy pre izolaciu 160(H)-fylokladanu
z mechanicky aktivovaného hnedého uhlia, t.j. klasicka
extrakcia v Soxhletovom  pristroji,  nizkoteplotna
a vysokoteplotna superkritickd fluidn4 extrakcia a mikro-
vInna extrakcia.

Experimentalna cast’
Postup pripravy vzoriek a ich charakterizacia

Zakladna vzorka uhlia, odobrata z Bane Handlova
(Hornonitrianske bane Prievidza, a.s.) bola drvena v ¢el'us-
tovom drvi¢i a vo vibratnom celustovom mlynceku. Dr-
venim a kontrolnym triedenim za sucha na site s okatostou
5 mm sa z povodnej vzorky uhlia pripravila vsadzka pre
rozdruzovanie v hydrocyklone so zrnitostou 0-5 mm.
Rozdruzovanie sa realizovalo v hydrocyklone bez pouzitia
zat'azkavadla (Water Only Cyclone). Detailny postup roz-
druzovania uhlia aschéma hydrocyklonu je uvedena
v predchadzajtcich pracach'>'°,

Analyzované vzorky (zakladna vzorka — Z1 a prepad
z hydrocyklonu — P1) boli podrvené pod 0,5 mm
a pripravené na mechanicka aktivaciu v planetarnom mly-
ne Pulverisette 6 (Fritsch, Nemecko) za podmienok, ktoré
st uvedené v praci Zubrika®. Specificky povrch (Sx) vzo-
riek bol merany pristrojom Gemini 2360 (Micromeritics,
USA) metédou BET. Granulometrickd analyza bola vyko-
nand laserovym analyzatorom Sympatec Helos 12LA
s disperznym podavacom Rodos SR za sucha (Sympatec,
Nemecko).

Prvkova analyza (CHN) bola realizovana na analyza-
tore Carlo Erba Model 1106 (Carlo Erba, Taliansko). Ob-
sah popola, obsah SiO, a celkovéa sira sa stanovila podla
Standartnych analytickych metod. Ostatné prvky boli sta-
novené atomovou absorp¢nou spektrometriou (Fast Sequ-
ential AA240FS, Varian, Australia).

Extrakcia

Nizkoteplotnd superkritickd fluidné extrakcia (LSFE):
Experimenty nizkoteplotnej superkritickej fluidnej extra-
kcie s oxidom uhli¢itym boli vykonané na pristroji SE-1
vyrobenom firmou SEKO-K, Brno, Ceska republika. Pod-
mienky extrakcie boli nasledovné: hmotnost’ vzorky uhlia
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bola 1g, celkovy extrakény cas 90 min, tlak 30 MPa
a teplota 90 °C.

Vysokoteplotnd  superkriticka  fluidna extrakcia
(HSFE): Schéma pouzitého pristroja je uvedena v praci
Czechovskeho a spol.'”. Extrakcia prebiehala 60 min pri
tlaku 12—13 MPa a teplote 300 °C, resp. 340 °C. Hmotnost’
vzorky bola 2,5 g. Ako rozpustadlo boli pouZité cyklohe-
xan a izopropylalkohol v pomere 9:1. Prietok rozpustadla
bol 60 ml h™'. Po extrakcii bol extrakt prefiltrovany.

Mikrovinna extrakcia (ME): Pre mikrovinni extra-
kciu uhlia bola pouzita Specidlne upravena mikrovinna pec
AVM  434/WP/HP (Whirlpool, Svédsko) s vykonom
500 W a frekvenciou 2,45 GHz. Pokusy boli realizované
v 500ml varnej banke napojenej na refluxny chladiaci sys-
tém. 20 g uhlia bolo extrahované s 250 ml dichlormetanu
pocas 20 min (cit.*'®). Ziskany extrakt uhlia bol prefiltro-
vany.

Soxhletova extrakcia: Vzorka uhlia o hmotnosti 10 g
bola  podrobena  klasickej  Soxhletovej  extrakcii
v dichlérmetane (300 ml). Soxhletova extrakcia trvala
72 hodin vo vodnom kupeli pri teplote bodu varu rozpus-
tadla. Ziskany extrakt uhlia bol prefiltrovany.

Vsetky ziskané extrakty uhlia boli
a zvazeneé.

vysusené

Izolacia 16o(H)-fylokladanu z extraktov

Izolacia a Strukturdlna charakteristika bola vykonana
z extraktu ziskaného mikrovinnou extrakciou podla pred-
chadzajucich pokusov*'*'®'® Po extrakcii mechanicky
aktivovanej vzorky P1 roéznymi metédami boli vysuSené
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extrakty rozpustené v 1 ml n-hexanu. Pred samotnou sepa-
raciou v kolone sa extrakty re-extrahovali na SPE kolon-
kach (Chromabond SiOH, Macharey-Nagel GmbH +
Co. KG) s vacsim mnozstvom n-hexanu (100 ml). Rozpts-
tadlo bolo odparené a zvysok kazdé¢ho extraktu bol d’alej
separovany do 4 frakcii v kolone. Kolona bola naplnena
silikagélom (5 g, Kieselgel 60), cez ktorti pretieklo 80 ml
n-hexanu. Boli zachytené Styri frakcie (F1 az F4) po 20 ml
rozpustadla.

Rozptstadlo bolo odparené zo vsetkych 4 frakcii
a tieto frakcie boli analyzované tenkovrstvovou chromato-
grafiou a plynovou chromatografiou s hmotnostnou detek-
ciou (GC/MS).

Schéma celého procesu extrakcie a izoldcie diterpé-
nov zo slovenského hnedého uhlia je znazornena na obr. 1.

Vysledky a diskusia
Fyzikalna Gprava v hydrocyklone

Hydrocyklonovou tpravou sa zo zakladnej vzorky
uhlia (Z1) ziskali tri produkty: Tahky produkt na prepade
(P1) pri hmotnostnom vynose 29,37 %, d’alej tazky pro-
dukt na vytoku (21,91 %) a kal zrnitosti pod 250 um ako
obehova vsadzka (48,72 %). Hodnotené boli vzorky Z1
aPl. Vysledky ich analyzy st uvedené v tab. I. LCahky
produkt P1 mal podstatne niz8i obsah popola ako zdkladna
vzorka Z1. Hydrocyklonovou upravou sa tak v tomto pro-
dukte podstatne znizil obsah popolovin ako SiO,, Fe a Sr,
pricom doslo k jeho nabohateniu spaliteI'nymi, organicky-

Odber vzorky
uhlia

’ Izol4cia diterpénov ‘

— | Drvenie, mletie | ——

’ Analyza extraktov ‘ — —

Fyzikalna uprava
hydrocyklonom

l

Mechanicka aktivacia
uhlia

Obr. 1. Schéma separa¢ného postupu pre ziskanie diterpénov z uhlia

Tabulka I

Vysledky analyz hnedého uhlia z lokality Handlova

Produkt  A4%[%] V*[%] CY[%] H'[%] N'[%] O%[%] Sr[%] SiO,[%] Fer[%] As [ppm]
Pl 7,70 32,52 61,33 5,57 0,68 23,56 1,16 3,33 0,93 73,40

Z1 39,65 22,32 42,92 3,86 0,50 12,00 1,17 21,25 3,45 90,11

A — popol, V — prchavé latky, ¢ — v susine, 1 — celkovy obsah, O? — podla vzorca 100 — (4°+ C*+ H*+ N%+ S%))
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mi  latkami  (CY H¢ 5,57 %).
Z predchadzajtcich experimentov™ ™ je zrejme, Ze produkt
P1 obsahuje najvdcSie mnoZzstvo diterpénov, preto tato
vzorka bola vybratd ako najvhodnejSia pre vsetky extra-
kéné experimenty.

61,33 %,

4,16

Mechanick4 aktivacia uhlia pre extrakéné
experimenty

Je zname, ze niektoré organické zluceniny st zadrzia-
vané na uholnom polymérnom matrixe'’. Vychadzalo sa
z predpokladu, Ze pri mechanickej aktivacii uhlia dojde
k zdrobneniu materidlu atym k spristupneniu molekuly
rozpastadla k uhol'nému matrixu a dalej k poruseniu
Struktary uhlia®'®, pripadne priamo k uvolneniu jednotli-
vych molekal zo Struktary uhlia. Preto po tUprave
v hydrocykléne boli jednotlivé vzorky mechanicky aktivo-
vané vysoko intenzivnym mletim a nasledne pomocou
granulometrie a meranim $pecifického povrchu bola vyse-
lektovana optimalne pomleta vzorka. Pocas mechanickej
aktivacie uhlia bola sledovana distribucia Castic pri roz-
nych Casoch mletia, jednak wuvzorky P1 (obr.?2)
s porovnanim so zakladnou vzorkou Z1 (obr. 3). U vzorky
P1 doslo k najvédcsiemu poklesu stredného priemeru zrna d
(vnatorny obr.2) pocas mechanickej aktivacie v Case
20 min na hodnotu 5,9 um. Kumulativne krivky Pl
20 min, P1 60 min aPl 120 min maju podobny tvar
a hodnoty stredného priemeru zrna sa uz velmi neliSia.
Kumulativne krivky pre zakladni vzorku hnedého uhlia
Z1 su zobrazené na obr. 3. UZ pri Sminitovom mleti uhlia
Z1 stredny priemer zrna dosiahol hodnotu 5,5 um
(vnuatorny obr. 3), ¢o je v porovnani s l'ahkym produktom
P1 markantny rozdiel (dso(P1) bol 26 pm). Dalsim mletim
sa hodnota stredného priemeru zrna uhlia Z1 pomaly zni-
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Obr. 2. Kumulativna krivka podsitného podielu ¢astic po me-
chanickej aktivacii uhlia (P1) pri roéznych ¢asoch mletia: 5
min (m),10 min (0), 20 min (A), 60 min (A), 120 min (®); myynos
— hmotnostny vynos. Vnutorny obrazok: Zavislost' stredného
priemeru zrna (dsg) od ¢asu mechanickej aktivacie (fusetia)
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zuje az na hodnotu dso 3,1 um.

Priebeh kriviek, ktoré znazoriiuju zavislost’ Specific-
kého povrchu S, od Casu mechanickej aktivacie u vzoriek
Z1 a P1 je zobrazeny na obr. 4. U vzorky P1 dochadza po
Sminutovom mleti najskor k poklesu hodnoty S v porov-
nani s neaktivovanou vzorkou a potom k postupnému na-
rastu S, s casom mletia. Tento jav mdze byt spdsobeny
napriklad agregaciou zfn, resp. Castic. U vzorky Zl1
s vysokym obsahom popola dochiddza k pozvolné-
mu poklesu hodnoty S, s casom mletia. Ale aj tak ma
vzorka Z1 vo vSetkych pripadoch vyssiu hodnotu Specific-
kého povrchu v porovnani so vzorkou P1.
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Obr. 3. Kumulativna krivka podsitného podielu ¢astic po me-
chanickej aktivacii uhlia (Z1) pri roznych ¢asoch mletia: 5
min (m),10 min (0), 20 min (A), 60 min (A), 120 min (®); 7ygnos
— hmotnostny vynos. Vnutorny obrazok: Zavislost’ stredného
priemeru zrna (dsg) od ¢asu mechanickej aktivacie (fyetia)
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Obr. 4. Zavislost’ Specifického povrchu (S4,) od ¢asu mletia
(tmietia) Pri vzorkach P1(o) a Z1(m)
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Na zéklade uvedenych merani bola vybrata optimélne
mleta vzorka P1 20 min so strednym priemerom zrna dsy =
5,9 um, S, = 3,78 m? g’l. 20 minut je z hladiska spotreby
energie a Casu a zlepSeni parametra vzorky najvyhodnejsi
¢as mletia. Takto aktivovana vzorka P1 bola pouZivana pre
extrakéné experimenty.

Porovnanie jednotlivych extrakénych metdd
pre extrakciu tetracyklickych diterpénov

Po separécii extraktov v kolone boli frakcie analyzo-
vané tenkovrstvovou chromatografiou. Vo frakcidch F1
bola identifikovand iba jedna Skvrna s retencnym faktorom
(Rg) = 0,91. Jedna sa o nepolarne saturované uhlovodiky.
V ostatnych frakciach tato Skvrna nebola identifikovana.
Vo frakcii F2 nebola pozorovana ziadna skvrna. Vo frakcii
F3 aF4 boli identifikované polarnejsie latky s Ry =
0,48 resp. 0,33. GC/MS analyza potvrdila, ze frakcia F1
vSetkych extraktov ziskanych réznymi metédami je rovnaka
a obsahuje 4 diterpény (obr. 5). Tetracyklicky diterpén —
160u(H)-fylokladan (82,5 %) a tricyklické diterpény — izo-
pimaran (11,4 %), 18-norizopimaran (4,0 %) a abietan
(2,1 %). Hlavna zlozka (160(H)-fylokladan) bola potvrde-
né pomocou HR-MS, *C NMR, 'H NMR a GC-IR (cit.'®).

Utinnost’ jednotlivych extrakénych technik na extra-
kciu 16a(H)-fylokladanu bol sledovany pomocou urcenia
hmotnosti frakcie F1 (mp;) s prepoCtom na percentudlny
hmotnostny vynos (ygi), ktory sa vztahuje na povodni
hmotnost’ uhlia:

Ve = Mgy X loo/muhlie

Z experimentalnych vysledkov vyplyva (obr. 6), Ze
najlepSou extrakénou metodou je vysokoteplotna superkri-
tickd fluidn4 extrakcia. Potvrdzuju to vynosy frakcie F1 pri

Obr. 5. Struktirne vzorce diterpénov izolovanych z Handlov-
ského hnedého uhlia'®. Identifikované zlozky: 160(H)-fylokladan
(I), isopimaran (II), 18-norizopimaran (III), abietan (IV)

726

Laboratorni pfistroje a postupy

T g, % 1.5 9

7

=y

‘v
4
%

0.9 1

o
S
L

0.6 1

%
e

‘v
i
e

0.3 1

o
o
L

= =

Soxhlet

b2

ME

"v
[ 2
e

ol

LSFE HSFE 340°C HSFE 300°C

Obr. 6. Hmotnostny vynos frakcie F1 po Soxhletovej extrakcii,
LSFE, HSFE pri 300 °C a 340 °C a 20minutovej mikrovinnej
extrakcii s dichlormetanom (ME); extrahovana bola vzorka
uhlia P1

obidvoch teplotach (300 °C a 340 °C). Vynos frakcie F1
z HSFE 340 °C je priblizne 0 0,5 % vyssi ako pri HSFE,
ktora prebiehala pri 300 °C. Vynosy z ostatnych typov
extrakcie su vyrazne nizSie. Vynos F1 po Soxhletovej ex-
trakcii bol 0,386 % a po mikrovinnej extrakeii 0,254 %.
Najnizsi vynos poskytla metoda LSFE.

Extrakcia superkritickym fluidom je z technického
hl'adiska vel'mi naroc¢na. V laboratdérnych podmienkach je
relativne jednoduchd mikrovinna extrakcia a Soxhletova
extrakcia. Mikrovinna extrakcia v porovnani s ostatnymi
technikami m4 jednu velka vyhodu a to, Ze je ovela rych-
lejsia. Soxhletovou extrakciou sa podarilo pripravit’ len
00,133 % viac F1 ako v pripade 20minutovej mikrovlnnej
extrakcie. Teoreticky sa za 72 hodin moze zopakovat
20minutova mikrovlnna extrakcia 216krat.

Neprehliadnutelnym a dolezitym udajom je ziskané
mnozstvo 16a(H)-fylokladdnu z handlovského uhlia.
Z extrakcie 20 g uhlia P1 20 min dichléormetanom sa
odseparovalo 50,8 mg frakcie F1, t. j. teoreticky 40,4 mg
16a(H)-fylokladanu  (vynos 0,202 %). V porovnani
s literdrnymi dajmi uvedenymi pre Struktirne podobné
latky z rastlin je to relativne vysoky udaj. Napriklad, extra-
kciou 10 kg Oryza sativa sa ziskalo iba 10 mg orizaterpe-
nolu (fyloklad-15-én-6B-14Bdiol) (vynos 0,0001 %)".
Alebo z 21 kg Pseudognaphalium vira vira (Asteraceae)
sa ziskalo 7,8 g kyseliny ent-16-kaurén-19-ovej (vynos
0,0370 %) a 6,2 g kyseliny ent-3B-hydroxy-16-kaurén-19-
-ovej (vynos 0,0295%)*. Hou aspol®' izolovali
8 kaurdnovych diterpénov z Isodon xerophilus. Hmotnost-
ny vynos po extrakcii a izolacii bol v rozsahu 0,00042 az
0,0398 %. D4 sa konstatovat’, ze extrakcia tetracyklického
diterpénu zo slovenského hnedého uhlia je v porovnani
s extrakciou podobnych zlucenin z rastlin omnoho efektiv-
nejsia a aj o dost’ jednoduchsia. Z praktického hl'adiska je
v nasich podmienkach mozZné izolovat" velké mnozstvo
16a(H)-fylokladanu v relativne kratkom case, ¢o dava
moznosti nielen pre d’alSie experimentalne Stidium biolo-
gickej aktivity, ale aj nové moznosti pri organickej syntéze
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roznych fylokladdnovych derivatov zo zakladného tetra-
cyklického skeletu.

Zaver

Z porovnania jednotlivych extrakénych technik vy-
plyva, Ze najlepSou extrakénou metodou z hl'adiska vynosu
tetracyklického diterpénu — 160(H)-fylokladanu je vyso-
koteplotna superkriticka fluidna extrakcia. Ostatné techni-
ky su sice menej U€inné, ale niektoré z nich sa mozno lep-
Sie uplatnia v praxi. Napriklad mikrovinna extrakcia je
technicky aj Casovo menej naroc¢na. Pri extrakcii, separacii
a izol4cii tetracyklického diterpénu z handlovského hnedé-
ho uhlia bol dosiahnuty relativne velky vynos, ¢o naznacu-
je dalSie mozné vyuzite pri syntéze novych fylokladano-
vych derivatov s naslednym testovanim biologickej aktivi-
ty. Jedné sa o prvy vysledok, kde bol z fyzikalne uprave-
ného a mechanicky aktivovaného handlovského hnedého
uhlia izolovany tetracyklicky diterpén fylokladanového
typu. Tento vysledok mdze napomoct’ aj k blizSiemu po-
znaniu slovenského hnedého uhlia z pohl'adu identifikacie
biomarkerov a k objasneniu flory, zktorého toto uhlie
vznikalo.

Autori dakuju F. Czechovskému, M. Stolarskému,
K. Venturovi a V. Jezovej za umoznenie, odborni pomoc
pri realizdcii superkritickej fluidnej extrakcie. Tato praca
bola  podporovana  grantovym  projektom  VEGA
¢ 2/0114/13, grantovym projektom GACR P206/12/1093
a vyskumnym zamerom RVO 61388963.

Zoznam skratiek a symbolov

Al obsah popola v susine

BET metdda merania Specifického povrchu zalo-
zena na zaklade tedrie Brunauera, Emmetta
a Tellera

D velkost’ zrna

dso stredny priemer zrna

F frakcia po kolonovej chromatografii

HSFE vysokoteplotna superkritickd fluidna extra-
kcia (High-Temperature Supercritical Fluid
Extraction)

LSFE nizkoteplotna superkriticka fluidnd extra-
kcia (Low-Temperature Supercritical Fluid
Extraction)

ME mikrovlnnd extrakcia

P1 I'ahky produkt — hydrocyklonovy prepad

P1 X min vzorka uhlia P1, ktord je mechanicky akti-
vovana po dobu X minut

Ry reten¢ny faktor

Sa $pecificky povrch

SPE extrakcia tuhou fazou (Solid Phase Extra-
ction)

ve obsah prchavych latok v susine

w? obsah vody, analyticky
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zdkladnd — fyzikdlne neupravend vzorka
uhlia, ako podanie do hydrocyklénu (vstup)
percentualny hmotnostny vynos
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A. Zubrik?®, M. Lovas”, S. Dolinska®, S. Hredzak®,
L. Tur&aniova®, J. Cva¢ka®, and V. Vrkoslav® (“ Institute
of Geotechnics, Slovak Academy of Sciences, KoSice, Slo-
vak Republic, "Institute of Organic Chemistry and Bioche-
mistry, Academy of Sciences of the Czech Republic, Pra-
gue, Czech Republic): Extraction Processes in Isolation
of Diterpenes from Coal

The paper deals with the extraction of a tetracyclic
diterpene from Slovak sub-bituminous coal. The extraction
procedures used were Soxhlet, microwave-assisted, low-
temperature supercritical fluid and high-temperature super-
critical fluid (HSFE). The yield of the diterpene fraction
containing 82.5 % of 16a(H)-phyllocladane was used to
determine the efficiency of extraction procedures. HSFE
seems to be the best though demanding procedure. The
yield of the diterpene fraction obtained by Soxhlet and
microwave-assisted extraction was 0.386 % and 0.254 %,
respectively. Microwave-assisted extraction is much
shorter compared with the other ones (min vs. days).
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