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I. Wstep

Dotychczasowe wyniki badan chemicznych nad humusem, prowa-
dzonych zaréwno metoda analizy jak i syntezy, nie sa zadowalajace.

Niewatpliwie natomiast stwierdzono bardzo wazne znaczenie hu-
musu dla zycia ro$lin. Szczegolng uwagg do problemu wptywu préch-
nicy na wzrost roslin przywigzujg tacy wybitni hadacze radzieccy, jak
W. Wiliams (27) i A, W. Blagowieszczenskij (2).
W ,,Gleboznawstwie Wiliamsa podkre§lona jest doniosla rola
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prochnicy jako kompleksu egzoenzymow, majacych decydujace zna-
czenie dla zycia mikroflory glebowej oraz jako czynnika warunkujacego
»gruzetkowata", przepuszczalng strukture gleby.

Znany biochemik radziecki A. W. Blagowieszczenskij
i A.A. Prosorowskaja (2) udowodnili bezposredni wplyw
substancji humusowych na zwiekszenie pobierania azotu i potasu
przez len.

Polscy uczeni, zajmujacy si¢ problemem préchnicy, jak B. Ni-
klewski (13—18), J. Wojciechowski (17, 18, 28), Gu-
minski i inni, stwierdzili rowniez dodatnie dziatanie humusu na
wzrost rodlin i na pobieranie przez nie soli mineralnych.

O doniostym znaczeniu prochnicy dla rolnictwa $wiadczy praca
R. Lieskego (12), wedlug ktorej otrzymano 500/, wzrost plonéw
pszenicy, burakow i ziemniakow pod dziataniem substancji humuso-
wych z wegla brunatnego.

W zrozumieniu waznosci roli humusn od dawna starano sie wy-
$wietli¢ mechanizm jego dzialania na rosliny, a w szczegdlnoéci zde-
finowaé prochnice chemicznie. Niestety, do chwili obecnej nie ustalono
doktadnie nawel podstawowych cech fizyko chemicznych substancji
humusowych, a wyniki nawet najnowszych badan sg czesto sprzeczne
z sobg. Dlatego wydaje sie rzecza konieczng rozpoczaé prace od wstepu
zawierajacego krotki przeglad nowszych badan, dotyczacych chemii
humusu.

Zadaniem pracy niniejszej hylo zbadanie mozliwosci zastosowania
metody chromatograficznej do rozdzielenia kompleksu substancji proch-
nicznych na skale analityczng i preparatywna, co umozliwitoby ich
okreslenie chemiczne i dopomoglo do wyswietlenia mechanizmu dzia-
tania humusu na rosliny. Giéowna bowiem przeszkodg w chemicznych
badaniach nad préchnica jest brak odpowiedniej metody otrzymywania
substancji prochnicznych w stanie niezmienionym i czystym.

Il. Wyniki nowszych badarn nad humusem

Sklad humusu wedlug monografii Sven Odena (19) z roku 1922.
a) Jako giéwne substancje humusn podaje Sven Oden:
l. Ulmina albo tzw. ,,wegiel humusowy", nierozpuszczalny w wodzie, alko-
holu etylowym i lugach.

2. Kwas humusowy — rozpuszczalny w zasadach i wodnych roztworach
szczawianu sodu.
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3. Kwas hymatomelanowy (albo ulminowy) - rozpuszczalny w zasadach,
w roztworze szczawianu i w alkoholu etylowym.

4. Kwasy fulwonowe, rozpuszczalne w wodzie, zasadach i alkoholu etylowym.
5. Estry kwaséw zywicowych (woski).

Mieszaning tych zwigzkéw mozna otrzymaé przez peptyzacje humusu z gleby

lub torfu, przy pomocy szczawianu sodu.
Sven Oden podat dla ,kwasu humusowego" (p. 2) nastepujacy wzor:
Coo - Hs:0:4(COOH), c. czast. 1350.
b) Przygotowanie preparatéw humusu wedlug Oden a.

Torf po rozdrobnieinu zadawano 19/, HCI celem rozlozenia nierozpuszczalnych
humianéw wapnia. Nastepnie ekstrahowano przy pomocy 4n NH,OH. Z ekstraktu
wytracal Oden czgs¢ koloidéw przez zakwaszenie HCl. Osad po odsaczeniu
ekstrahowat alkoholem etylowym, oddzielajac w ten sposéb frakcje rozpuszczalna
w alkoholu etylowym (tj. ..kwas hymatomelanowy™) oraz frakcje nierozpuszczalna
w alkoholu (tj. ,kwas humusowy™). Podkresli¢ nalezy, ze sam Sven Oden
zdawal sobie sprawe ,ze jego sposéh rozdzielania jest nieiloSciowy i przyblizony
ze wzgledu na malg sclektywnosé uzytych rozpuszczalnikéw w stosunku do sub-
stancji humusowych.

Szczegdlnie w odniesieniu do ,kwasu hymatomelanowego® Sven Oden
przyznaje, ze¢ otrzymanie stosowanymi przez niego me-
todami czystego zwiazku jest niemozliwe Jako zanieczyszcze-
nia wystepuja tu: zol ,kwasu humusowego", estry kwasow zywicowych i woski.
Wiasnoéci .kwasu hymatomelanowego®, otrzymanego przez Odena, hyly naste-
pujace:

barwa z6tto-brunatna,
wsp. ekstynkcji 0,064 (stezenie 0,04.10—3g w | ccm, di. fali 577 —
9 milimikronéw),

ciezar réwnowaznikowy (,tymczasowy” — dop. Odena) = ca 200,
sole wapniowcow i met. ciezkich tego kwasu sg w alkoholu nie-
rozpuszczalne.

2) Przygotowanie preparatéw humusu metoda
K. Simona (23), (r. 1929).

Simon, stwierdzajagc zmiany humusu podczas traktowania zasadami, uwaza
ekstrakcje w $rodowisku alkalicznym za niewlasciwg i proponuje¢ ekstrakcje
humusu w $érodowisku stabo kwasnym przy uzyciu NaF lub (COONa).. Metoda
Simona polega na zadaniu rozdrobnionego surowca (torf lub wegiel brunatny)
1 n HCI. a nastepnie po odsaczeniu, 19/, roztworem (NaOOC): w stosunku 10 obj.
roztworu na | cz. torfu. Przez dodatnie H,SO, doprowadza sie warto$¢ pH do 6.
Po kilku dniach ekstrakt odsacza sie i dla wytracenia kwaséw huminowych za-
kwasza 100/, HsSOs. Wytracony zel po ods3aczeniu ponownie rozpuszcza sig w szcza-
wianie i powtarza wytracenie celem oczyszczenia.

3) Krytyke wyzej opisanych metod przygotowania
preparatow humusu przeprowadzili F. Fischer i G. Schra-
der (7), ktérzy wypowiedzieli poglad, ze otrzymanic ,pierwot-
nych®* kwaséw humusowych (takich jakie wystepujga
w glebie), jest rzecza niemozliwa
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Fischer i Schridder uwaiaja, ze zwiazki humusu otrzymane wedlug

tych metod ulegaja zmianom chemicznym gléwnie wskutek utlenienia podczas pre-
parowania.

4) Van Bemmelen (1) pisze doslownie: ,Substancje humusowe, za-
réwno powstale w przyrodzie z resztek roslinnych, jak i otrzymane dzialaniem
kwaséw i zasad na weglowodany, majag budowe zloton3. Wszelkie usilto-
wania rozdzielenia ich na chemicetne indywidua przy
pomocy rozpuszczalnikow — wody, alkoholu, kwaséw i zasad, lub wy-

tracenia z roztworéw kwasami i solami metalow, pozostaja bez rezul-
tatow.

5) Chemia humusu w dwietle monografii A Waks-
mana ,Humus" (26), (r. 1936):

1. Przez utlenienie w alkalicznym s$rodowisku fenolu, chinonu lub hydro-.
chinonu mozna otrzymaé ,,sztuczne” kwasy huminowe o wygladzie i wlasnosciach
zblizonych do naturalnych. Jako zasadniczy element budowy kwasu humusowego
podaje Waksman grupe x (CeHsOs): 0 strukturze przedstawionej na rys. 1.

Q.6-

Rys. 1. Element budowy kwasu humdsowego wg Waksmana
The nucleus of the structure of humic acide after Waksman

Grupy takie mialyby sie tworzyé wedlug reakcji:

CeHi(OH)2+2 HeS90s+4 KOH = CgHiOs+ 2 K,S04-|-2 HySO,-{-3 H,0

Powstawanie kwasu humusowego w przyrodzie wedlug Waksmana polega
prawdopodobnie na utlenieniu heksoz wedlug reakcji:

CeH120s + 60 = CoH(O; + 4 H,O.

2. Temperatura rozkladu naturalnego kwasn humusowego wynosi okolo 100°.
Stad wniosek o szkodliwym dzialaniu wyzszej temperatury przy preparatyce humusu.

3. Waksman wymienia nastepujace zwiazki chemiczne wyodrebnione
z humusu:

Weglowoddr nasycony Cs;Hae — otrzymany przez ekstrakcje wrzacym alko-
holem z torfu. Temp. top. 68°, c. wl. 0,78. Rozpuszeza si¢ w eterze i w eterze
naftowym.

Agrosterol i fytosterol — otrzymane jak wyiej.

Mieszanina woskéw i estrow kwaséw zywicowych — otrzymane przez eks
trakcje mieszaning alkoholu i eteru, nierozpuszczalna w wodzie i alkoholu uwod-
nionym. Jest to brunatny proszek, topigcy si¢ w temp. okolo 100°.

Kwasy organiczne:

a) szczawiowy,

b) akrylowy,
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¢) 11 — hydroksystearynowy CHs(CH,)sCHOH(CH,),COOH wyodrebniony
przez Schreinera za pomoca eteru naftowego,
d) 9, 10 — dwuhydroksystearynowy CHs(CH,),CHOH . CHOH (CHs); COOH
wyodrebniony przez ekstrakcje eterem,
e) benzoesowy (2 g na 25 kg gleby).
Oprécz wyzej wymienionych zwigzkéw stwierdzono w humusie obecno$é pen-
tozanéw i pentoz oraz takich substancji bialkowych, jak histydyna i kreatynina.
Odnosnie ,.kwaséw huminowych”, stanowigcych gléwng mase humusu, Waks-
man stwierdza, ze dotychczasowe badania nie pozwalaja na ich zdefiniowanie
chemiczne i podaje w watpliwoéé, czy sa to proste indywidua chemiczne.
6) G. L. Stadnikow (25), (r. 1930), podaje, 7e budowy kwasu hyma-
tomelanowego nie moina okresli¢ ze wzgledu na trudnosci w jego otrzymywaniu.
7) G.J. Sideri (22), (r. 1936) stwierdzil zdolno$é adsorhowania sie
whumianéw" na piasku kwarcowym, przy czym, jak podaje, nie mégl ich eluowaé
2adnym odczynnikiem.

8) A. Hock (10), (r. 1937) stwierdzil zdolno$¢ adsorbowania sie zwigzkéw
humusu z roztworu w (COONa)s na wyzarzonym tlenku glinu. Hock nie zalazl
sposobu na desorpcje zwigzkow, ktére sie zaadsorhowaly.

9) U. Springer (24), (rok 1938) wypowiada si¢ w swojej pracy prze-
ciwko metodzie ekstrakeji K. Simona (23), uwazajac, ze ekstrakcja szczawianem
sodu nie pozwala na uchwycenie prawdziwych stosunkéw ilosciowych i natury
substancji humusowych. Springer zaleca jako $rodek ekstrahujacy 0,50/ NaOH.
Whioski swoje wyprowadza autor na podstawie oznaczen kolorymetryczynch.

10) C. Enders (5, 6), (r. 1942—1943) w serii prac staral sig uzasadnié,
ze naturalne kwasy huminowe powstaja z weglowodanéw i aminokwaséw przez
tzw. reakcje ,melanoidynowa"”. Dobierajac rézne komponenty zawierajace grupe
karbonylowa i aminowa zauwazyl Enders, ze najwigksza szybko$é reakeji po-
wstawania sztucznych substancji humusowych osiaga si¢ stosujac metyloglioksal
CHy;.CO.CHO oraz aldehyd glicerynowy CHO.CHOH.CH,OH przy wartosci
pH 7 — 10.

Badaczowi lemu (6) udalo sie¢ wyodrebni¢ metyloglioksal z gleby w iloSciach
jednak bardzo matych.

11) W. Wiliams (27), (r. 1950) ujmuje problem humusu dialektycznie.
Jest on zdania, ze substancje préchnicy nie s3 przejSciowymi, abiotycznymi pro-
duktami utleniania substancji organicznych.

Wedlug Wiliamsa gléowna masa préchnicy glebowej (cytuje) sa -— ,egzo-
enzymy trzech typéw drobnoustrojéw’, a mianowicie: bakterii tlenowych, beztleno-
wych i grzyhéw.

Wiliams uwaza za niewlasciwy sposéb ekstrakcji stosowanej powszechnie
do humusu, tzn. przy pomocy zasad; twierdzi on, Ze rozpuszczalniki alkaliczne roz-
puszczaja tez kwas krzemowy i tytanowy, ktérych obecno¢ uniemozliwia krysta-
lizacje substancji préchnicznych.

Wiliams otrzymat 3 kwasy prochnicowe w postaci krystalicznej. Stosowal
on wyptukiwanie woda gleby w lizymetrach, w ktérych byly zachowane naturalne
warunki wegetacji roslinnej. Do ekstrakcji bral po 4 ms gleby, do wyplukiwania
ktorej uzywal 5000 1. wody.
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Otrzymat nastepujace frakcje, krystalizujace z wody:

l. kwas ulminowy (albo wedlug Sven Odena (19) — hymatomelanowy),
2. kwas huminowy (humusowy wedlug Sven Odena),
3. kwas krenowy (fulwonowy wedlug Sven Oden a).

Kwasy: ulminowy i huminowy s3 wedlug Wiliamsa podobne w swoich
wilasnosciach. Pod dzialaniem NH, rozkladaja sie, sole ich z metalami Il i 11l war-
tosciowymi eraz metalami ciezkimi s3 nierozpuszczalne w wodzie.

Waznym spostrzezeniem Wiliamsa jest stwierdzenie, 7e kwas u!minowy
i huminowy tatwo przechodza w formy nierozpuszczalne w wodzie, zwane odpo-
wiednio ulming i humina.

Czynnikami powodujgcymi to przejscie moga byé: dlugotrwale ogrzewanie
w temp. wrzenia lub zamrazanie.

Wiliams uwaza tez, ze przy wypieraniu kwasu ulminowego i huminowego
z ich soli wydziela sie humina lub ulmina, ktére pod dziataniem zasad przechodza
w roztwaor koloidalny. Przeobrazenie opisanych kwasow w ulming lub huming jest,
zdaniem Wiliamsa, nieodwracalne.

Kwas krenowy jest bezbarwny, rozpuszczalny w wodzie i kwasach, nie ulega
przeobrazeniom, powoduje zmatowienie szkla, rozpuszcza cyne.

12) F. Scheffer i E Weltz (21), (r. 1950), dokonali w swej pracy
syntetycznego przegladu wspdlczesnego stanu wiedzy o humusie, uzupetniajac go
swoimi wlasnymi badaniami. 5

Przyjmuja oni nastepujaca systematyke substancji humusowych oparta na
starym podziale Sven Odena (19).

substancje niehuminowe

T
|
Humus
(caloéé _, Substancje huminowe
subst. org. (zabarwienie brun.)
gleby).
|
| '
subst. nierozp. w alkaliach rozc. rozpuszczalne w alkaliach
i
rozpuszcaalne nierozpuszczalne niestracalne lub sirqcaloe przes
w stet. NaOH w ate2. NaOH trudno stracalne silne kwary =
= huminy = wegiel humusowy rzez kwasy min.= kwasy humino-
ulwonnwe i hyma- we, brunatny
tomelanawy i azary

Najlepiej zbadane s3 kwasy huminowe, chociaz 1 dla nich nie ustalono jeszcze
dokladnego cigzaru czasteczkowego (okolo 1200). Wazniejsze wlasnosci kwaséw
huminowych, podawane przez Scheffera i Weltzego podiug W. Laa-
tsch'a (15), s nastepujgce:



Chromatografia do rozdzielania subst. préchnicznych

503
ﬂ O[H OH Pl CH
O ym -
ok 8 ok
e -
O\ 0
——9{ %@ i,
o
)
L ok d o
OH " OIH L ﬂ = OH
H g
— " e
O~ 0,
o on g o
Rys. 2.

ciezar czast. 253
mol. weight 253
2,75¢ N.
Synteza sztucznego humusu wg Flaiga
The synthesis of artificial humus after W. Flaig

0 L 8 o £ o
=00, 00~
e Ay AR O O (1L

oh |

f I
=~ (')
ol

e i T

Rys. 349
ciezar czgst. 257
mol. weight 257
5,45% N.
Synteza sztucznego humusu wg Flaiga
The synthesis of artificiul humus after W. Flaig

a) kwasy huminowe maja wlasnosci garbujace,

b) odbudowa przy pomocy ClO; daje pewien 9/, kwasu maleinowego,

c) zwiazki te mozna chlorowaé, otrzymujac trwale chloropochodne.

d) sole Ca‘*, Ba'* i metali cigzkich s3 nierozpuszczalne w wodzie,

e) kwasy huminowe sg nierozpuszczalne w organicznych rozpuszczalnikach,
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f) tworza one szereg homologiczny polimeréw, co stwierdzit Scheffer

przy pomocy ultrawiréwki (20), '

g) kwasy huminowe nie krystalizuja, nie posiadaja temperatury topnienia,

h) na podstawie pomiaréw spektrograficznych w ultrafiolecie mozna wyréznié

2 typy: kwas huminowy brunatny i szary, ktorych mieszaning zwykle spo-
tyka sie w humusie,

i) sklad i sposob powstawania kwaséw huminowych nie jest dotychczas

ustalony.

13) W. Flaig (8), (rok 1950), podejmuje probe wyjadnienia budowy kwa-
sow huminowych na drodze syntezy. Jak wykazal W. A. C. Forsyth (9), kwasy
fulwonowe, uwazane za stadium przejSciowe do kwaséw huminowych, sa fenolo-
wymi glukozydami. Po hydrolizie na fenol i cukier, fenole polimeryzujace wobec Og
na ciemno zabarwione substancje, zblizone do kwaséw huminowych.

Zdaniem W. Flaiga do syntezy sztucznego humusu nalezy wiec uzy¢ fenoli.

Dlatego tez prace W. Ellera, zmierzajace do otrzymania sztucznego hu-
musu z weglowodanéw (4) oraz praca C. Endersa (5), wychodzaca z metylo-
glioksalu, dawaly produkty rdznigce si¢ niektorymi wlasnosciami od naturalnych
kwaséw huminowych.

Opierajac si¢ na tych przestankach W. Flaig przeprowadzil synteze sztucz-
nego humusu wedlug nastepujacego schematu:

Fenole poddawane byly utlenianiu przy pH 8—9 w Srodowisku amoniakalnym
(rys. 2), przy uzyciu tlenu gazowego w stosunku 3 gramoatomy tlenu na 1 gramo-
czasteczke fenolu (hydrochinonuj.

Jezeli natomiast zastosowano utlenienie w stosunRu 4 gramoatoméw 0 na 1
gramoczasteczke hydrochinonu, wtedy otrzaymano nastepujacy przehieg reakeji (rys. 3).

Wzory podane przez W.Flaiga (rys. 2 i 3), mialyby byé zblizone do natu-
ralnej budowy humusuv, na co jednak autor nie przytacza przekonywujacych dowodéw.

1Il. Badania chromatograficzne

W pracy niniejszej ograniczono si¢ na razie do prob z wyciggiem
alkoholowym prochnicy, kiory okazal sie juz w pierwszych doswiad-
czeniach podainy do rozdzielania na kolumnie chromatograficzne;j

Wycigg alkoholowy préchnicy, sporzadzony w sposob opisany
w nastepnych rozdzialach, zawiera niemal wszystkie gtowne skladniki
humusu, ujele w systematyce Sven Odena (19). Zawiera on
bowiem ,kwas hymatomelanowy” i poboczne zanieczyszczenia jako
roztwoér, zas ,,kwas humusowy’* jako roztwor koloidalny, czego dowodzi
obserwowany w nim wyrazny efekt Tyndalla.

Proby chromatogramoéw na réznych
adsorbentach

Do prob wstepnych uzywano rurek szklanych $rednicy 4 mm,
zwezonych z jednego koiica. Koniec zwgzony zapychano od wewnatrz
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watg, nastepnie nasypywano porcjami adsorhent i ubijano przez wstrza-
sanie. Po uformowaniu kolumny diugosci 4 cm upychano warstwe waty
grubosci okolo 1/, cm. Celem przesaczenia cieczy przez kolumne uzy-
wano pompy prozniowej, stosujac cisnienie 300 mm Hg. Kolumny
umocowywane byly przy pomocy korkéw gumowych w kolbach ssaw-
kowych. Wykonano préby z alkoholowymi ekstraktami torfow i wegla
brunatnego na nastepujacych adsorbentach:
I. Al,O3 wediug Brokmanna. Uzywany byl adsorhent nieprazony
oraz prazony w temperaturze:
a) 300° przez 4 godziny,
b) 600° - 4 "
c) 900° , 4 |
We wszystkich probach z Al,Os stwierdzono nieselektywng i nie-
odwracalng adsorpcje. Kolumna w ultrafiolecie fluoryzowala fioletowo
i z6ltawo. Obserwowano wigksze nasilenie zoltej fluorescencji u gory
kolumny, zas wigksze nasilenie fioletu u dotu. Barwy te przechodza
stopniowo jedna w druga. Brak wyraznej granicy.

Opisany obraz uzyskano przy przepuszczeniu przez kolumny 10 ml
ekstraktu alkoholowego z torfu i wegla brunatnego.

Do préb rozwiniecia chromatograméw na Al;Os uzyto na-
stepujacych odczynnikow:
alkohol etylowy 969/,
alkohol izobutylowy 1000/,,
100/, roztwor kwasu octowego w wodzie,
100/ roztwdr kwasu octowego w alkoholu etylowym 969/,
100/p roztwér kwasu olejowego w alkoholu etylowym,
eter,
eter naftowy,
100/, HCI,
100/ NaOH.

Zadna proéba nie dala rozsuniecia warstw ani wyptukania ktéregos
skladnika. Tlenek glinu nie nadaje si¢ zatem do chromatograficzne;j
analizy i rozdzielania alkoholowej frakeji humusu.

2. Wegiel aktywny f-my Mercka. Stwierdzono calkowita adsorpcje
wyze) wymienjonych roztworow. Przeprowadzone proby elucji opisa-
nymi odczynnikami nie daly wyniku.

3. Ziemia okrzemkowa (Techn.). Adsorbent wyprazono w piecu
elektrycznym do temperatury 1000° przez 3 godziny. Siwierdzono nie-
selektywna adsorpcje. Fluorescencja w Swietle ultra-fioletowym —
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fioletowo z6ltawa. Zaadsorbowane zwiazki daja sie tacznie wymywaé
z kolumny 969/, alkoholem etylowym.

4. Celuloza (saczki ilosciowe szwedzkie, marki Munktell Nr OB).
Do chromatogralii ,,papierowej* uzywano paskow wymienionej bibuty
di. 10 cm i szerokosci | cm. Stosowano proste urzadzenie, skiadajace
sie z probowki zatkanej korkiem gumowym, na dnie ktorej znajdowatl
si¢ badany roztwdr, a w nim zanurzony byl koniec paska bibuly. Po-
zwala to na uzyskanie chromatogramu , wstepujacego*, tworzacego

si¢ w atmoslerze nasyconej pary rozpuszczalnika, co ma duzy wplyw
na ostro$¢ powstalych pasow.

Gdy chromatogram ,,wstepujacy osiggal 1/, wysokosci paska,
wyjmowano pasek z ,kamery*, suszono na powietrzu, a nastepnie
n,rozwijano* w identycznej ,kamerze" przez zanurzenie do alkoholu
etylowego 96¢/o, dolnego konca paska.

Proby przeprowadzone z ekstraktem alkoholowyin torfu wysokiego
daty pozylywne wyniki. Otrzymano wyrazne warstwy fioletowe
(w Swietle ultrafiol.) i zolte, przy czym warstwa zoélta przy ,,rozwija-
niu‘‘ chromatogramu przesuwa si¢ do gory, warstwa fioletowa pozo-
staje na miejscu.

5. Tlenek magnezu gruboziarnisty matki ,British Drug Houses
Ltd.“, oznaczony ,,B.D.H. Laboratory Reagent -- Magnesium Oxide—
heavy*. Adsorbeni ten dat pozytywne wyniki
przy chromatograiii wyciaggow ze wszystkich opisanych nizej materia-
16w. Powstaja wyrazne warstwy szczegolnie dobrze widoczne w ultra-
fiolecie; rozsunigcie zwigksza sie po przemyciu alkoholem. Blizszy opis
zastosowania metody chromatografii na MgO do rozdzielenia alkoho-
lowego ekstr. humusu znajduje si¢ w dalszych rozdziatach pracy.

IV. Chromatogrammy na MgO

Uzywano rur cienko$ciennych ze zwyklego, miekkiego szkia. Prze-
waznie stosowane byly $rednice 13—14 mm, niekiedy i 20 mm. Dla
uformowania kolumny rure zwezano w odlegtosci okoto 8 cm od korica,
a po napelnieniu adsorbentem umocowywano w kolbie ssawkowej na
korku gumowym (rys. 4).

Napelnienie rury tlenkiem magnezu ,ciezkim* (heavy) odbywalo
si¢ przez wsypywanie malych ilosci adsorbenta i dlugotrwale uderzanie
koricem rury o stét. Napelnienie rury o $rednicy 13 mm 8-ma gramami
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adsorbent /“d . /

€— zatyczka z waty

0 [wad of cotton/
€—Xkorek gumowy
/rubber corc/
do
pompy préimowe)

fto vacuumpump /

Rys. 4. Aparatura uzywana do adsorbceji chromatogr.
Fig. 4. The apparatus used for the chromatographic adsorption

MgO przez wstrzgsanie w sposob opisany wymaga okolo | godziny.
Stwierdzono, ze ubijanie adsorbenta pretem od gory daje nieréwno-
mierne napelnienie kolumny, co potem wywolnje nieréwne ulozenie
si¢ warstw chromatogramu. Tak przygotowane kolumny byty uzywane
do nizej opisanych doswiadczen. Jako zrédlo ultrafioletu byta uzywana

lampa z palnikiem kwarcowo-rteciowym, o mocy 1000 W, zaopatrzona
w filtr Wooda.

Doswiadczenie 1. Zbadanie zdolnos$ci
rozdzielczej MgO w réoznych warunkach
uwodnienia

Kolumny formowane byty z tlenku magnezu ,ciezkiego* w sposéb
wyze|] opisany (8 g MgO), przy czym stosowano nastepujace stopnie
uwodnienia:
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gora [top/ dét [bottom [
L jasno Brazowy j NV, z6tty [yellow/
il /hell brown/ IV.brunatny [brown/
1. fiol-brunatny [l zottawy
[violettish-brown/ [yellowish/

Rys. 5. Chromatogram alkoholowego ekstraktu torfu na MgO w Swietle
ultra-fioletowym.
Fig. 5. The chromatogram of alcoholic peat-extract on MgO column
in altra-violet leight

L)

a) Kolumna z bezwodnego MgO byta przemywana 20 ml alko-
holu etylowego 960/, Z dodatkiem 5 ml wody. Nastepnie przesgczono
przez kolumne 60 ml ekstraktu alkoholowego z torfu wysokiego, o war-
tosci pH 5 i przemyto 20 ml alkoholu. W wyniku otrzymano chroma-
togram, ktory w ultrafiolecie wykazywal zasadniczo 2 nie ostro za-
znaczone warstwy — gorna fluoryzujaca fioletowo i przechodzaca
stopniowo w warstwe dolng o fluorescencji hrazowe;j.

b) Powtorzono doswiadczenie a) z ta roznica tylko, ze zmniej-
szono dodatek wody do 20 ml alkoholu z 5 ml do 2 ml. W wyniku otrzy-
mano ostrzejsza granice strefly goérnej chromatogramu.

c) Do napelnienia kolumny uzyto tlenku magnezu ogrzewanego
w temperaturze 230°C przez 7 godzin. Do przemycia uzyto 20 ml
960/, alkoholu bez dodatku wody. Otrzymano chromatogram o wyraz-
niej zaznaczonych warstwach. (Rys. 5 -- naturalna wielkos¢).

d) Analogiczne préby wykonano z tlenkiem magnezu prazonym
w temperaturze 300°, 400°, 500° i 700°. Nie stwierdzono zmian w ukla-
dzie stref adsorpcyjnych i ich ruchliwosci przy rozwijaniu.

Do wszystkich nastepnych prob stosowano wobec tego MgO pra-

zony w 230—250°. Dla przeforsowania cieczy wystarczylo ciSnienie
600 mm Hg.

Rozwijanie chromatogramu

Dlugotrwate nawet przemywanie alkoholem etylowym nie dopro-
wadza do rozsunigcia warstw chromatograméw otrzymanych w opisany



Chromatografia do rozdzielania subst. préchnicznych 309

sposob na MgO. Réwniez mieszaniny alkoholu etylowego z izobutylo-

wym w roznych stosunkach nie nadaja sie do rozwijania chromato-
gramu.

Na podstawie tych prob oraz prac poprzednikéw (10 i 22), brano
pod uwage mozliwos¢ silnej chemisorpcji substancji humusowych na
MgO. Rownoczesnie rozpuszczalno$é samego adsorbenta w mocnych
kwasach ograniczala sposoby rozwijania. Dlatego uznano za mozliwe
zastosowanie do rozwijania chromatogramu jedynie zwigzku o silnie
zaznaczonych wlasnosciach dipolowych oraz mozliwie mato zdysocjo-
wanego na jony H: Po szeregu prob wybor padl na kwas olejowy,
ktéory ma duzy moment dipolowy i jest dobrze rozpuszczalny w alko-
holuu Odczynnik ten okazal si¢ odpowiedni do
rozwijania, a nawet czesciowej eluacji chromatograméw sub-
stancji humusowych na MgO.

Zbadano ,zdolno&¢ rozwijania* nastepujacych mieszanin kwasu
olejowego z 969/, alkoholem elylowym na chromatogramach, otrzyma-
nych z wyciagu alkoholowego {orfu wysokiego z Chlebowa (pH 5)
na MgO (8 g), wysuszonym w temp. 230° (objetosé mieszaniny 5 ml).
Dla przesaczenia kwasu olejowego przez kolumng potrzeba bylo obnizyé¢
cisnienie do 100 mm Hg.

Stosunek kwasu olejowegn do alkoholu: Wynik rozwijania chromatogramu:

1:50 nie rozwija,

1:25 przesuwa warstwy o 2—3 mm, lecz nie po-
lepsza ostrosci rozdziatu,

1:10 przesuwa warstwy od 5—10 mm, zwigksza
ostrosé ich granic,

1:75 przesuwa warstwy o 10— 15 mm, daje ostre
granice warstw,

1:5 nie moze hyé uzyty, gdyz adsorbent zostaje

w gornej warstwie czeSciowo rozpuszczony
i tworza sie ,kanaty w kolumnie.

Wniosek — w danych warunkach optymalnie roz-

wija chromatogram mieszanina sktadajaca

sie z 1 objetosSci kwasu olejowego w stosunku

do 7,5 objetosci alkoholu. Stwierdzono, ze niewielkie

odchylenia od tego stosunku, np. 1:8 lub 1:7 nie wplywaja w sposéb
widoczny na zdolno$¢ rozwijania chromatogramu.



310 Jerzy Trojanowski

Chromatogramy ekstraktow alkoholowych
zréznych surowcow wyjsciowych

Po opracowaniu metodyki chromatografii alkoholowych ekstrak-
tow humusu, wykonano préby przy zastosowaniu wyciaggow otrzyma-
nych z nastepujacych surowcow:

1. Torf ,,niski* z glebokosci | m (Zemborzyce pod Lublinem).

2. Preparat kwasow humusowych otrzymanych z torfu niskiego
(Zemborzyce) metodg K. Simona (23), tj. przez ekstrakcje
rozlworem szczawianu sodu.

3. Preparat kwasow humusowych ofrzymanych z torfu niskiego
(Zemborzyce) metodg U. Springera (24). tj. przez eks-
trakcje rozcienczonym roztworem NaOH.

4. Torf niski z Parku Narodowego w Bialowiezy.

5. Torf wysoki (Sphagnum) z miejscowosci Chlebowo pow. QObor-
niki, woj. Poznanskie.

6. Torf wysoki z Parku Narodowego w Bialowiezy.

7. Wegiel brunalny z miejscowosci Trzydnik woj. Lubelskie.

8. Ziemia kompostowa z Plantacji Miejskich w Lublinie (dwu-
letnia).

Doktadny opis ekstrakcji podany jest poniz€j. Nalezy tu podkresli¢
pewna modyflikacje metod, a mianowicie wprowadzenie do-
datkowej ekstrakcji eterem naftowym surowcow oznaczonych numerami
od 1—5. Modyfikacje wprowadzono w celu usunigcia zwigzkow bitu-
micznych, ktore podczas ekstrakcji alkoholem moglyby przejsé do
roztworu.

V. Ekstrakcja surowcéw wyjSciowych

Torf niski Zembhorzyce

a) Ekstrakcja eterem.

Torf wysuszony na powietrzu roztarto i przesiano przez sito o sred-
nicy oczek 2 mm. Cig¢zar suchego torfu -- 6 kg. Ekstrakcja w temp.
pokojowej eterem naftowym (frakcja 30°---60°).

Sposob ekstrake;ji:

Torf zalewano 4 | eteru naftowego, a po 24 godzinach wyciskano
na recznej prasie srubowej, po czym natychmiast wlewano dalsze 4 |
eteru. Torl z rozpuszczalnikiem znajdowal si¢ w naczyniu szklanym
ze szlifem. Powyzszg operacje¢ wykonano 25 razy.



Chromatogralia do rozdzielania subst. préchnicznych 311

Ekstrakty byly bezbarwne. W celu zageszczenia poszczegélne
ekstrakty byly odparowywane az do chwili, gdy ich temperatura wrze-
nia osiggnela 65°C. Poczatkowe wyciagi mialy po zageszczeniu barwe
z61ta, konicowe byly bezbarwne.

b) Ekstrakcja alkoholem.

Czes¢ torfu po ekstrakeji eterem naftowym i po wysuszeniu, o cie-
zarze 2,7 kg., zalano 4 1 0,2 n H,SO, i pozostawiono przez 24 godziny.
Po odsgczeniu przeplukiwano lorf woda destylowana -porcjami po
I litrze 40 razy. Podczas dzialania kwasem i wyplukiwania torf byl
zamkniety w naczyniu uniemozliwiajacym dostep powietrza.

Po wysuszeniu przeplukanego torfu na powietrzu rozpoczeto eks-
trakcje alkoholem etylowym 960/,. Uzyto 25 razy po 1,5 | rozpuszczal-
nika w odsigpach 24 godzin. Pcszczegilne ekstrakty oddestylowywano
pod zmniejszonym cisnieniem 80 mm Hg w temperaturze 55°—65°C
w atmosferze N,. Pierwsze ekstrakily byly barwy zoltej, ostatnie bez-
barwne.

Zageszczone ekstrakty ztaczono. Po ozigbieniu wytracal sige z nich
z6ltawo-bialy osad, ktory oddzielono od plynu przez odwirowanie
w ciggu 25 minut przy 3500 obr./l min.

Osad ten jest rozpuszczalny we wrzacym alkoholu.

Zageszczony wyciag alkoholowy mial barwe rubinowa (wspol-
czynnik ekst. 0,32 na fotokolorymetrze Langego) i zawieral 0,381 g
substancji organicznej na 100 ml. Lacznie z 2,7 kg torfu niskiego
z Zemborzyc wycigg alkoholowy zawieral 10,887 g substancji orga-
nicznych, tj. z 1 kg torfu niskiego z Zemborzyc otrzymmano 4,032 g
tych substancji. Ilo$¢ te oznaczono przez odparowanie 100 ml ekstraktu
w temp. 70° pod ciSnieniem 8 mm w atmosferze Np do stalej wagi.

c) Ekstrakcja szczawianem sodu.

Druga czes$é tegoz torfu o ciezarze 2 kg, po wysuszeniu po eks-
trakcji eterem naftowym, zalano 3,5 | 0,2n H;SO,. Po 24 godzinach
odsaczono i przeplukiwano torf 40 razy H,O destylowang po 1 1. Ostatni
przesagcz nie wykazywal obecnosci Ca* i Fe'r:, warto§¢ pH wy-
nosita 5,5. Rozpoczeto ekstrakcje 19/, szczawianem sodu z dodatkiem
0,5 ml stez. HCI na kazdy litr roztworu.

Ekstrakcja odbywala si¢ w naczyniu szczelnie zamknietym,
w ktorym 2 kg torfu zalewano wymienionym rozpuszczalnikiem w ilosci
6 I, nastepnie wstrzgsano 1/; godziny i odstawiano do sedymentac;ji.
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Ekstrakty mialy barwe czarno-brunatng, warto$¢ pH 5—6. Do eks-
trakeji uzyto 15 razy po 6 l. 10/, szczawianu. Ekstrakty po sedymen-
tacji odsaczano na lejku Biichnera.

Pierwsze trzy ekstrakty zlaczono i w celu stracenia kwaséw hu-
musowych zadano HCI 1:1 w ilosci 30 ml na 1 litr wyciggu. Jest to
ilos¢, ktora uznano za optymalng na podstawie serii préhnych stracen.

Po sedymentacji osad odwirowano i przeplukano wod3. Nastepnie
rozpuszczono w 1 1. 0,50/ szczawianu sodu\dodajac NaOH do war-
tosci pH 6. Odsaczono male ilosci substancji nierozpuszczalnych
i ponownie strgcono HCI 1| :1 w stosunku 30 ml na | 1. Po odwiro-
waniu koloidalnego osadu przeplukiwano na wiréwce HC! 0,05 n i woda
(3.500 obr./I min.) az do osiggniecia pH == 4 w cieczy nad osadem.
Ponizej tej kwasowosci wirowanie nie powodowalo sedymentacji nawet
po 5 godzinach.

Tak otrzymany brunatny koloid wysuszono w temperaturze 60°C
pod ci$nieniem 100 mm Hg w atm. N,. Po sproszkowaniu umieszczono
na 3 tygodnie w eksykatorze nad H,SO,. Olrzymano 4,9828 g pre-
paratu, ktory mial strukture blaszkowata, barwy czarnej. W dalszym
ciggu pracy jest on nazwany ,,2 razy stracony‘.

Reszte wyciaggow tgczono w grupy do objetosci 20 | i stracano
dodajac optymalng objelos¢ 1,5 molarnego H.SO, w stosunku 50 ml
na 1 litr ekstraktu. Po sedymentacji odsaczono na lejku Biichnera pod
nakryciem i przemywano 0,05 HCI i H,O az do obnizenia kwasowosci
przesgczu do wartosci pH — 4. Suszono w warunkach podanych po-
przednio. W ten sposdb otrzymano 27,755 g, tj. lacznie z preparatem
»2 razy stragconym‘ otrzymano z 2 kg torfu niskiego z Zemborzyc
droga ekstrakcji szczawianem sodu 32,7378 g preparatow humusowych.

Ekstrakcja torfu niskiego (z Zemborzyc)
przy pomocy 0,5/, NaOH.

Druga czesé torfu Zemborzyckiego po ekstrakcji eterem naftowym
i wysuszeniu na powietrzu (w ilosci 1 kg) zalewano 0,50/, NaOH.
Ekstrakcja odbywala si¢ w szczelnie zamknigtym naczyniu w tempera-
turze pokojowej. Na wymieniong ilo$¢ torfu wlewano 3 | 0,50/ NaOH,
wstrzasano 1/, godziny i pozostawiano do sedymentacji. Ekstrakcje
powtorzono w opisanych warunkach 15-to krotnie (po 3 1).

Pierwsze 5 ekstraktow zlaczonych zadano stez. 360/ HCl w sto-
sunku 8 ml kwasu na 1 1. wyciggu. Stracony brunatny koloid po se-
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dymentacji odsaczono na lejku Biichnera pod przykryciem i po prze-
myciu wod3g ponownie rozpuszczono przez dodanie NaOH do wartosci
pH = 9. Nastgpnie stracono osad 2-gi raz przez dodanie na 2,2 | roz-
tworu 88 ml 1,5 molarnego HeSO,.

Osad odwirowano i przemywano woda na wiréwce. Stosujac szyb-
kos¢ 3500 obrotéw na minute udaje sie¢ doprowadzi¢ osad do sedy-
mentacji, gdy kwasowo$¢ cieczy nad nim jest mniejsza od wartosci
pH = 2.

Po wysuszeniu osadu w temperaturze 70° pod ci$nieniem 80 mm
Hg i w atm. Ny, a nastepnie przez 3 tygodnie w eksykatorze nad H,SO,
otrzymano 13,4291 g preparatu harwy czarnej.

Oznaczenie — ,,preparat 2z NaOH 2 razy strqcony”.

Reszte wyciggow laczono i stracano 1,5 molarnym H,SO; w sto-
sunku optymalnym 50 ml kwasu na 1 litr wyciggun. Po sedymentac;ji
odsaczano brunatny koloid na lejku Biichnera pod nakryciem i prze-
mywano 0,05n H,SO, oraz wodg, po czym suszono w wyzej opisanych
warunkach. Otrzymano 64,681 g czarnego preparatu.

Lacznie z 1 kg torfu niskiego z Zemborzyc otrzymano wigc
78,1101 g substancji humusowych.

Ekstrakcja alkoholem preparatow suchych
kwasow humusowych otrzymanych
z torfu niskiego (Zemborzyce)

Opisane wyzej preparaty umieszczano w ilosciach po 3 g na lej-
kach Schotta z porowatym dnem porcelanowym (Nr 1bc3). Przemy-
wano porcjami po 10 ml alkoholu etylowego 960/, az do chwili, gdy

. lloéé alkoholu suzyla Lawarlofé suchej
SpOSéb Ot“ymn"m do zupelnej ekatrakcji many eksirakiu
preparutu na 1 g preparaiu w 100 m)
1. Ze szczawianu sodu 60 wl 0,097 g
(2 razy stracany)
2. Z NaOH, (2 razy stra- 45 ml 0,029¢
cany)
3. Z NaOH, raz stracany 30 ml 0,026 g
4. Ze szezawianu sodu, 90 ml 0.089 g
1 raz stracany
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przesacz nie wykazywal zéitawej barwy, co uwazano za ekstrakcje
zupelna (poczatkowo otrzymywano przesacze ciemno-brunatne).

Oznaczono nastepnie sucha mase substancji rozpuszczonych
w 100 ml alkoholu z kazdego preparatu przez obliczenie ubytku na
wadze przed i po ekstrakcji tych preparatow, suszonych w temp. 60°,
nad CaCl,, pod cis$nieniem 80 mm si. Hg do stalej wagi.

Wyniki podaje tabela na str. 313.

Jak widaé z tabeli preparaty otrzymane przy pomocy szczawianu
sodu zawieraja przeszlo 3 razy wiecej subsiancji rozpuszczalnych
w alkoholu w porownaniu z preparatami, otrzymanymi z NaOH.

Ekstrakcja torfu niskiego z Bialowiezy
a) Wycigg eterowy.

Wysuszony na powietrzu, sproszkowany i przesiany torf w ilosci
0,75 kg zalewano 0,75 | eteru naftowego (30°—60°), po 24 godzinach
wyciskano na prasie Srubowej i wlewano nowga porcje rozpuszczalnika.
Torf zalany eterem naftowym byl trzymany w szczelnie zamknigtych
naczyniach szklanych. Ekstrakcje powtarzano 20 razy. Ostlatni
wycigg eterowy po zageszczeniu do chwili ssiggniecia temperatury
wrzenia 65° nie wykazal zabarwienia zoltawego.

b) Przeplukanie kwasem.

Po wysuszeniu na powietrzu torfu wyekstrahowanego eterem naf-
towym zalano go 1,2 1 0,2n HCI i pozostawiono na 24 godziny. Nastep-
nie przemywano woda destylowang na lejku Biichnera az do czasu,
gdy przesacz wykazal wartos¢ pH = 5 oraz ujemny wynik reakcji na
Ca - ze szczawianem sodu oraz na Fe'* (z rodankiem).

c) Ekstrakcja alkoholem.

Wyekstrahowany eterem naftowym i przemyty HCI torf po wysu-
szeniu na powietrzu zalewano alkoholem etylowym 969/, porcjami po
0,5 1, 25 razy co 24 godziny. Barwa pierwszych ekstraktéw oliwkowo-
zielona, nastepnych — zéltawa. Ostatni wycigg bezbarwny Wyciagi
zageszczano przez deslylacje w atm. Ng przy 60° i 100 mm cisnienia.
Po uzigbieniu z zageszczonych zlaczonych ekstraktow wytracil sie
z6ltawy osad, ktory oddzielono przy pomocy wirowania (3500 obrotow
na minute). Wyciag po oddestylowaniu mial barwe zielonkawo-brunatna
i zawieral w 100 mi 1,096 g substancji organicznych.
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Lacznie z 0,75 kg torfu niskiego z Bialowiezy wyekstrahowano
w ten sposob alkoholem 3,288 g substancji org., tj. wydajnosé ekstrakeji

wyniosla 4.110 g preparatu z 1 kg torfu. Opis suszenia preparatu —
patrz torf Zemborzyce.

Ekstrakcja torfu wysokiego z Chlebowa

a) 0,90 kg torfu wysuszonego na powietrzu rozdrobnionego i prze-
sianego, zalewano w szczelnie zamknigtym naczyniu szklanym porcjami
eteru naftowego (30°—60°) w ilosci po 4 |. Co 24 godziny torf wy-
ciskano na recznej prasie Srubowej. Ekstrakcje powtdérzono 30 razy.
Barwa poczatkowych wyciggow — ciemno-zélta. Ostatni ekstrakt po
zageszczeniu w temnperaturze 60° do malej objetosci byt bezbarwny.

b) Przemywanie kwasem.
Po wysuszeniu na powietrzu, wyekstrahowany eterem naftowym
torf zalano nadmiarem 0,20 HCI na przecig 24 godzin. Nastgpnie prze-

mywano na lejku Biichnera wodg destylowana az do uzyskania war-
tosci pH=4,5 przesaczu oraz do zaniku reakcji na wykrycie Ca i Fe".

c) Ekstrakcja alkoholem

Po wysuszeniu przemytego kwasem solnym torfu na powietrzu,
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