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Partition Chromatography of the Ca-unprecipitable Humic Fractions

Celem niniejszej pracy jest rozdzial chromatograficzny zwigzkéw
préchnicznych rozpuszezalnych w alkoholu, a nie dajacych osadu w obec-
nosci jondéw wapnia, w Srodowisku obojetnym. Wedlug systematyki
Scheffera (11) kompleks ten zaliczy¢ mozna do grupy ,,Produktéw
przejsciowych kwaséw humusowych”. Zwigzki te rozpuszczaja sie w alko-
holu etylowym, wodorotlerku sodu i bromku acetylu, a wytracaja sie
w kwasie. W toku pracy unikano jednak stosowania energicznie dzialaja-
cych srodkéw ekstrakeyjnych, takich jak alkalia, lub stezone kwasy mine-
ralne (10, 19, 21, 27, 8). W ten spos6b starano sie unikngé¢ mozliwosci pow-
stawania artefaktéw. Wzieto pod uwage wyniki notowane w literaturze
z lat ubieglych, méwigce o niebezpieczenstwie uzywania przy ekstrakcji
materialu glebowego temperatury wyzszej od 60°C (26). Stosowanie
takich temperatur prowadzi do nieodwracalnych zmian w wydobywanym
materiale. Punktem wyjscia pracy byly rezultaty badan Trojanow-
skiego (23, 25). Uzyskane przez tego autora wyniki zachecaja do dal- |
szych prac w tym zakresie.

Starano sie dokonaé¢ rozdzialu chromatograficznego metodg bibulowg
i kolumnowsg ekstraktéw z réznych materialéw glebowych. Przyjeto sto-
sowaé jako rozpuszczalniki zwigzki organiczne tagodne w uzyciu. Na pod-
stawie dostepnej literatury sadzi¢é by mozna, ze wyzej wymieniong
metode da sie zastosowaé do rozfrakcjonowania grupy niskoczgsteczko-
wych zwigzkéw humusu.
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EKSTRAKCJA MATERIALU

Do ekstrakeji uzyto szescioletniej ziemi kompostowej oraz torfu
niskiego. Ziemia pochodzita z kompostowania liSci drzew réznych gatun-
kéw. Torf niski wydobyto z gk polozonych w dzielnicy Lublina ,Dzie-
sigta”. -

Dla przygotowania materialu do ekstrakcji torf roacierano w moz-
dzierzu, a ziemie kompostows przesiewano przez sita o sr. oczek 1,5 mm.
Nastepnie material umieszczano w perkolatorach i dekalcytowano uzywa-
jgc 0,5 n HCI. Napemlione perkolatory przemywano wielokrotnie kwasem
az do zaniku reakcji na Ca. Zawarto§¢ perkolator6w wymywano woda
destylowang tak dlugo, az wyciek wykazywat pH 7. Nastepnie pod zmniej-
szonym cisnieniem usuwano wode 2z naczyn ekstrakcyjnych. Z kolei
ekstrahowano material alkoholem etylowym 95°. Ekstrakcje przery-
wano, gdy barwa perkolatu byla jasno slomkowa. Zuzywano przecietnie
3 1 alkoholu na 1 kg materialu, Wyciag alkoholowy zadawano 5% roztwo-
rem octanu wapnia w iloSci 50 ml na 1000 ml ekstraktu. W tych wiarun-
kach wytracaja sie polaczenia kwaséw hymatomelanowych z wapniem.
Osad oddzielono przez dekantacje i odrzucono. Pozostaly po dekantacji
humianéw wapnia ekstrakt alkoholowy poddano rozdzialowi chromato-
graficznemu. Wyciag alkoholowy z torfu, uzyskany podanym sposobem,
nadawat si¢ bezposrednio do chromatografowania ze wzgledu na duzg
zawartos¢ zwigzkéw préchnicznych w tym materiale. (W 100 ml roz-
tworu znajdowalo sie przecietnie 40 mg suchej masy substancji organicz-
nej). Natomiast wycigg alkoholowy z ziemi kompostowej nalezalo zagescié
pod zmniejszonym cisnieniem (15 mm Hg) w temp. 50°C. Po oddestylo-
waniu alkoholu w kolbie wytwarzala sie trwala wodna zawiesina, ktora
czeSciowo rozpuszcza si¢ w mieszaninie n-butanolu i eteru naftowego
(stosunek obj. 2:1). Nierozpuszczalng poozstalo§é odrzucano. Dodatek
eteru naftowego (temp. wrzenia 37°C) zmniejszal zdolno$¢ mieszania sie
wody zawartej w zawiesinie zwigzkéw humusowych z n-butanolem. Eter
naftowy usuwano pod zmniejszonym ciénieniem (15 mm Hg) w temp.
25°C. Roztwér butanolowy zwiazkéw humusowych uzyskanych z ziemi
kompostowej byt przezroczysty o barwie ciemno brazowej. Zawieral
w 100 ml 50 mg suchej substancji organiczmej. Tak przygotowany
ekstrakt uzyto do chromatografii.

CHROMATOGRAFIA BIBULOWA

Rozdzial chromatograficzny ekstraktéw z ziemi kompostowej i torfu
wykonano na bibule Whatman nr 1. Stosowano technike chromatografii
wstepujacej na paskach bibuly o wymiarach 25X6 cm w kamerach
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szklanych. Chromatogram w czasie rozwijania obserwowao w $wietle
lampy kwarcowej z filtrem Wooda.

Przebadano nastepujgce ukiady w roéznych stosunkach nie uzyskujac
rozdziatu:

aceton — n-butanol

aceton — n-butanol — kwas octowy

aceton — n-butanol — kwas winowy

n-butanol — kwas olejowy

n-butanol — cykloheksan

alkohol etylowy — kwas olejowy

Ryc. 1. Chromatogramy i rechromatogramy bibu-
lowe. Bibula Whatman nr 1 buforowana mieszaning az %f %
39/, etanolowych roztworéw: kwas cytrynowy — cytry- 0.96 096
nian sodu w stos. 1:40 obj. Chromatogram rozwijany
Yolejno ukiadami: a) aceton — cykloheksan — kwas
octowy (5:2, 5:0,1 obj), b) n-butanol — HCL
(10: 0,2 obj.). Wspblczynniki R¢ oznaczono na rycinie
liczbami ulamkowymi. Barwy plam widoczne sa

w $wietle ultrafioletowym. I. Chromatogram ekstraktu

n-butanolowego z ziemi kompostowej szeScioletniej @ ﬂ

II. Chromatogram ekstraktu etanolowego z torfu Qso @
niskiego. III. Rechromatogram frakcji wymytej z ko- o8

lumny ukladem a), Ulozenie plamy i jej barwa s3
amalogiczne dla ekstraktu z aiemi kompostowej i torfu
niskiego. IV. Rechromatogram frakcji wymytej z ko-
lumny uktadem b). Ulozenie plamy i jej barwa sg ana-
logiczne dla ekstraktu z ziemi kompostowej i torfu
niskiego.

Front uktadu po 3 godz. Lina stariowa = starting line

Paper chromatograms and rechromatograms. ‘ ) ; ¢ "
Whatman paper No 1 buffered with mixture of 3 per WA wiriins  — igm - yotiow
cent ethanol solutions of citric acid and sodium citrate e
(1:40 vol.). Chromatogram developed sucocessively
with the systems: a) acetone — cyclohexane — acetic acid (5:2,5:0,1 vol),
b) n-butanol — HCL (10:0,2 vol.) Rf coefficients are shown in the Figure in form
of fractions. Colours of spots are seen in ultraviolet light. I. Chromatogram of
n-butanol extract from six-year old compost earth. II. Chromatogram of ethanol
extract from low peat. III. Rechromatogram of fraction eluted from column with
system a), Position and colour of spot analogous to those of the extract from
ocompost earth and low peat. IV, Rechromatogram of fraction eluted from column
with system b). Position and colour of spot analogous to those of the extract from
compost earth and low peat.

Front of the system after 3 hours.

Uzycie bibuly buforowanej i ukladu: aceton — cykloheksan — kwas
octowy spowodowalo rozwiniecie chromatogramu. Zastosowano takze
drugi uklad: n-butanol — HCL Do impregnacji uzywano mieszaniny 3%
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alkoholowych roztworéw: kwas cytrynowy — cytrynian sodu w sto-
sunku 1 : 40.

Paski bibuty spryskiwano buforem i suszono w temp. 60°C. Na zaim-
pregnowlang bibule nanoszono przygotowane roztwory zwigzkow préch-
nicznych z mikropipety. Pojemnos$¢é mikropipety wymosila 0,006 ml.
Na jeden chromatogram zuzywano 0,06 ml. Po nakropleniu roztworu sub-
stancji humusowych, bibule suszono na powietrzu.

Chromatogram rozwijano kolejno dwoma ukladami w jednym kie-
runku. Skiad eluentéow:

1. aceton — cykloheksan — kwas octowy 5:2,5:0,1 obj.

2. n-butanol — HCI 10: 0,2 obj.

Wspotczynnik R; plamy przesunietej przy uzyciu pierwszego ukladu
wynosit ca 0,96—0,98.

Stosujac z kolei drugg mieszanine rozpuszczalnikow: n-butanol — HCl
uzyskano plame o R; ca 0,50—0,52. (Ryc. 1 uwidacznia chromatogram po
rozwinieciu). W czasie préb nad dobraniem odpowiedniego sktadu buforu
i ukladéw okazalo sie, ze zwiekszanie zawartosci kwasu cytrynowego
w roztworze impregnujgcym powoduje rozlewanie plam na chromato-
gramach,

Zmniejszanie ilosci acetonu w pierwszym ukladzie wywotywalo hamo-
wanie rozdziatu. Aceton z dodatkiem kwasu octowego powodowal podno-
szenie calej plamy bez widocznego rozdzialu. Cykloheksan nie rozpuszcza
zwigzkéw humusowych zawartych w badanych roztworach. Dodajac do
pierwszego ukiadu cykloheksanu przypuszczano, ze uzyska sie wybitércze
hamowanie rozdzielanego kompleksu. Rozdzial przy uzyciu ukiadu z od-
powiednig iloscig cykloheksanu dal pomys$lne rezultaty. Po opracowaniu
rozdziatlu na bibule przystgpiono do préb zastosowania tej metody na
skale preparatywng.

CHROMATOGRAFIA KOLUMNOWA

Z literatury wynika, ze adsorbenty mineralne stosowane w chromato-
grafii kolumnowej zwigzkéw humusowych okazaly sie niekorzystne
w preparatyce (7, 20, 6, 23).

Autor uzywal do przygotowania kolumn celulozy sposzkowanej What-
mana, wykonanej przez firme W. i R. Balston. (Pelna nazwa brzmi:
»Genuine Whatman Cellulose Powder for Chromatography, B. Quality,
Chemically Prepared”). Celuloze suszono w temp. 100°C i przesiewano.
Kolumne formewano z 20 g celulozy. Tak przygoltowany adsorbent zale-
wano 150 ml buforu cytrynianowego (kwas cytrynowy — cytrynian
sodu 1:40). Po wymieszaniu napelniano ta zbuforowang celuloza
kolumne szklang. Nadmiar buforu odciekal swobodnie, po czym uciskano
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adsorbent stemplem szklanym. Na gotowa kolumne nanoszono 25 ml roz-
tworu przygotowanego do chromatografii. Kolejne dwie frakcje eluowano
z kolumny:
I) ukladem — arceton-cykloheksan-kwas octowy 5:2,5:0,1 obj,,
1I) ukladem — n-butanol-HCI1 10 : 0,2 obj.
Rozdziat obserwowano w $wietle ultra fioletowym.
Wyglad kolumny w czasie rozdzialu przedstawiony jest na rycinie 2.

Juaquospy

A ]
I

Ryc. 2. Kolejne etapy elucji chromatogramu ko- %
lumnowego. A — chromatogram w czasie wymywania
fralkcji I przy uzyciu ukladu aceton — cyklohzksan —
kwas octowy w stos. 5:2, 5:0,1 obj. B — chromato-
gram w czasie wymywania frakeji II przy uzyciu -=--= ety
ukladu n-butanol — HCL w' stos. 10: 0,2 obj.

Successive stages of elution of column chrcmato-
gram. A — chromatogram during elution of fraction I
with the system acetcne — cyclohexane — acatic acid Barwy warstw w iwlatla ultrafioletowym

(5:2, 5:0,1 vol) B — chromatogram during elution  Celeurscfiayerain uliraviolet light
of fraction II with the system n-butanol — HCL F77) st — night- yetiow
(10:0,2 vol.).

[:Em Jasnobrgzowa = light- brown

Otrzymane z kolumny frakcje poddawano rechromatografii na paskach
bibuty Whatman nr 1 wg zasad opisanych w rvzdziale pt. ,,Chromatogra-
fia bibulowa”. Wykonane podang metodg chromatogramy wykazuja
jednorodnosé otrzymanych z kolumn eluatéw.

Zestawienie warto$ci rechromatografowanych frakcji

Frakcja R, ’ Zawarto$é suchej substancji
| organicznej w 100 ml roztworu
|
I 0,95:—'019Fe 15 7,5 mg
I 046 — 048 | 5,0 mg
|

Otrzymane w trakcie rozdzialu preparaty wysuszono w temp. 50°C
pod zmniejszonym ciSnieniem i poddano hydrolizie 6 n HCl przez
12 godzin. W zobojetnionych hydrolizatach stwierdzono obecnos¢ amino-
kwas6w prébg ninhydrynowa. Dalszz badania nad skladem aminokwaso-
wym uzyskanych frakcji s3 w toku.
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DYSKUSJA

Podang metoda rozdzialu uzyskano dwie jednorodne frakcje czesci
alkoholowego wyrciagu nie stracajacego sie w obecnosci jonéw Ca. Ma-
terialem byla szescioletnia ziemia kompostowa i torf niski. W literaturze
nie spotyka sie dotychczas badan nad rozdzialem tej grupy zwigzkéw.
Zastosowanie tagodnych metod ekstrakeji i rozdzialu usuwa do pewnego
stopnia mozliwoé¢ powstawania artefaktéw. Przechowywane przez 6 mie-
siecy roztwory przygotowane do chromatografii nie wykazywaly réznic
fluoroscencji i Ry na wykonywanych w tym czasie chromatogramach.

Adsorbent w postaci celulozy sproszkowanej Whatmana pozwalal
selektywnie rozdzieli¢c eluowane warstwy 2z kolumny. Stwierdzono to
podczas rechromatografii otrzymanych frakeji na bibule.

Chromatogramy kolumnowe ekstraktu z ziemi kompostowej i torfu
niskiego wykazujg duze podobienstwo w zachowaniu sie wobec zastoso-
nych eluentéw. Barwy kolejno sptywajacych frakcji otrzymanych z obu
materialow wyjsciowych obserwowane w dwietle ultra fioletowym majg
podobng fluorescencje. Odpowiadajgce sobie plamy na chromatogramach
bibutowych fluoryzuja podobnie w przechodzacym swietle U. F. Wspol-
czynniki R; tych plam wykazuja niewielkie odchylenia, a mianowicie
0,95—0,98 i 0,46—0,52. Na podstawie tych oznaczen sadzi¢ mozna o zbli-
zonej budowie chemicznej rozdzielanych zwiazkéw humusowych.

WNIOSKI

‘1. Przeprowadzono rozdzial chromatograficzny wyciggu etanolowego
z ziemi kompostowej i torfu niskiego, metodg bibulows i kolumnowa.
Wylaczono z badan frakcje zwang , kwasami hymatomelanowymi”. Jako
adsorbenta uzyto celulozy sproszkowanej Whatmana. Stosowano impreg-
nacje buforem: kwas cytrynowy-cytrynian sodu w stosunku 1:40 obj.
Eluacje przeprowadzano kolejno dwoma uktadami:

I) aceton-cykloheksan-kwas octowy 5:2, 5:0,1 obj.

II) n-butanol-HCI] 10: 0,2 obj.

2. W celu indykacji stosowano $wiatlo lampy kwarcowej wyréznia-
jac dwa barwne skladniki badanego roztworu.

3. Przeprowadzona rechromatografia na bibule Whatman nr 1
potwierdzila jednorodnos¢ otrzymanych z kolumn frakeji.

4. Odpowiednie frakcje wydzielone z réznych materialdbw wyjscio-
wych wykazywaty na chromatogramach bibulowych niewielkie ré6znice
wspéiczynnika R;. Wskazuje to na podobng budowe chemiczng zwigzkéw.
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PE3IOME

JeraibunpoBaHHbI# 6-neTHH{I KOMIOCT W HU3WHHHI Topd aKcTparu-
poBaJNCh 3THIIOBHM cnuproM. BHio cmenano xpomatorpaguyeckoe paa-
AesIeHHEe 9acTH CNIKPTOBOrO 3KCTPAKTa Hie 0CaK1al0Lerocd B NPUCYTCTBHH
nonos Ca. Cornacuo cucrematuke lllep pepa (11) aTOT KOMNIEKC MOMKHO
oTHECTH K rpynne ,JlepexoQHBIX NpoayKTOB ryMyCOSHIX KHMCIOT”.

B 6ymakHoit XxpomaTorpaduu aBTOpOM NpPHMEHAJACh BOCXONAMAA
TeXHHKa.

Bymara Whatman Ne 1 nponurmBanach cMmecbio 3% HX CNHPTOBHIX
PacTBOpOB: JIIMMOHHAA KHMCIIOTA —JIMMOHHOKUCIHK HaTpuit (1: 40 o6beMm).

JIOMpOBaHKe NMPOBONMIOCH IBYMA CMECAMM:

a) alleTOH — UHKJIOreKcaH — yKcycHasa Kuciaora (5:2,5:0,1 o6bem),

6) n — G6yranoa — HCI (10:0,2 o6wem).

Xon mpouecca no paaneneHnio 3KCTPaKTOB U3 KOMIIOCTa U HU3WHHOTO
Topda Gein moutu auamornyen (Pue. 1).

[IpunuMan Bo BHMMaHMe Beauwunny Rf u uBera B yabTpadmomero-
BOM CBeT€ MOMXHO OBl MyMaTh O CXOXHOM XHMHYECKOM CTPOEHMH TyMYycCo-
BHX COENMHEHMH, collepH{aUINXCA B MCCIeNyeMbiX 3KCTPaKTax, MOJy4eH-
HHIX M3 0GOMX f10YBEHHLIX MaTepuaioB. [[1A monyyenua ¢pakuuit B mpe-
napaTuBHOM MacwiTabe OBUIO NpPOBENEHO pa3flelleHne  IKCTPAKTOB B KO-
nmoHke. Homonku QopmupoBannch M3 NopowKooGpPa3HOM UENITI0N03H
Whatman’a (nponyuent W. u R. Balston ,,Genuine Whatman Cellulose
Powder for Chromatography, B Quality, Chemically Prepared”).

Cneppa npurotoBrAnace cMech U3 20 r BucyueHHo# B 100°C nen-
mono3nl ¢ 150 ma 6ydepa: IMMOHHAA KUCIOTA —IMMOHHOKHCIHN HAaTPHit
(1:40 o6bem), 3ateM aTuM GydepHmm amcop6eHTOM HaMOJHANACH CTeK-
JIAHHAA KOJIOHKa. [laliee, HA TaK NMPUrOTOBIEHHYIO KONOHKY GHUIO HaHe-
CeHo 25 M pacTBOpa NMpPMrOTOBJIEHHOrO NAA XpoMaTorpaduyeckoro aHa-
au3za. [IBe ¢ppaKumu mo oyepenu 3IIOMPOBATMCh M3 KOJOHKM CIENYIo-
HUMH CHCTeMaMHu:

1) aneron — uMkiorexcaH — yxkcycnaa kucmora (5:2,1:0,1 obnem),

2) n — 6yranon — HCI (10: 0,2 o6nem).

Ilonydennnie B KomoHKe XpOMaTOrpaMMul 3KCTPAKTOR M3 KOMIOCTa
M HU3HHHOTO Topda o6GHapy:xuBalOT GONbIIOE CXONCTBO B PearHPoOBaHMH
Ha TIpUMEHEHHEIE amoaTH. llsera mocaemoBaTelibHO CHARBaOWHX (Ppak-

uuit, HabmonaeMue B yasTpaduomeToBoM cBete 061aTaloT CXOMHOM dario-
opecueHuueit (Puc. 2).
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Puc. 1. XpomaTOorpaMMhl H pexpomMaTorpaMMbl Ha Oymare,
Koapduuneutn Rf o603Hadenn Aa pucynke Ipo6HHIMH UHcaaMH. L{Beta naten
BHARb B yiabTpaduonetoBom cBere. l. XpomatorpaMma n — GyTanOJI0BOrO

8KCTpakTa H3 B-neTHero xomnocta. I1. XpomarorpaMma aTaHOJNOBOTO 3KCTPAKTA
Ha AH3HRAOro Topda. I11. Pexpomarorpamma ¢pakuHH BHMHTOR H3 KOIOHKH

cHcremont ,,a'. dopMa NATHA M ee UBOT ARAJOTHYUAM JJA 3KCTPAKTA H3 KOM-
MOCTA H H3 HM3MAHOTO Topda.

1V. Pexpomartorpamma GppakuHH BHMHTOR H3 KOJIORKH CHCTeMOR ,,b". ®opma
NATHA M 66 LBeT ARANOTHYHH JJIH 3KCTPAKTA M3 KOMIOCTAa M M3 HH3HHHOrO
Toppa. ¢

Prc. 2. TlocnenoBarenbHHe $a3W 21I0HPOBAHHA XPOMATOrPAMME B KOJNOHKE.
A—XpomaTorpamMma BO BpeMA BHMHBAHHA Qpakuuu I nmpu nomomu CHCTOMH:
aneToH — QHKIOTeKCAH — YKCYCHAA KHCIOTAa B OTH. 5:2,5:0,1 o6meM.
B — Xpomarorpamma BO BpeMs BuMuBaRHA ¢pakunn Il cucremoit: n '— Oy-
raHon—HCI B orr. 10:0,2 o6bem.

SUMMARY

Six~year old compost earth and low peat deprived of calcium were
extracted with ethyl alcohol. The part of the alcohol extract not under-
going precipitation in the presence of the Ca ions was partitioned chro-
matographically. According to Scheffer’s classification this complex
may be included into the group of ,transitory products of humic acids”.

In the paper chromatography the ascending technique was used.
Whatman paper No 1 was impregnated with the mixture of 3 per cent
alcohol solutions of citric acid and sodium citrate (1:40 vol.). Elution
was carried out by means of two systems used successively:

a. acetone — cyolohexane — acetic acid (5:2.5: 0.1 vol.),

b. n-butanol HCIl (10: 0.2 vol.).

The partition of extracts from compost earth and low peat was car-
ried out in a similar way (Fig. 1).

The Rf values as well as the colours observed in ultraviolet light
might point to a similar chemical structure of humic compounds con-
tained in the examined extracts of both soil materials. In order to obtain
fractions on a larger scale, the extracts were partitioned according to
the column method. Columns were formed of Whatman's powdered cellu-
lose (produced by W. & R. Balston ,,Genuine Whatman Cellulose Powder
for Chromatography, B Quality, Chemically Prepared”). 20 g of cellu-
lose dried at 100°C were mixed with 150 ml of citrate buffer (citric
acid — sodium citrate), 1:40 vol. then the glass column was {illed with
the buffered adsorbent. 25 ml of solution prepared for chromatography



24 Jerzy Lobarzewski

were then poured on the column. The two fractions were eluted from the
column with the following systems:
I) — acetone — cyclohexane — acetic acid (5:2.5:0.1 vol.),

II) — n-butanol — HCI (10 : 0.2 vol.).

Column chromatograms of extracts from compost earth and low peat
show a great resemblance in their behaviour against the applied eluents.
The colours of the separate fractions obtained from both materials obser-
ved in the ultraviolet light have a similar fluorescence. (Fig. 2).
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