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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:
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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



Chromatografia do rozdzielania subst. préchnicznych 305

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
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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.
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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.
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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,
zalano calo$é¢ alkoholem etylowym 960/, 25 razy po 2,5 |. Poczatkowe
wyciagi byly barwy ciemno brunatnej, ostatni wyciag po zaggszczeniu
w temp. 60° byl bezbarwny. Poszczegolne przesjgcze zaggszczano przez
destylacje w atmosferze N, w temp. 60° i pod ciSnieniem 100 mm Hg
oraz zlaczono razem. Wykazywaly one barwe brunatng. Zawartosé
substancji organicznych w 100 ml roztworu wynosi 0,602 g. Lacznie
z 0,90 kg torfu wysokiego z Chlebowa wyekstrahowano alkoholem
21,070 g substancji, tj. wydajnos¢ z | kg torfu wynosi 23,177 g. Opis
suszenia preparatu — patrz torf z Zemborzyc.

Ekstrakcja torfu wysokiego
z Bialowiezy

a) 1,1 kg torfu wysuszonego na powietrzu, rozdrobnionego i prze-
sianego ekstrahowano 25 razy eterem naftowym (30°--60°) po 2 I,
wyciskajac na prasie co 24 godziny. Barwa poczatkowych wyciggow —
ciemno-zotta.

Ostatni ekstrakt po zageszczeniu w temp. 60° do malej objetosci
byl bezbarwny.
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b) Przemywanie kwasem.

Wyekstrahowany eterem torf zalano nadmiarem 0,2n HCl na 24
godziny, po czym przemywano na lejku Biichnera az do ujemnego
wyniku reakcji na wykrycie Ca* i Fe:r w przesaczu, ktorego pH
osiggneto wartosc 5.

c) Po wysuszeniu wyekstrahowanego elerem i przemytego kwasem
torfu na powietrzu, eksirahowano go alkoholem 960/, 25 razy po 1 I.
Barwa poczatkowych wyciggow ciemno-brunatna, ostatni ekstrakt po
zageszczeniu byl bezbarwny. Wszystkie ekstrakty oddestylowano
w atm. N, w temperaturze 60° i pod ciSnieniem 100 mm Hg, a nastep-
nie ztgczono.

Barwa zageszczonego wyciggu ciemno-brunatna. Zawartosé¢ sub-
stancji organicznych w 100 ml 0,994 g 1.aczna zawarto$¢ zwigzkow
organicznych rozpuszczalnych w alkoholu wynosi w 1,1 kg torfu wy-
sokiego z Bialowiezy 5,964 g, tj. wydajnos¢ ekstrakcji wynosi 5,422 g
substancji humusowych z | kg torfu.

Ekstrakcja wegla brunatnego
z Trzydnika

30 g sproszkowanego wegla brunatnego przemywano 0.2n HCI
az do usuniecia Sladéw Fe-. Po przeplukaniu woda przesacz wyka-
zywal pH = 4.

Nastepnie zalano proszek weglowy 150 ml alkoholu 969/, i czesto
wstrzgsano w ciggu 12 godzin. Otrzymano po odsgczeniu wegla roztwor
harwy brunatne), ktéry wykazywal pH = 4, zas wsp. ekstynkcji 0,35
(na fotokolorymeirze Langego).

Ekstrakcja ziemi kompostowej z Plantacji
Miejskich w Lublinie

1 kg ziemi komnpostowej wysuszonej na powietrzu, po roztarciu na
proszek i przesianiu zalewano | I. 0,5n HCl co 24 godziny, 10 razy,
po czym przeptukano woda az do usuniecia Sladow Fe . Ekstrahowano
nastepnie 5x 200 ml 960/, alkoholu, wartos¢ pH roztworu = 5.

VI. Ocena metod ekstrakciji na podstawie chromatogramow

Wobec sprzecznych pogladéw na przydatnosé istniejagcych metod
ekstrakeji prochnicy (19, 23, 24) przeprowadzono w identycznych wa-
runkach chromatograficzne badania otrzymanych wyciagéw. (uzywano
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kolumn $rednicy 13,5 mm wypelnionych 8 g MgO ,ciezkiego* wysu-
szonego w 250°).

a) Po przemyciu kolumny 10 ml alkoholu wlano na kolumne
100 ml wyciggu alkoholowego z preparatu otrzymanego z torfu ni-
skiego ,,Zemborzyce* przez ekstrakcje szczawianem sodu.
(Opis ekstr. podany poprzednio).

Obraz chromatogramu ,,nierozwinigtego*, lecz przemytego 20 ml
alkoholu etylowego przedstawia rys. 6 lit. a;. Po »rozwinieciu‘ chro-
matogramu roztworem 5 ml kwasu olejowego w alkoholu (stosunek
1:7,5) i przemyciu 20 ml alkoholu otrzymano obraz (w ultra-fiolecie),
jak na rys. 6a lit. a;. Przez caly czas stosowano zmniejszone cisnienie
500 mm si. Hg, ktore przy ,rozwijaniu*“ trzeba bylo obnizyé do
100 mm Hg.

b) Zachowujac te same warunki przemywania, ,,rozwijania* i cis-
nienia uzyto 100 m! wyciggu alkoholowego z preparatu z torfu niskiego
,Zemborzyce", otrzymanego przy pomocy s7zczawianu sodu,
lecz dwukrotnie stragconego kwasem siarkowym dla oczyszczenia we-
dilug Simona (23). Chromatogram przed ,rozwinigciem* wygladal
jak na rys. 6, lit. by, za$ po ,,rozwinigciu* -— rys. 6a, lit. by (w Swietle
ultrafioletowym).

c¢) W tych samych warunkach co pod a) sporzadzono chromato-
gram ze 100 ml ekstraktu alkoholowego, otrzymanego z preparatu
statego z torfu niskiego ,,Zemborzyce' przez ekstrakcje roztworem
NaOH (opisana poprzednio).

Obraz przed ,rozwinigciem* — rys. 6, lit. c,.

Obraz po ,,rozwinieciu‘* —- rys. 6a, lit. c,.

d) W warunkach jak pod a) uzyto 100 ml roztworu alkoholowego
z preparatu stalego, ktory byl otrzymany z torfu niskiego ,,Zemborzyce*
przez ekstrakcje¢ rozc. NaOH i dla oczyszczenia 2 razy
stracany kwasem siarkowym (opis podany poprzednio).

Obraz przed ,rozwinieciem* — rys. 6, lit. d,.

Obraz po ,rozwinigciu* — rys. 6a, lit. ds.

e) Dla poréwnania uzyto w takich samych warunkach jak wyzej
100 ml ekstraktu alkoholowego hezposrednio otrzy-
manego z torfu niskiego ,Zemborzyce".

Obraz przed ,rozwinigciem* —- rys. 6, lit. e,.

Obraz po ,rozwinigciu* — rys. 6a, lit. e;.
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Wszystkie ekstraky (a, b, c, d, e) wykazywaly waros¢ pH = 5 oraz
zostaly lak rozcienczone alkoholem, ze wspolczynnik ekstvnkeji ozna-
czony folokolorymetrem Langego wynosil dla wszystkich 0,30.

Wnioski

Jak wynika z rys. 6 chromatogram ekstraktu alkoholowego prach-
nicy zmienia si¢ znacznie w zaleznosci od doboru metody ekstrakcyjnej.

Poréwnujac inne chromatogramy z chromatogramem e, (hezpo-
sredni ekstrakt alkoholowy lorfu) stwierdzi¢ nalezy:

1) Chromatogramy as i b, (metoda ekstrakcji szczawianem sodu)
roznig sie wybitnie od reszty, w szczegolnosci od chromatogramu e,.

2) Najbardziej zblizony obraz do chromatogramu e, (ekstr. bez-
posredni) wykazuje chromatogram C,; (metoda ekstrakcji rozciericzo-
nym NaOH).

Zarowno ekstrakcja szczawianem sodu, jak
tez i ekstrakcja NaOH nie dajag wiec takiego
sktadu mieszaniny zwigzkow frakcji alkoho-
lowej humusu, jaka otrzymuje sie bezposred-
nio przez ekstrahowanie torfu alkoholem
w opisany poprzednio sposdb. Przypuszcza¢ nalezy, ze zmiany te
w pewnej mierze spowodowane s3 utlenianiem, za$ w odniesieniu do
metody ,,alkalicznej*— ponadto oddzialywaniem wysokiej wartosci pH.

Sktad ekstraktow w zaleznoSci
od materialow wyjsSciowych

a) Sporzadzono chromatogramy w opisany wyzej sposoh (MgO
suszony w 250°), uzywajac po 100 ml wyciggéw alkoholowych, otrzy-
manych z wyzej wymienionych materialow, przy czym wartos¢ pH tych
ekstrakiow wynosila 5, a wsp. ekslynkcji oznaczony fotokolorymetrem
Langego — 0,30. Opis ekstrakeji znajduje si¢ w poprzednich rozdzia-
tach. Rysunek 7 podaje widok otrzymanych chromatograméw (fluores-
cencja pod dzialaniem ultrafioletu):

a, — ekstrakt z torfu wysokiego , Bialowieza'" przed rozwinigciem,

as — ekstrakt z torfu wysokiego ,Bialowieza" po rozwinieciu,

5 ml roztworu kwasu olejowego w alkoholu w stosunku 1:7,5,

b, — ekstrakt z torfu wysokiego ,Chlehowo* przed rozwinigciem,

by — ekstrakt z torfu wysokiego ,Chlehowo* po rozwinigciu,
roztworem kwasu olejowego w stosunku 1:7,5,
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¢; — ekstrakt torfu niskiego ,, Zemborzyce" przed rozwinieciem,

c; — ekstrakt torfu niskiego ,Zemborzyce po rozwinigciu (jak wyzej),
d; — ekstrakt torfu niskiego , Bialowieza" przed rozwinigciem,

ds — ekstrakt torfu niskiego ,Bialowieza* po rozwinieciu (jak wyzej).

W czasie przepuszczania wyzej wymienionych ekstrakiow przez
kolumne, cze$¢ zawartych lam substancji nie zostaje zaadsorbowana

. | B &
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Rys. 7. Chromatogramy przed rozwini¢ciem — w §wietle ultra-fioletowym

The chromatogramms before development — in ultra-violet light
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i nadaje jasno-z6ita barwe przesaczowi Przed ,,rozwinigeciem* chro-
matogramu przeptukiwano kolumng alkoholem az do zaniku zottej
barwy przesaczu.

b) Dla porownania zbadano ekstrakty z rzadziej stosowanych
materiatéw humusowych, mianowicie uzyto wyciaggow z ziemi kompo-
stowej i wegla brunatnego (opis w poprzednich rozdziatach). Widok
chromatogramow z tych substancji przedstawia rys. 8 (barwy fluores-
cencyjne w ultraliolecie).

VII. Eluacja chromatograméw

Jak juz wspomnialem, cz¢$¢ chromatogramu dolna (waski pasek
brazowy, 26ty i nastepne na rys. 4) daje sie wyptukaé roztworem
kwasu olejowego w alkoholu (jak 1:7,5). Jednak taki sposéb eluacji,
wymagajgcy uzycia 10-—20 ml {ej mieszaniny na kolumne z 8 g MgO
powoduje czesciowe ,przerwanie* gornej czesci kolumny i naruszenie
jednolitej struktury stupa adsorbenta.

Dlatego zaslosowano, wzorujgc si¢ na pracy R.Duschin-
ski'ego (2) (izolacja follikuliny na CaOl, metode eluacji
przez rozpuszczenie adsorbenia kwasem soi-
nym.

ciemno brunat, dark brown

tottawo-braz R yellowish-brown ciemno brunat dark brown
“14tty. yellow strefa przejéc. unselectiwe
brunatny brown

jasno-tohe

‘éuwv-g:gm Tlowish -brown

Rys. 8. — Fig. 8.
Ziemia kompost. Wegiel brun.
Compost-earth Brown coal

Rure szklang z chromatogramem przecinano na czeSci wyrdznia-
jace si¢ w Swietle ultrafioletowym, a poszczegélne warstwy wydoby-
wano mechanicznie i zbierano w oddzielnych naczyniach. Nastepnie
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zalewano je alkoholem etylowym i wkraplano kwas solny 1: 1, dbajac
o to, by kwasowos¢ roztworu nie przewyzszyla pH 2. Naczynia byly
chlodzone z zewnatrz, a zawartoéé stale poruszana mieszadlem me-
chanicznym. W tych warunkach adsorbent rozpuszcza sie, a roztwor
zabarwia si¢ na brazowo od substancji humusowych.

Poszczegélne roztwory oczyszcza sie od kwasu olejowego przez
wytrzgsanie z benzyng i woda. (Kwas olejowy przechodzi do warstwy
benzynowo-alkoholowej gérnej. za$ substancje humusowe — do war-
stwy alkoholowo-wodnej, dolnej).

Tak otrzymane roztwory nalezy jeszcze raz poddaé oczyszczeniu
na drodze adsorpcji chromatograficznej, po czym przez odparowanie
pod zmniejszonym ciSnieniem mozna je otrzymaé¢ w stanie stalym
i przez elektrodializ¢ ostatecznie oczyscié.

Prace nad oczyszczeniem i okreSleniem cech fizyko-chemicznych
otrzymanych substancji s3 w toku.

VIIl. Dyskusja wynikéw

Wigkszo$é dotychczasowych prac nad humusem wykorzystuje do
otrzymywania substancji prdochnicznych alho metode ,,alkaliczng*
Sven Odena (1), wzglednie U. Springera (24), albo me-
tode ,,szczawianowg“— K. Simona (23). Jednak przytoczy¢ mozna
wiele negatywnych opinii o przydatnosci tych metod (7, 1, 26, 25,
10, 27) — patrz rozdz. II.

Na podstawie doswiadczen z ekslraktami torfu niskiego, opisanych
w rozdziale V, stwierdzono:

I. Wydajno$¢ metody ,,szczawianowej z | kg lorfu wyniosla

w wykonanym do$wiadczeniu 16,369 g substancji humusowych.

2. Wydajno$¢ metody ,alkalicznej z | kg tego samego torfu

wyniosta 78,110 g substancji humusowych.

W opisanym wypadku wydajnos¢ metody ,,alkalicznej** przy eks-
trakcji torfu wynosi 4770/, w stosunku do pierwszej metody. Spostrze-
zenie to potwierdza badania U. Springera (24). Sklad obu tych
preparatow jest zasadniczo rézny pod wzgledem jakoSciowym, na co
wskazuje tabela w rozdziale V (preparat ,szczawianowy' zawiera
3 razy wigcej substancji rozpuszczalnych w alkoholu niz preparat
z NaOH).
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Przeprowadzona na podstawie chromatograméw ocena skitadu
jakoSciowego wyciggow z obu omawianych preparatow (rozdziat VI)
wykazala powazne réznice widoczne na rys. 6. Stwierdzi¢ nalezy na
podstawie tego rysunku, ze {ak metoda ,szczawianowa", jak i ,alka-
liczna* daja mieszaning substancji, ktérych powinowaciwo adsorpcyjne
i fiuorescencja w ultrafiolecie ,a zatem i budowa czasteczek sg zmie-
nione w porownanin z ekstraktem bezposrednio otrzymanym z torfu.
Ten ostatni wynik odnoszacy <sie do ekstraktu alkoholowego torfu jest
analogiczny do wynikéw badan Wiliamsa (27) nad wodnymi wy-
ciggami torfu, jak rowniez potwierdza przypuszczenia F. Fischera
i G. Schrodera (7).

Metody ekstrakeji toriu przy pomocy szczawianu sodu lub zasad
nalezaloby wiec uzna¢ za nieodpowiednie, gdyz nie pozwalaja otrzymacé
w stanie niezmiennym substancji, zawartych w naturalnym humusie.
Wydaje sie¢ natomiast bardzo prawdopodobnym, ze ekstrakcja samym
alkoholem etylowym przy zachowaniu podanych w niniejszej pracy
ostroznosci nie powoduje zmian chemicznych préchnicy.

Stosujac bezposrednig ekstrakcje przeprowadzono analize porow-
nawczg roznych materialow humusowych. Otrzymano nastgpujace wy-
dajnosci z | kg torfu:

I. Torf niski z Zemborzyc — 4,032 g substancji rozpuszczalnych
w alkoholu,

2. Torl niski z Bialowiezy — 4,110 g substancji rozpuszczalnych
w alkoholu,

3. Torl wysoki z Bialowiezy -— 5,422 g substancji rozpuszczalnych
w alkoholu,

4. Torl wysoki z Chlebowa —- 23,177 g substancji rozpuszczalnych
w alkoholu.

W wykonanych doswiadczeniach okazalo si¢ wiec, ze torfy
wysokie majag wiecej substancji rozpunszczal-
nych w alkoholu niz niskie.

Poréwnanie pod wzgledem jakosciowym tych mieszanin przepro-
wadzono chromatograficznie. Jak wida¢ z rysunku 7 i 8 sklad ekstrak-
tow z torféw wysokich jest podobny, chociaz ich chromatogramy réznia
si¢ barwa II warstwy. Wycigg z ziemi kompostowej (rys. 8) wydaje
sie rozni¢ gléwnie ilosciowo od ekstraktéw z torféw wysokich. Ekstrakty
z torféw niskich daja bardzo podobne chromatogramy (warstwa zélta
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jako glowny skiadnik). Zblizony do nich jest tez wyciag z wegla bru-
natnego.

Natomiast migdzy lorfami niskimi a wysokimi istnieja powazne
chemiczne réznice w skiadzie opisywanych wyciaggow.

Biorgc pod uwage:

I) ze polozenie danej warstwy na kolumnie (tj. powinowactwo
adsorpcyjne) oraz barwa [luorescencyjna niezawodnie pozwalaja od-
rozni¢ zwiazki chemiczne jakosciowo inne,

2) ze zachowano identyczne warunki przy
otrzymywaniu opisywanych ekstraktow i ich
chromatografowaniu — mozna stwierdzi¢, z2e r6znice
w wygladzie chromatogramow dowodzg nie-
watpliwie powaznych roznic w chemicznym
skladzie uzytych materiatow humusowych.

Z drugiej strony podkresli¢ nalezy widoczne podobienstwo, a mia-
nowicie:

1) Ciemno-bragzowa, I-sza od gory warstwa jest niemal identyczna
we wszystkich chromalogramach. Ze wzgledu na jej nieruchliwosé
przy rozwijaniu chromatogramu, jak lez i na podstawie spostrzezen
A. Hocka (10) przypuszczam, ze sklada si¢ ona z kwasow humu-
sowych (19) lub uzywajac synonimu (27) -— z kwaséw huminowych.

2) Glowng czes¢ wszysikich opisywanych chromatogramow sta-
nowi warstwa Il-ga od gory.

Jej barwa fluorescencyjna zmienia si¢ od jasno-hrazowej, poprzez
z6ltawo-brazowa, ciemno-zotta do jasno-zoltej, w zaleznosci od su-
rowca wyjsciowego (rys. 7 i 8).

Z uwagi na bardzo podobne powinowactwo adsorpcyjne oraz na
podstawie prac poprzednikow (10) mozna przypuszczaé, ze jest to
kwas hymatomelanowy (19), zwany inaczej ulminowym (27).

Motzliwe, ze nastepujaca po tej strefie w chromatogramach a, b, c,
na rys. 7 oraz na rys. 8 warstwa o innym odcieniu harwy zéltej jest
drugim skladnikiem , kwasu hymatomelanowego*, kiéry przez niekto-
rych badaczy uwazany byl za mieszaning (21. 26).

Roznice w odcieniach barw fluorescencyjnych tych warstw s3 nie-
wielkie i moga by¢ wyjasnione roznym stopniem polimeryzacji, jezeli
przyja¢ za F. Schefferem (21), ze substancje humusowe sta-
nowig homologiczny szereg polimerow.
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Zoltawy przesacz, przechodzacy podczas formowania chromato-
gramow (o ktéorym wspomnialem poprzednio). oraz pozostale strefy
kolumny (pasek brazowy, zolty i strefa zielonkawo-niebieska na rys.
7 i 8) uwazalbym za zanieczyszczenia, jesli tak mozna nazwac sub-
stancje towarzyszace humusowi, cytowane wedlug A. Waksmana
(26) w II rozdziale niniejszej pracy.

Kwasow krenowych nie ma na chromatogramie wobec poprzedza-
jacej ekstrakcji woda z HCI wszystkich opisywanych materialéw humu-
sowych. Wydaje sie, ze opisana metoda oprocz zastosowan analitycz-
nych nadawalaby si¢ tez do celow preparatywnych. Rozdzielanie
i otrzymywanie na duza skale poszczegdlnych
substancji alkoholowej frakcji prochnicy zo-
stalo zasadniczo umozliwione przez zastoso-
wanie kwasu olejowego do rozwijania chro-
matogramu oraz ,eluacji* przez rozpuszcza-
nie adsorbenta. Podkresli¢ nalezy, ze w pierwszej probie
chromatografii humusu (wyciaggéw wodnych), ktorej dokonat A. Hock
(10), nie znaleziono sposobu na rozwijanie i eluacje chromatogramow
(na tlenku glinu), ze wzgledu na bardzo silng chemisorpcje.

Podana metoda chromatograficzna wyodrebniania substancji hu-
musowych w polaczeniu z dializa stwarza mozliwosci otrzymania
w stanie chemicznie czystym poszczegolnych zwigzkow humusowych,
nalezacych do frakcji alkoholowej, czego nie mozna bylo osiggnaé
dotychczasowymi sposobami (7, 1, 25). Nadto praca niniejsza osta-
tecznie obala poglady Sven Odena (19), jakoby frakcja alkoho-
lowa prochnicy zawierala tylko jeden skiadnik — kwas hymatomela-
nowy i wskazuje, ze jest to kompleks roznych zwigzkow, ktorego sklad
ilosciowy i jakosciowy jest zmienny.

Wnioski

1} Zastosowano metode chromatograficzna do rozdzielania i wy-
odrebniania poszczegolnych skladnikéw humusu, dajacych sie¢ ekstra-
howa¢ alkoholem; jako adsorbenta uzyto tlenku mag-
nezu, do rozwijania chromatograméw uiyto roztworu kwasu olejo-
wego w alkoholu. Stwierdzono mozliwo$¢ analizy chromatograficzne;
alkoholowych wyciggow préchnicy na paskach bibuly filtracyjnej.
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2) Przy pomocy tej metody stwierdzono, ze:

a) frakcja alkoholowa humusu sklada si¢ z roznych zwigzkow,
tworzacych oddzielne warstwy na chromatogramie, dajace si¢
rozrozni¢ w Swietle ultrafioletowym;

b) sktad ilosciowy i jakoSciowy frakcji alkoholowej prochnicy jest
zmienny w zaleznosci od surowca wyjsciowego;

c) ekstrakty alkoholowe z preparatow otrzymanych przy pomocy
ekstrakcji prochnicy szczawianem sodu lub zasadami, wykazuja
roznice ilosciowe i jakoSciowe w poréwnaniu z bezposrednim
ekstraktem alkoholowym.

Skiadam serdeczne podzigkowania Kierownikowi Zaktadu Fizjologii
Roslin UMCS — Prof. Dr. A. Paszewskiemu za cenne wska-
zowki i umozliwienie wykonania niniejszej pracy. Dzigkuj¢ rowniez
Dziekanowi Prof. Dr. Wi. Hubickiemu oraz Prof. Dr. A. Waks-
mundzkiemu za krytyczne uwagi dotyczace pracy, za$ Adiunktowi
Politechniki Warszawskiej T. Bisanz za korekte merytoryczna.
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PE3I0OME

B GonbwmHcTBe paboT, 110CBAUIEHHBIX MCCleXOBAaHUAM TyMmyca,
MoJIb3YyITCA MIA MOJy4YeHUA neperinoiHoli cybctanumm aubo anka-
anyeckum MetonoM CBeH Onena (I)unm Illmpuurepa (24),
an6o ,,masenesniv'‘ MetonoMm H. Cumomna (23). OnHako, MHorue
MCClIeIoBaTEIN OTHOCATCH BeCbMa KPUTHYECKM K 3TUM MeTomaMm (1,
7, 10, 25, 26, 27).

3amaueit Hactosiueii paboThl ABIAETCA BBIICHUTb, HAaCKOJbLKO
BO3MORHO [IpUMeHeHHe XpomaTorpaMyecKoro MeTtona IJA paane-
JIEHUA U BhIIEJEHUA COCTABHBIX 3JIEMEHTOB r'yMyca, PacTBOPAIOILUXCA
WIH NenTU3UpyUIMXCA B CIIHMpTE.

Mertonuxka pa6orTHh.

Crexknanuble Tpy6KHU, KOTOPBIX AMAMETpP paBHAICA 13 MM, Hamou-
HAJNMCH 8 rp. okucH oGe3BOXEHHOro ,,TAxenoro'‘ (heavy) maruusa.
CkBO3b CTOJIGMK MpocayMBaeTcA CNUPTOBHIA 3KCTPAKT rymyca o pH
= b. 3aTeM KOJIOHKA MojBeprajach pa3MbIBAHMIO PacTBOPOM OJIEM-
HOBOW KHMCIOTH B 3TUIIOBOM cnupre (cooTHouieHue 1: 7,5). B yiIb-
TpauoneToBoM cBeTe GhIIM 3aMETHHI LIBETHBIE CIION. ABTOp MHITAJICA
BHIIENUThL OTHEJNbHbLIE CIIOW, pa3CeKad KOJOHKY Ha 4acCTH, PacTBOpAA
ancopbent paabasinenno#t HC 1 B pacrBope cnupTta, obpainasa npu
3TOM BHUMAaHHe, yToObl pH He cTano Huwke 2. ABTOpPOM ObIIM TaK¥ e
MoJIy4YeHbl MOJIORUTENIbHBIE PE3yJIbTaThl OTHOCHUTEIbHO XpoMmaTorpa-
¢uu ua nosAckax ¢uabTpatHoit Gymarw.

[Tocne BLIpOGOTKM METOANMKM aBTOPOM OBIIM NMPUBENCHBLI 3KCHe-
PUMEHTHl JIA BLIACHEHHA, CyUleCTByeT 1M Kakad — .;iM60 3aBHMCH-
MOCThL MERIY COCTaBOM T'yMYCHBIX 3KCTPAKTOB M MCXONHBLIM MaTep-
uasioM. B KauvecTBe MarTepnasia IIA 3IKCTPAKUNM ABTOPOM GhLIH
B3ATH OCOKOBHE M c(arHoBhie TOpPH, KOMNoOCTHAA moyBa u GypIil
yrosib. Bblile yKa3aHHble MaTepHUallbl IKCTPAarHpoBaiuCh TPEMA CIO-
cobaMu:

1. cnocoGom Y. Iinpunurepa (24) — nocpeacrrom 0,5°/, —
oro NaOH.

2. meronom K. Cumona —1°, waBejleBLIM HaTpHeM.
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3. HenocpencTBEHHO 3TMIOBEIM 96°/, cnupToMm.

[Tepex kammoift U3 yNOMANYTHIX BRIl 3KCTPAKIHKII NPUMEHSNTOCH
TulaTeJlbHOe NepeMblBaHue GE€l31HOM, KHIIAUMM TIPU HU3IIHX TeMIe-
paTtypax, notom 0,2 n pacropom HCl n pectuamposanoit Bomoi.
U3 sxcrpakToB noiiyyeHHsix MetogoM Y. lllmpunurepa u K. Cun-
M OH a, Ne#CTBYA CEPHOiIl KHUCIOTOH, MOJy4yajiMChb OCAlKU F'YMYCHBIX
cy6GcTanumit. 3aTeM ocafKM MONABEPrajuCh BBICYIUEHHIO MOJ CPaBHM-
TeJIbHO HM3KUM [aBjeHWeM NpH TeMmnepatype Huxe 70°C B atmoc-
¢epe a3ora. [TonyyenHble TaKMM MYTeM npenapathl 3KCTparuposa-
10ch 3TUIOBRHIM 969/, cnupTOM.

Ha ocuoBanumn JKCIIEpUMEHTOB, NMPOBEAEHHHX HAX 3KCTpAKTaAMH
OCOKOBOro TOpd):\, YCTAHOBJIEHO, 4TO:

1. npoAyKTHBHOCTD ,,u1aBesneBoro*‘ Metona (K. C u Mo i a, 23) us
1 kr. Topda coctaBnAna 16,369 r ryMycHelx cyGcTaHUMIA.

2. NIPONYKTUBHOCTD ,,alKanundeckoro‘* meroma (Y.Illl npunre p,
i3] p

24) ua 1 Kr. atoro :xe Topda cocraBaana 78, 110r rymycHux cy6-
CTaHLHUIA.

B npusenenHoM BHule cilyyae MPONYKTMBHOCTb ajIKaJMyeCKOro
MeTolla UpM 3KcTpakuuu Topdha cocrosiaser 477%, mo oTHoIIEHIIO
K mepBoMy MeTony. ITOT aKT MOATBEPAAAET Pe3ylbTaThl, MOJYYEH-
Hole Y. lllnpuHrepom (24). CoctaBnl O00MX 3THX NpelapaToB
B KayeCTBEHHOM OTHOLUEHMM B BRICIEN CTENEHH OTIMYAIOTCH APYr
oT Jpyra (,,l1aBejieBbIii‘‘ npenapaT 3aKjao4aer 3 pasa GoJblue pac-
TBOPUMHIX B CIIMpTE CyOCTaHUMR).

IIpou3BeneHHoe Ha OCHOBAaHMM KOJOHOK CpaBHeHHE KayeCTBEH-
HOro coctaBa 060MX 9KCTPAKTOB YKa3hlBaeT Ha Goabline Pa3HH1LI,
npencrabiieHHele Ha puc. 6. Ha ocHoBauuu atoro pucyinka ciaexyer
OTMETHUTB, YTO KaK ,,lllaBeJIEBBINA’’ MeTOd, TaK M aJKaJINYeCKHH AAI0T
cMech cyOcTaHUMi KOTOpHIX CTeneHb axcopOiuuyn u guioopeclieHUnd
B yaAbTpaduoeToBOM cBeTE, CTaNO GbITb, M CTPYKTYypa uacTHU MU3-
MEHMWJIHCb 110 CPABHEHHIO C BKCTPAKTOM HEIIOCPEeICTBEHHO MOJIyucl-
HBIM U3 Topda. ITOT mocaenHuit peayibTaT, OTHOCHUULICH K ClIUp-
TOBOMY 3KCTpaKTy Topja anajornyeH peayibTaTaM HMcciiefoBauif
Buanamca (27) mam somuuMu sKcTpakTamu Topda, a TuaKike
noaTsepAnaer npepnodoxrediud O. ®unwepa n lllpemepa (7).

CnenoBaTensHo MeTogn dKcTpakumu Topda npu nomouuu wa-
BEJIeBOro HaTpuAa MWIH KpEeNnKux uejioyeit ciaegoBalio Onl cyMTaTh
Hel’lpl/ll‘OlIHblMM, TaK Kak, MoJ1Ib3YyACb UMHU, HEIIb3A MNOJYYHUTb B HeE-
HU3MEHEHHOM COCTOAHUM cyﬁcTauulm, daKIIlYEeHHLIX B HaTypal/lbHOM
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rymyce. Kaxerca Becma BEPOATHRIM, UTO 3KCTPAaKIIUA CaMHUM TOJIbKO
3THWJIOBBIM CMHPTOM HE BhI3LIBAET XMMUYECKHUX H3MeHeHU# IIepercHon.

[IpnMeHAA HenocpencTBEHHYI0 3KCTPAKIUHUI0 96°/,-LIM 3THIOBLIM
CIIMPTOM, aBTOp Ha OCHOBAHMHU MOJIyYEHHLIX Pe3yJIbTaTOB AaeT CpaB-
HUTEJIbHRIl alanu3 pa3HuIX rymMycHelx MaTtepuaioB. [lonyuena nuxe
cienyipouas MPOAYKTUBHOCTb M3 1 Kr. Topda:

1. OcoxoBulit; Topp n3 3emGomun (JI06auHCKOe BOEBOACTBO) —
4,032 r cy6craniuit pacTBOpPUMBIX B CIIMpTe.

2. Ocoxosmniii Topp u3 banosexn (Haunonanuueiit 3anorennnk) —
4,1102 cybcTaHuMii pacTROPMMBIX B COMPTE.

3. Charnosuiit Topd M3 basosemxu (Haunonanvuwit 3anosen-
HMK) — 5,422 r cy6cTaHUMl pacTBOPUMBIX B CRMpTE.

4. Cparuonsiéi Topp u3 XneGosa (Iloananckoe soesomcrpo)—
23,177 r cy6bcTaHuMit pacTBOPUMHIX B CIIMPTe.

CnemosaTenbHO MccllefoBaHuble cparHosbie Topdul comepiaT
ropa3no Go:ibiue cyGcTaHiMi pacTBOPUMBIX B CMUPTE, 4EM OCOKO-
BhIE.

3areM aBTOp CpaBHMBaeT 3TH CMecHM B KayeCTBEHHOM OTHO-
IeHun mpu mnomoiun xpomatorpadui. 7 M 8 PUCYHKM YKaBBIBAIOT
Ha TO, YTO COCTaB IKCTPAKTOB M3 cParioBLIX TOPPOR B 06UIEM MOXOHK
Ha COCTaB I1IPOYMX IKCTPAKTOB, XOTA HX KOJIOHKM OTIMYAIOTCA
nseroM Il ciaoAa. JKkcTpakT M3 KOMMOCTHO! MoyBHl (puc. 3) OTIIH-
yaeTcA, M0 BCeil BEPOATHOCTH, OT 316 TPAKTOB U3 cdarHoBuX TOp(hoB
rmaBHLIM 06pa3oM B KOJHMYECTBEHHOM OTHOLIEHUM. JKCTPAKTHl U3
O0COKOBLIX TOP(OB UMEIOT MOYTH TAaKUE Fe KONOHKM (ReNThlA CIT0H
BLICTYMA€eT 3[eCb Kalk rjIaBHuA 3geMeHT). Ouenb 6IM30K MM TaK¥e
M 3KCTPaKT M3 Gyporo yris.

Ho oTHOCHTeNbHO coOCTaBa OMUCHIBAEMBIX JKCTPAKTOB MERIY

charuoBbIMM M OCOKOBLIMM Topdamn BeicTynaiwTr OGolibUIne XUMH-
yeCKHe Pa3HMIHL.

Ha ocHoBanuu ToOro, uro:

1. Paamcuienue nassoro cnos Ha cTtonGuKe (T. e. CTemeHl. an-
copbuuu), a TaKFe UBET (uIopecueHUMH NAIOT BO3MOMHOCTL Oea-
own604YHO OTAHYAThH HAJIHMYNE pa3HBIX B KAYECTBEHHOM OTHOILEHHUN
XUMHYECKUX COeTMHEeHMII.

2. Ilpn M3roToBJIEHMM OMUCHIBAEMBIX JKCTPAKTOB M HX XpoMa-
torpaMpoBaHMM aBTOPOM G6buin oGecreyeHnl WAEHTHYHBIE YCIOBUA
MOXHO MpenIooraTh, YTo HabilonaemMble pa3HULBl B KOJIOHKAaX CBU-
NeTenbCTBYIOT HECOMHEHHO O TOM, YTO B XMMHMYECKOM COCTaBe B3fl-
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THIX IJIA 3KCMEPUMHUHTAJBHLIX Lejlell TYMYCHRIX MaTepualioB BHICTY-
napt Gosnine pas3HMLHL.

Ho c¢ npyroii ctopoHsl cienyer oTveTuTh Gpocalineecs B,riasa
CXONCTBO, 3 MMEHHO:

1. TeMHoO-KOpHMYHCBULII, MEepBHI BepXHUil ClI0il 1104TH MAEHTHYEH
BO BceX KOJIOHKax. B BUIYy ero HemoxBUKHOCTH MPH NepeMblBaHMM
KOJIOHKH, 2 TaKAie M Ha ocHoBanuM HabGmonennit A. Foxa (10),
aBTOp [MOJIaraeTt, YTO0 3TOT CJIOH COCTOMT M3 FyMYCHHIX (19) nian
TYMHHOBBIX KHUCJIOT.

2. FmaBinyw 4vacThL BCeX ONUCHIBAEMLIX KOJIOHOK COCTaBIIAET
I1-0ii Bepxnuii crmoit. L{Ber ero quioopecienuny nocreneHHo name-
HAETCA: CMpapa BLICTYNaeT CBETIIO-KOPUYHEBLINA [(BET, 3aTeM W eJTo-
BaTO-KOPIT1lieBbid, TEMHO-REJATLIT It HAKOHEN CBETJIO-ReJIThlil, B 3aBU-
CUMOCTH OT 11CXOQHOro Matepuana (puc. 7 u 8). B cuay odenn cxon-
HOW cTenenn aucopGuMM, a TaKme Ha OCHOBAHM pAaGoT paaHbIX
uccaenosatenei (10) Mowuo npegmosiarath, 4to Bo Il cioe BhCTY-
naet ruMartoMesaHoBad Kuciora (19) mHave naaniBaeMiaA YJILMIHO-
BOM KUcaoToii (27).

BoavoxHo, yTo HUFHAs 4yactb Il-oro cimosa B Kollonkax a, b, ¢
Ha puc. 7 ¥ 8 uMelowlaA MHOH OTTEHOK MEJITOro UBCTa, ABIAETCA
BTOPBIM 3JIEMEHTOM ,,FMMaTOMENIHOBOIT KKCJIOTHI'’, KOTOPYIO HeKo-
TOpble MCCIEeXOBAaTeNlil CYUTAIM cMecbio (21, 26).

Pasnuiel B 0TTEHKax UBeTOB (loopecuediuu 3THX CI0EB —
HE BEJUKW M MOryT OhITb BBIACHEHBI DPA3JIMYHON CTENeHbIo IMOJH-
MepHu3auuu, ecau coriacutbea ¢ MHennem @, lUlepdepa (21),
YTO ryMycHhle cyOCTaHUMM IIPEACTABJIAIOT cO00H roMoJorM4ecKuit
MOJUMEpPOB.

Ha wenroBaThit ¢unbTpar, NpocaunBalowMiica Bo Bpems (op-
MHMPOBAHHUA KUJOHOK, @ TAKAe Ha BCe OCTalbiikle CJIOM KOIOHIHN (KO-
PHYHEBAH, ReJThIA [10JIOCHl M 3€JIEHOBATO-CHHMIA cJloil na puc. 7 u 8)
aBTOp CMOTPMT, KaK Ha pe3ylbTaT 3arpA3HEeHMIl, eCiIM TaK MOKHO
Ha3BaTb ,,lieryMycHble’’ cyOCTaHUMM — TaKkue, KAaK 3PCTLI CMOJIOBBIX
KMCJOT U npouue cyOcTaHLMK, BLICTyNalOMe COBMECTHO C TyMYyCOM
KOTOphle nepeuuncidser BakcmaH (26).

Kpenoshix KMcIOT Ha KOJIOHKE HET BCJIENCTBUE NpeJBapHUTElb-
HO# akcTpakuum Bomoi ¢ HCI Bcex onmucuniBaeMulX FyMyCHBIX Mare-
pHamos.

HameTca BecbMa BO3aMOMHHIM, YTO OMMCAHHHIL aBTOPOM MeTOR,
KPOMe HUCII0ii,30BAHUA €ro MJIA YMCTO AHAIMTHMYECKHUX Lesel, Guli
Ol TaKkXe BllOJIHE NpuUromeH NiA npoaykuuu. Pasnenauue m noay-
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yaHue B 6O0JIbIIOM KOJIMYeCTBe OTAEAbHHX cyOCTaHUMI CMPTOBOM
$parkuuu ryMyca B OCHORIOM CTAJI0 BO3MOXRHHIM, 6iloroqapa npuMe-
HEHUIO OJIENHOBOIl KHMCJIOTBI ANA MEpPEMhIBAHUA KOJIOHKH, a TaK:ke
yadwannn’’ pacrsopainem ancopGenrta. Cnenyetr oco60 OTMETHTh
4TO B MEPBOM onbiTe Xpomartorpagun rymyca (BOJHBIX 3KCTPaKTOB),
cnesannom I"okowm (10), we ymanoch HaWTH cnocoGa HA MeEpeMbl-
BaHMe M 3JII0AlMI0 KOJIOHOK (1a OKHChb allloOMMHA) B ClIeICTBe OYeHb
CHIILHON XUMICOpPGUMH.

IpencrapiienHblit XxpoMaTorpaduueckuit MeTon BHAEIAHNA TyMYyC-
HBIX cyGcTanuuil BMecTe ¢ IHAJIN30/ CO3[1aeT BOIMORHOCTD MOIYYHUTh
B YHCTOM XUMIIIECKM COCTOAHHIl OTHENbHble TYMYyCHbIE COelMHEHNA,
OTHOCSUILMCCH K CIMPTOBOM (PPAKUMM, YEro Heslb3A Gbiilo MOCTUTHYTh
MMELIMMUCH JI0 chX nop metomamn (1, 7, 25).

Hacrosiman paGorta, 1o MHEHMI0O aBTOpa, ONMpOBEpraeT B3IrJAX
Coen Opgeuna (19), uo Koropomy cnuproBaa ¢paxuua rymyca 3a-
KJ104acT JINilIb OAIH 3JIeMEHT, a UMEHHO rMMaTOMEJIAHOBYI0 KHMCIIOTY,
M KpoMe TOro J0Ka3biBaeT, YTO 3TO — KOMIIJIEKC Pa3jMYHBEIX Cuean-
HEHWH, COCTaB KOTOPOTr0O KAaK B HKauyecTBEHHOM, TaKk U B KoOJIW4e-
CTBEHHOM OTHOLIEHWH HM3MEHYUB.

B uBonamu

{81. AsTop npumenun xpomatorpaduyeckuit MeTox A pasle-
JeHUA M BhIeJeHHA OTAeJbHBIX 3JIEMEHTOB r'yMyca, 3KCTparupyemax
CIIUPTOM; B KauyecTpe aCOPOEHTa aBTOpP MO0Jb30BalICA OKUCbIO Mar-
HUA  T/KEJIOoro), MUIA MepeMBIBAHMS KOJIOHOK OBl B3AT PacTBOP
0JIEMHOBOII KHCJIOTH B CIUPTe B OoTHolueHuu 1 : 7,5.

1. [Toaw3ysc, 3TUM MeTONOM, YCTaHOBIIEHO:

a) cnupToBad (paKilMA Tymyca COCTOMT U3 PA3HbIX COeXHEHHi
o0pa3ylowix OTHe/IbHBIE CIIOM Ha KOJIOHKe, KOTOPHE JIErKo 3aMETHH
B yiabTpaduo.eToBom cBere;

B) KO.IMYECTBEHHBIl M KayeCTBEHHHIA COCTAB CNMPTOBOH (pax-
I 11ePCrHos M3MeHAETCA B 3aBIICHMOCTH OT MCXOAHOrO MaTepuaja:

C) B CHHPTOBHIX 3KCTPAKTaxX C NpenapaToB, MOJYy4YeHIBX NMYyTeM
3KCTPAKUMM TyMyCa IIABeJEBRIM HATPMEM MIIM LiellovaMy, Habuilo-
JAIOTCA B CPaBHEHMM C HEMOCPedCTBEHHBIM CAUPTOBBIM 3KCTPAKTOM
KOJMYECTBEHHbLIE U KayecTBeHHble M3MCHEHMA.
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SUMMARY

The majority of present works on humus make use for the obtaining
of humic substances either of the Sven Oden’s (1) alkalic method,
or U. Springer's (24), or the K. Simon’s (23) ,oxalate"
method. Many scientists, however, regard those methods critically
(1, 7, 10, 25, 26, 27).

The aim of the present work was to examine the possibilities of
the use of the chromatographic method for the separation and isolation
ol the components of humnus, dissoluble, or peptonizing in alcohol.

The following method of work was employed:

Columns of 13 mm. in diameler were filled with 8 g. of ,heavy*
anhydrous magnesium oxide. Through the column an alcohol extract
of humus of pH 5 was fillered. The chromatogram was developed
with a solution oi oleic acid in ethyl alcohol ip proportion 1:7,5. In
ultraviolet light coloured bands were observed. Attemps were made
to separate the individual zones by dissecting the column into parts
and the dissolution of the adsorbent with diluted HCI in a solution of
alcohol and preventing from exceeding the value pH 2. The hydrous —
alcohol ,.eluate’ was purifed from oleic acide hy extraction with petro-
leum-ether. Positive tests were also conducted with chromatography
on straps of filter paper.

After the elaboration of the method experiments were conducted
in order to examine the dependence between the composition of the
extracts from the humus and the original raw material. As the material
for the extraction were used: Caricetum- and Sphagnum peats, compost

soils and brown coal (lignite). These materials were extracted accord-
ing to three methods:

1) U. Springer's (24) method, by the use of 0,5/, solution
of NaOH,

2) according to K. Simon's (23) method by the use of 10/,
solution of sodium oxalate,

3) Directly with 969/, solution of ethyl alcohol.
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Before each of the mentioned extractions exhausting extractions
with petroleum ether were used and subsequently with 0,2n solution of
HCI and distilled water. From extracts obtained according to U Sprin-
ger'sand K. Simon's methods the humic substances were precipitated
by the acidification with sulphuric acid. The precipitated sediments were
dried under low pressure at a temperature below 70°C and in the
nitrogen atmosphere. Preparations obtained in this way were next
extracted with 969/, ethyi alcohol.

On the basis of experiments with extracts of Caricetum --- peats
it was stated, that:

1) The efficiency of the ,,oxalate’ method (K.Simon, 23) using
| kg. of peat amounted in the experiment to 16.369 g. of humic
substances.

2) The efficiency of the ,alkaline method (U. Springer, 24)
using 1 kg. of the same peat amounted to 78.110 g. of humic
substances.

In the described case the efficiency of the alkaline method in the
extraction of peat amounts to 4779/, in respecto the first method. This
observation confirms U. Springer’s (24) results of investigations.
The compositions of both of these preparations is fundamentally
different as regards to the qualitative value (the oxalate preparation
contains three times more substances, soluble in alcohol).

The chromatographic evaluation of the qualitative composition of
the two discussed extracts revealed considerable differences, as shown
on the Fig. 6. On the basis of this drawing it can be stated, that both
the ,,oxalate’ as well as the ,alkaline* methods give a mixture of
substances, of which the adsorption affinity and the fluorescence in the
ultraviolet, and therefore also the molecular structure are changed in
comparison with the extract directly obtained from the peat. The latter
result referring to the alcohol extract of the peat is analogous to
results of Wiliams (27) investigations on aqueous extracts of peat,
and conflirms also F.Fischer's and G. Schréder's (7) sup-
positions.

The methods ol extraction of peat with sodium oxalate, or strong
alkalines should be therefore regarded as unsuitable, because they do
not permit to obtain in an unchanged state substances, contained in the
natural humus. It appears, however, most probable, that the extraction
with ethyl alcohol only causes no chemical change of the humus.
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Using direct extraction with 960/, ethyl alcohol a comparative ana-
lysis of various humic materials was performed. The following
efficiences from 1 kg. of peat were obtained:

1) Caricetum — peat from Zemborzyce (Lublin district) — 4.032 g.
of subsiances soluble in alcohol.

2) Caricetum — peat from Bialowieza (Nalional Park)—4.110 g.
of substances soluble in alcohol.

3) Sphagnum -— peat [rom Bialowieza (National Park) — 5.422 g.
of substances soluble in alcohol.

4) Sphagnum —- peat from Chlebow (Poznaii district) -— 23.177 g.
of substances soluble in alcohol.

The examined Sphagnum — peats have a higher content of sub-
stances soluble in alcohol, than the Caricetum - - ones.

Qualitative comparisons of those mixtures were performed chro-
matographically. As shown on the Fig. 7 and 8 the composition of
extracts of Sphagnum peats is similar, though their chromatograins
differ in colour in the II zone. Extract from compost soil (Fig. 8)
differs most probably mainly quaniatively from exiracts of Sphagnum—
peats. Extracts of Caricefum — peats give very similar chromatograms
(the yellow layer is the main component). Clasely resembling them is
also the extract of brown coal.

Between the Caricetum — and Sphagnum - peats, however, there
are considerable chemical differences in the composition of the described
extracts.

Taking into consideration, that:

1) the localization of tiie given zone of the column (i. e. adsorption
affinity) and the [luorescence colour permit infallibly to diffe-
rentiate qualilatively other chemical compounds,

2) identical conditions were preserved during the obtaining of the
described extracts and their chromatograms —

it can be stated, that the differences in the appearance of chromatograms
prove undoubtedly, that there are serious differences in the chemical
composition of the humic material used

On the other hand, the appearing similarity should be stressed,

namely:

I) the dark brown layer, the first from the top, is almost identical
in all chromatograms. In view of its immobility during the
development of the chromatogram and also on the basis of
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A. Hock’s (10) observations I suppose, that it consists of
humic acids (19), or using the synonym (27) - of humin acids,

2) The layer second from the top, is the main part of all described

chromatograms.

Its fluorescence colour changes from light brown, through yellowish
brown, dark yellow to light yellow, depending on the original raw
material (Draw. 7 and 8).

In view ol the very similar adsorption affinity and on the basis
ol previous works (10) il can be assumed, that it is the hymatomelanic
acid (19), otherwise designaled as ulminic acid (27).

It is possible, that following this zone on the chromatograms
a, b, ¢, on the Fig. 7 and Fig. & the layers of a different shade of the
yellow colour is a second component of the ,hymatomelanic acid*,
which was by some investigators regarded as a mixture (21, 26).

Differences in shades ol fluorescent colotirs of those layers are not
significant and can be explained by a different degree ol polymerisa-
tion, if accepts aiter F. Schefier (21) that humic substances
form a homologous series of polymers.

The yellowish [iltrate passing during the formation of chromato-
grams and the renaining layers of the column (brown band, yellow
and a greenish-blue layer on the Fig. 7 and 8). I would regard as pollu-
tion, if one accepts after F. Scheffer (21) that humic substances
accompanying the humus and reported hy A. Waksman (26).

There are no crenic acids in the chromatogram in view of the
preceding extraction with water and HCI of all the described humic
materials.

It appears, that the described method besides analytic applications
could be used on a large scale examinations. The separation and the
obtaining on a large scale of the separate substances of the alcoholic
iraction of humus was made fundamentally possible, by the use of
oleic acid for the development of the chromatogram and the’,elution*,
by the dissolution ol the adsorbent.

It should be stressed, that in the first test of the chromatography
of the humus (hydrous extracts), performed by A. Hock (10) no
method of the development and elution of chromatograms was found
(aluminium oxide) in view of a very strong chemisorption.
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The described chromatographic method of the separation of humic
substances in conjunction with dialysis creates possibilities for the
obtaining in chemically pure state of the separate humic compounds,
belonging to the alcoholic fraction, what could not be achieved by
previous methods (1, 7, 25).

I suppose the results of this work puts in doubt Sven Oden'’s
(19) opinion, that the alcoholic fraction of humus contains only one
component—, hymatomelanic acid* and idicales, that it is a complex
ol various componnds, of variable quantative and qualitative com-
position.

Conclusions

1) Chromatographic method was used for the separation and isola-
tion of the separate components of humus, which can be extracted with
alcohol; as the absorbent ,heavy* magnesium oxide was used and for
the development of chromatograms a solution of oleic acid in alcohol
in proportion | .75 (volumetric) was used.

Using this method it was concluded:

a) alcoholic fraction of humus consists of various compounds
forming separate zones on the chromatogram, which may be
difierentiated in the ultraviolet light;

b) the quantative and qualitative composition of the alcoholic
fraction of humus is variable depending on the oryginal raw
material;

c) alcoholic extracts of preparates obtained by means of extraction
of humus with sodium oxalate, or alkalines show quantative
and qualitative changes in comparison with the direct alcohalic
extract.
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