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Zagadnienie frakcjonowania zwiazkow préchnieznych
ze szezegolnym uwzglednieniem chromatografii
Uber die Humusfraktionierung unter besonderer Beriicksichtigung der Chromatographie

JERZY TROJANOWSKI

Badania nad chromatograficznym rozdzieleniem substancji humuso-
wych oraz ich aktywnodcia biologiczna zostaly podjete w oérodku lubel-
skim z inicjatywy Kierownika Zakladu Fizjologii Roslin prof. dr Adama
Paszewskiego. Referat niniejszy uwzglednia zaréwno dane z lite-
ratury, jak i wyniki wlasne.

Kazde postgpowanie zmierzajace do wydzielenia zwiazkéw prochnicz-
nych z naturalnych materialéw humusowych, jak gleba, torf czy wegiel
brunatuy, jest rownoczeénie frakcjonowaniem tych zwiazkdow. Jest bowiem
rzecza oczywista, ze dobdr rozpuszezalnika przy ekstrakeji materialu oraz
dostep tlenu i temperatura wplywaja w sposéb istotny na to, jakie i ile
poszezegdlnyeh  zwigzkoéw humusowych znajduje sie w ekstrakeie. Wa-
runki ekstrakeji moga niekiedy modyfikowaé budowe chemiczna tych
substancji tworzac artefakly. Tez¢ powyzsza mozna udokumentowac boga-
tym materialem doswiadezalnym. Np. Fischer i Schridder (1921)
wyciagneli ze swych wynikdw pesymistyczny wniosek, ze zaden z najeze-
éeiej stosowanyeh jako rozpuszezalniki roztwordw, tj. NaOH Tub (NaOOC),,
nie nadaje si¢ do uzyskania ,,pierwotnych’, tj. nie zmienionych, naturalnych
kwaséw huminowych z gleby. To co badamy, to sa niezupelnie zdefinio-
wane arlefakty. Zwlaszcza powazne zastrzezenia rowniez u innych aulorow
wzbudza powszechnie stosowana ckstrakeja alkaliami. Przy pomocy po-
miaréw kolorymetrycznyeh i spektrofotometrycznych uchwycono wyrazne
zmiany ekstynkeji w toku przechowywania alkalicznych roztwordw kwasow
huminowych (Simon 1929, Springer 1938, Scheele i wspolpr.
1935 a, 1935 b, 1936 a, 1936 b, Scheflfer i Welte 1950). Tyczy sie
to zwlaszeza tzw. frakeji brunatnych kwaséw humusowych, ktére w Srodo-
wisku alkalicznym wobee O, ulegaja z biegiem czasu wyraznej autooksydacji,
pojawiajacej si¢ powstawaniem bezbarwnych produktéw rozkladu. Wel te
(1952) wykazal przy pomocy spektrofotometru juz po oémiu dniach wyraz-
na zmiang w przebiegu krzywej absorpeji wiatla w roztworze brunatnych
kwasdw humusowych z Kasseler Braun w 0,04% NaOTH. Autor ten zaleca
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przeprowadzenie jakichkolwiek badan pordwnawczych réznych preparatow
humusowych niezwlocznie po przygotowaniu ich roztworow w NaOH.

Widaé wige, ze juz czasokres dzialania i stezenie roztworn NaOIl uzytego
do ekstrakeji malerialu dzialaja jako czynnik frakejonujacy, poniewaz
brunatne kwasy huminowe ulegaja latwo rozkladowi wobec NaOH, nato-
miast grupa kwasow szarych huminowych jest odporna na dzialanie NaOH
(Welte 1952). Dlatego autor ten zaleca stosowanie mozliwie niskiej
koncentracji jonéw OH, aby zmniejszy¢ do minimum szkodliwe odzialy-
wanie alkaliow. Decydujacym czynnikiem jest oczywiseie czas tego od-
dzialywania.

Pomiary spektrografliczne Weltego (1952) nie wykazaly Zadnych
zmian w przebiegu krzywych w ultrafiol., jezeli dzialanie 0,5% NaOH
trwalo tylko trzy godziny. To samo dotyczy 5% roztworu HCI. Wynikaloby
stad, ze zabieg dekalcytacji rozcienczonym kwasem solnym oraz krétke-
trwala ekstrakcja rozcienczonym roztworem alkaliow nie powoduje prawdo-
podobnie powazniejszych zmian w chemicznym rdzeniu zwiazkow humu-
sowych.

Proponowana przez Sim on a (1929) ekstrakeja roztworem szczawianu
sodu lub fluorku sodu w $rodowisku niealkalicznym jest w pewnym stopniu
rowniez mimowolnym frakejonowaniem. Tym sposobem przeprowadza sie
bowiem do roztworu gléwnie humiany wapnia, a przede wszystkim zwia-
zane z Ca szare kwasy huminowe (W elte 1952), a takze labilne, nisko-
czasteczkowe prekursory kwaséw huminowych. Znaczna czesé zwigzkow
préchnicznych pozostaje przy tym nie wyekstrahowana w materiale
(Springer 1938), a zwlaszcza humiany zelaza, glinu i wolne brunatne
kwasy huminowe.

Inni autorowie polecaja stosowanie slabych alkaliéw do ekstrakeji w po-
staci pirofosforanu sodu 0,15 M (Bremmner 1949, Okuda Azuma
i Hori Shiro 1954).

Zagadnienie doboru §rodka ekstrakeyjnego nie jest wiee jak dotad osta-
tecznie rozwiazane. Idealnego rozpuszczalnika dla préchnicy nie mamy.
Ponizej oméwione zostanie bezposrednie zastosowanie etanolu do ckstrakeji
materialu humusowego, co umozliwia wydzielenie w ,,lagodnych’ warun-
kach frakeji kwaséw hymatomelanowych.

ROZDZIELENIE SUBSTANCII HUMUSOWYCH NA GRUPY

Rozdzielenie zwiazkéw préchnicznych na umownie przyjete grupy od-
bywa si¢ najezeSciej przez sukcesywne wymywanie dekalcytowanego ma-
terialu woda, etanolem i alkaliami. Wielu autoréw zwraca jednak uwage
na obecnoé¢é form przejSciowych, stanowiacych ogniwa laczace grupy
kwaséw fulwonowych, hymatomelanowych i huminowych (Welte 1952),
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niektérzy za$ uwazaja kwasy fulwonowe i hymatomelanowe za prawdo-
podobnych prekursoréw kwaséw huminowych (Laatsch i wsp. | 950).

Krzywe absorpeyjne tych frakeji dla $wiatla ultrafioletowego wykazuja
wedlug Weltego (1952) duze podobienstwo. Stromosé krzywych maleje
w szeregu: kw. fulwonowe — kw. hymatomelanowe — kw. huminowe, co
wskazuje na wzrost czasteczek, w miare jak przechodzily od form prostszych
(kw. fulwonowe) do bardziej zlozonych (kw. huminowe). Wedlug pomiaréw
wspolezynnika dyfuzji dokonanych przez Scheelego (1937) wielkos¢
czasteczki badanych przez niego probek kwasow hymatomelanowych wahala
sic w granicach od 27,3 do 38 A, natomiast dla kwaséw huminowych wy-
padla od 29,9 do 70,1 A, a wiee nieco muiej.

Przebieg sedymentacji kwasow huminowych podezas wirowania przy
200 000 % g wskazuje wyraznie na ich polihomologiczny charakter (S ¢ h e I-
fer, Plotho, Welte 1950). Trudno wice méwi¢ o selektywnym roz-
frakejonowaniu substancji humusowych zwyklymi metodami na wspomniane
trzy grupy ze wzgledu na ich pokrewiefistwo chemiczne,

Dobre oddzielenie kwaséw huminowych od fulwonowych i hymatomela-
nowych osiaga siec wedlug Thielego i Kettnera (1953) na drodze
elektroforezy bibulowej w buforze o pH 8. Sposob ten nadaje sie zwlaszcza
do ostatecznego cezyszezenia tych frakeji rozdzielonych wstepnie zwyklymi
rozpuszezalnikami,

Z przytoczonych badan wynika, ze uzyskanie w stanie dostatecznej
czystosci nawet umownie przyjetej grupy substancji prochnicznych nie jest
latwym zadaniem. Tym bardziej, ze sklad preparaléw z réznych suroweow
uzyskanych ta sama metoda moze nie by¢ identyczny, poniewaz wchodza
tuw gre jeszeze inne, trudne do skontrolowania czynniki, jak wiek materialu
wyjéciowego, warunki naturalnej syntezy humusu, obecnofé w materiale
roznych towarzyszacych substancji niehumusowych, stopiefi wysuszenia
materialu, nie zawsze uchwytne dzialanie chemikaliow i wyzszej tempera-
tury w toku preparacji i wiele innych.

Przy pomocy konwencjonalnych metod ekstrakeji otrzymuje sie wigc
z gleb i torféw preparaty o desé zlozonym i zmiennym skladzie, nie zawsze
wystarczajaco zdefiniowane samym tylko sposobem ich przygotowania.
Takie wiec okredlenia jak , kwasy humusowe' czy ,,kwasy fulwonowe™
zawieraé w sobie moga tresé tak szeroka i réznorodna, jak np. okrelenie
,,sterydy’” albo ,,bialka™.

Biochemia humusu stoi wiee w chwili obecnej przed taka granica, przed
jaka stala biochemia bialek, zanim wynaleziono metody ultrawirowania,
elektroforezy i chromatografii, tj. przed hamujaca dalszy postep granica
sprawno$ei metod analitycznych.

Te granice zakreélona przez stare metody preparacji i analizy humusu
probujemy na niektérych odcinkach przekroczy¢ przy pomocy wspélezesnych
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metod fizykochemicznych, a gléwnie chromatografii i elektroforezy. Wydaje
sie, ze rezultaty pierwszych prob w tej dziedzinie sa obiecujace, a badania
analityczne w tym kierunku godne sa kontynuowania.

ROZDZIAL CHROMATOGRAFICZNY ZWIAZKOW HUMUSOWYCH

Frakcjonowanie kwasdw fulwonowyceh

Mianem , kwasy fulwonowe' okre§la si¢ zazwyczaj grupe zwiazkow
humusowych rozpuszezalnych w wodzie. W surowych wyciagach wodnych
prochnicy znajduja si¢ nadto liczne substancje nichumusowe, trudne do
oddzielenia.

Do oczyszezenia kwasow fulwonowyeh od towarzyszacych im zanie-
czyszezen nadaje sie metoda chromatograficzna wg Forsy th' a (1947).
Wyeciag z torfu lub gleby przygotowuje si¢ w 0,5n NaOIH. Z tego surowego
ekstraktu usunigto przez wylracenie kwasem solnym zaréwno kwasy hu-
minowe, jak i hymatomelanowe. Pozbawiony tych zwiazkéw kwasny roz-
twoér rozpuszezalnej w wodzie frakeji prochnicy adsorbuje sie na warstwie
wegla ,,zwierzecego’. Przez kolejne wymywanie adsorbenta 0,1n  HCI
acetonem, woda i 0,5n NaOH uzyskuje si¢ 4 frakcje, kiére Forsyth
nazwal A, B, C i D (1947).

Frakcja A obejmowala aminokwasy, cukry, zasady purynowe i inne
drobnoczasteczkowe zwiazki towarzyszace. We frakeji B znaleziono gli-
kozydy, pentozy i fenole. Frakeja C skladala si¢ gléwnie z poliuroniddw,
w ktorych Forsyth wykazal chromatograficznie galaktoze, glikoze
mannoze, arabinoze, ksyloze, kwas aldobionowy i kwas glikuronowy. Sklad-
niki te partycypuja stale w zblizonych stosunkach bez wzgledu na surowiee
wyjsciowy,

Frakeja D obejmowala wlasciwe kwasy fulwonowe o zawartodei ca 47—
48% C oraz okolo 4—G6% N. Zebrane w tej grupic zwigzki mialy charakter
kwaséw; znaleziono w nich chemicznie zwigzany fosfor i pentozy. W torfie
znalazl Forsy th 0,38 g frakeji D w 100 g masy organicznej, natomiast
w glebie — 2,6 g/100 g.

Interesujace jest stwierdzenie Forsy th’a, ze czedé Swiezo straconych
kwaséw huminowych mozna zhydrolizowaé mna produkly rozpuszezalue,
a te rozdzieli¢ w opisany wyzej sposéb na 4 frakcje. Stad wniosek o mo-
zliwoécei istnienia zlozonych polaczen kwaséw huminowych i fulwonowych,

W lubelskiej pracowni fizjologii roslin przeprowadzono préobe uzyskania
4frakeji Forsyth a ztorfu. Udalo si¢ wydzielié¢ tylko 2 frakeje B i D,
ktére w dosdwiadezeniach biologicznych wykazaly efekt hamujacy wybitnie
wzrost lidei i korzeni salaty w pozywce Pleffera-Knopa. Dodatek 4 mg tych
frakeji do 1 litra pozywki powodowal obnizenie potencjalu redox o okolo
50 mV, co moglo wplyna¢ na obnizke plonu (T'rojanowski 1957).
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Pewne udoskonalenie do chromatograflicznej metody rozdzielenia fulwo-
kwaséow wg Forsy thawnioslaDrozdowa (1955), ktéra po adsorpeji
na weglu zastosowala jeszeze dalsze oczyszezenia frakeji na kationicie.
Wydzielila ona w ten sposdb z grupy fulwokwaséw kwas z grupami chinono-
wymi, o m.cz. ca 190 i temp. top. 121-—-122°

Fulwokwasy w stanic wolnym wydzielala Ponomariewa (1947)
z gleb stosujac elektrodialize soli amonowych tych kwasow, przy czym towa-
rzyszace im kwasy huminowe wyltracaja sie w miare oddializowania jondw
amonowych i moga by¢é w ten sposob usuniete.

Rozdzielanie chromatograficzne kwasow
hymatomelanowych

Grupa kwasow hymatomelanowych jest dotychczas najmniej zbadana
frakcja humusu, mimo ze odkryta zostala przez Hoppe-Seylera
juz wor. 1889.

Pokrewienstwo chemiczne tej frakeji z kwasami huminowymi jest bardzo
prawdopodobne (Laatsch, Bauer, Bieneck 1950). Miedzy innymi
obie te frakcje maja bardzo zblizony (okolo 200) ciezar réwnowaznikowy,
wspolezynnik dyfuzji, mase czasteczkowa (Scheele 1937), a takie
wspolng ceche zaleznodei rozdrobmienia micelarnego od pH. Podzial na
frakeje rozpuszezalna i nierozpuszezalna w etanolu nie jest wiee podzialem
racjonalnym, lecz zwyczajowym.

Ze wzgledu na dobra rozpuszezalno$é w organicznych rozpuszezalnikach
(etanol, aceton) ta grupa zwiazkéw humusowych szezegdlnie nadaje sie do
rozdzialu chromatograficznego.

Pierwsza probe chromatograficznego wydzielenia kwaséw hymatome-
lanowych z torfu, gleb i wegla brunatnego przeprowadzil Trojanows ki
(1952). Wyciag etanolowy wstepnie oczyszezonych kwaséw hymatomelano-
wych rozdzielano na kolumnie z gruboziarnistego MgO. Do rozwijania
chromatogramu stosowano uklad: kwas olejowy-etanol (1 :7,5 obj.). Dla
indykacji warstw na kolumnie poslugiwano sie $wiatlem u-fiol. Mecha-
nicznie wydobyte warstwy chromatogramu eluowano kwasem solnym przy
pH 2. Metoda nadaje sie do uzycia na skale preparatywna jak tez i anali-
tyczna, nastrecza jednak pewne niedogodnodei techniczne przy mechanicz-
nym wydobywaniu warstw z kolumny.

Przez zastapienie MgO celuloza sproszkowana (Trojanowski
1957) usunicto te trudnosé, gdyz z chromatogramu celulozowego mozna
latwo wymywac poszezegolne strely roznymi rozpuszezalnikami. Rozdzie-
leniu na celulozie poddano kwasy hymatomelanowe wyekstrahowane z ziemi
kompostowej bezposrednio etanolem., Material byl przedtem pozbawiony
bitumin oraz przemywany 0,2n HCI do zaniku reakeji na Ca i Fe.
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Surowy ekstrakt etanolowy z ziemi wstepnie oczyszczono przez przepro-
wadzenie kwaséw hymatomelanowych w nierozpuszczalne polaczenie wap-
niowe, odwirowanie brazowego stratu od jasnobrazowego plynu oraz do-
kladne usuniecie Ca z osadu przez wymywanie 0,5n HCI na wirdéwee. Prze-
myty osad rozpuszezano w acetonie i uzyskany ciemnobrazowy klarowny
roztwor chromatografowano. Byla to wice frakeja kwaséw hymatomelanoc-
wych odgraniczona od reszty substancji humusowych nastepujacymi kry-
teriami:
1. rozpuszezalnoéé wolnych zwiazkéw w etanolu,
2. nierozpuszezalno$é pelaczenia z Ca w wodzie w Srodowisku obojetnym,
3. rozpuszezalnosé w acelonie,
4. nierozpuszezalno$é w 0,5n HCIL.
Do rozwijania chromatogramu kolumnowego tej frakeji na celulozie
sproszkowanej Whatmana dobrano uklad: \
n-butanol nasye. H,0
aceton
w stosunku objetodciowym 1 : 1. Na chromatogramic wyrdzniano 5 warstw
fluoryzujacych pod lampa kwarcowa, ktére mastepnie kolejuo wymywano
z kolumny bezwodnym acetonem, acetonem -- woda w stosunku o : 1,
a wreszcie woda. Wydzielono substancje z poszezegélnych warstw na duza
skale i obecnie opracowuje sie ich charakterystyke chemiczna.
Taki sam rozdzial uzyskano takze na arkuszu bibuly Whatman Nr 1,
co umozliwilo analityczne zastosowanie metody. Do rozwijania chromato-
gramu bibulowego kwaséw hymatomelanowych dobrano ukiad:
n-butanol nasye. H,0
acelon
roztwor 0,0n TICL

w stosunku obj. 12 : 12 : 1,5 (rye. 1).

Okre$lano wspélezynniki Ry poszezegélnych plam na bibule. Na tej pod-
stawie mozna bylo wyciagna¢ wniosek, ze z roznych materialéw wyjéciowych
uzyskuje sie w opisany sposob bardzo zblizone chromatogramy badanej
frakeji, przy czym plamy na bibule rozmieszezone sa w 3 dod¢ waskich za-
kresach Ry I — od 0,45 do 0,53; 1T — od 0,69 do 0,73 i 111 — okolo 0,95.

Dla poréwnania wykonano chromatogram bibulowy z roztworami kwasow
hymatomelanowych przygotowanych metoda Springera (1938), tj.
przy uzyciu alkaliow. Uzyskany chromatogram wykazal brak plamy o Ry=
= 0,94, ktéra wyslepuje na chromatogramach preparatéw przygotowanych
metoda Trojanowskiego; poza tym inne plamy mialy bardzo po-
dobne rozmieszezenie i zabarwienie.

Dalsza kontynuacja zapoczatkowanych w tym kierunku badaf jest
praca Lobarzewskiego z Zakladu Biochemii UMCS przygotowana
obecnie do druku. Lobarzewski zajal si¢ chromatograficznym roz-
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Rye. 1. Chromatogramy bibulowe kwaséw hymatomelanowych z réznych materialdw
wyjsciowych oraz niektéryeh frakeji oczyszezonych za pomoeca chromatografii ko-
lumnowej

q

1 — wyciag z torfu niskiego; 2 — jedna z frakeji wyciagu z torfu niskiego; 3 — jedna z frakeji wy-

ciagu z torfu niskiego; 4 — wyciag etanolowy 2z preparatu przygotowanego metoda Springera;

d — wyciag z torfu wysokiego; 6 — jedna z frakcji wyciagu z torfu wysokiego; 7 — jedna z frakcji

wyciggu z torfu wysokiego; 8 — wyciag z ziemi kompostowej; 9 — 10 — 11 — 12 — frakeje wydzielone
Zz wyciagu ziemi Komp.

dzieleniem tej frakeji kwasow hymatomelanowych, ktéra mimo swej roz-
puszezalnosei w etanolu nie daje nierozpuszezalnych polaczen z Ca, a wiee
tej frakeji, ktora pominieto w oméwionejwyzejpracy Trojanowskiego.

Rozdzielenie chromatograficzne kwaséw
huminowych

o

Frakeja kwasow huminowych wzbudzala dotychezas najwicksze za-
interesowanie tak biologéw, jak chemikéw. Mimo licznych préb nie ma
dotychezas  praktycznej metody chromatograficznego rozdzielenia tych
kwasow na wicksza skale,

Pierwsza proba byly doswiadezenia H o ¢ k a (1938), ktéry sporzadzal
chromatogramy kwasow huminowych w roztworze NaOH, NaF, (COONa),
lub Na,HPO,; na kolumnie wypelnionej tlenkiem glinu.

Pod lampa kwarcowa obserwowal H o ¢ k na chromatogramie fluorescen-
cje warstw, ktérych barwa okazala sie charakterystyczna dla poszezegélnych
materialow wyjsciowych, a wiee mogla posluzyé w pewnym stopniu do
gleboznawczej charakterystyki badanej prébki préchnicy. Silna chemi-
sorpcja humianéw na Aly,Op uniemozliwila wymycie warstw z kolumny, co
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pozbawia te doswiadezenia praktycznej wartosei, jesli chodzi o frakcjonowa-
nie humusu,

Soucii Heinen (1938) probowali rozdzieli¢ zwiazki uwazane za
prekursory kwaséw huminowych (nizejezasteczkowe), rozpuszezalne w dio-
ksanie, na kolumnach z Al,O,, CaCOy lub cukru. Do indykacji warstw sto-
sowano ultrafiolet, do elucji roztwér zasady. W zastosowaniu do oczyszezo-
nych kwaséw huminowych metoda nie dala pomyglnych rezultatdw.

Na skale analityczna, ale nie preparatywna, udalo sie rozdziclié kwasy
huminowe na kilka frakeji za pomoca elektroforezy bibulowej. Mozliwoéé
elektroforezy kwasow huminowych stwierdzil Beutelspacher (1952)
w aparacie Nernsta. Potencjal ,,dzeta” kwaséw huminowych naturalnych
wynosi okolo — 22 mV przy pH okolo 8; potencjal sztucznych kwaséw hu-
minowych wynosil w tych warunkach okolo —32 mV. Potencjal ,,dzeta”
kwaséw huminowych nie zalezy od Srodka ekstrakeyjnego. Humiany alka-
liczne sa elektrycznie obojetne i nie podlegaja elektroforezie. Thiele
i Kettner (1953) zastosowali pierwsi elektroforeze kwaséw huminowych
w buforze o pH 8, na bibule Schleicher i Schiill Nr 2040,

Dokladniejsze przebadanie warunkow i mozliwosci analityeznej elektro-
forezy kwaséw huminowych na bibule zawdzieczamy Schefferowi,
ZiechmannowiiSchliterowi (1955). Autorzy ci nie stwier-
dzili szkodliwego oddzialywania pola elektrycznego na te zwiazki (nie bylo
elektrokoagulacji). Najlepsze rozdzielenie na kilka frakeji uzyskano w bu-
forze o pH 8,6. Do elektroforezy nadawala si¢ najlepiej bibula Schleicher —
Schiill Nr 2045b Mgl. Autorzy nie stwierdzili zasadniczych réznic miedzy
elektroferogramami z kwasow huminowych sztucznych i naturalnych. Za-
rowno brunatne, jak i szare kwasy huminowe rozdzielaly sie w odpowied-
nich warunkach na szereg frakeji, dobrze widocznych jako oddzielne pasma
na ferogramie. Ferogramy moga posluzy¢ jako wskaznik przy zaliczeniu
badanej prébki do okreslonego typu kwaséw huminowych. Szezegélnie dobre
wyniki uzyskano przy zastosowaniu wysokich napieé od 750 do 2500 V przy
2—10 mA. Caly proces rozdzialu trwa wtedy tylko 3 minuty, lecz wymaga
specjalnie chlodzonej aparatury (pasek bibuly pograzony w cieczy chlo-
dzacej — chlorobenzenie).

Opisane do$wiadczenia nad elektroforeza kwaséw huminowych maja
jedynie znaczenie analityczne i jak dotad nie stosowano ich do wydzielenia
frakeji prochnicy w wiekszych iloSciach, wystarczajacych do dodwiadezen
biologicznych.

Metoda chromatograficzna daje pod tym wzgledem wicksze mozliwodci.
W pracowniach Zakladu Fizjologii Roélin i Biochemii UMCS w Lublinie
wykonano juz pierwsze doSwiadezenia nad aktywnoscia biologiczna tych
frakeji humusu, ktére udalo sie nam wydzieli¢ za pomoca kolumn chromato-
graficznych. W dodwiadczeniach Trojano wskiego (1954) nad wply-
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wem nicktorych frakeji kwaséw hymatomelanowyeh na salate w kulturach
wodnych uwidocznil si¢ wybitnie stymulujacy wplyw jednej z wydzielonych
frakeji na rozgalezienie si¢ systemu korzeniowego, podczas gdy inne frakeje
nie wywieraly tego wplywu,

W nie opublikowanych jeszeze do$wiadezeniach D zik owskiej ba-
dano wplyw wydzielonych chromatograficznie frakeji z réznych materialow
wyjéciowych na wzrost tkanki roslinnej metoda testu grochowego. Okreslone
frakcje daly powtarzalny wynik, niemal identyczny jak uzyty dla
poréwnania 0,25% roztwoér TAA, natomiast inne frakeje nie mialy wplywu
na wzrost tkanki w tedcie grochowym.

Sprawdzono, ze w badanych frakejach brak bylo pochodnych indolu.
Wylaczono réwniez mozliwos¢ dzialania mineralnych zanieczyszezen prepa-
ratow w tym dodwiadezeniu.

Wyniki te pozwalaja przypuszezacé, ze kontynuowanice badan nad chro-
matograflicznym frakcjonowaniem zwiazkéw prochnieznyeh ma przed soba
obiecujace perspeklywy zardwno dla biologa zglebiajacego mechanizm od-
dzialywania humusu na rosliny, jak i dla chemika badajacego prochnice
od strony analilycznej,

ZUSAMMENFASSUNG

Die Anwendung der Chromatographie zur Trennung der IHumusstoffe
und Forschungen tber die biologische Aktivitdtl einzelner Fraktionen werden
in unserem Laboratorium auf Anregung des Leiters des Instituts fir Pflan-
zenphysiologie der M. Sklodowska Universitit Prof. Dr A. P a-
sZews ki vorgenommen.

Jedes Verfahren, welches bei der Extraktion der Humusstoffe verwendet
wird, ist zugleich eine Fraktionierung, weil Extraktionsmittel und Extra-
ktionsverhiltnisse Gber die Menge und den chemischen Charakter der extra-
hierten Stoffe einen grossen LEinfluss ausiiben koénnen.

Gegen die gebrdauchliste Extraktion mit Natronlauge wird der Einwand
erhoben, dass unter Einwirkung der OH" Jonen eine Verdnderung des na-
tirlichen Charakters der Humusstoffe eintritt, Diese Verdnderung wurde
won vielen Verfassern unter Zuhilfenahme der Kolorimetrie und Spektro-
photometrie gezeigt [Simon (21), Springer, (22), Scheele (13),
Schefferu. Welte (18), Welte (28)]. Welte (28) hat gezeigt,
dass noch keine Verdnderung des Ultraviolett-Kurvenbildes in einem Zeit-
raum von 3 Stunden durch 0,5% NaOIl erfolgte. Besonders kleine Bestdn-
digkeit wurde bei den Braunhuminsduren gezeigt (28).

Diec von Simon (19) vorgeschlagene Extraktion mit Oxalatlosung
unter Vermeidung alkalischer Reaktion, ist besonders fir die Darstellung
der Humusstoffe, die an Ca gekoppelt sind, geignet (28). Springer
(22) und We l t e (28) haben gezeigt, dass durch diese Extraktion ein gros-
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ser Teil der Huminsduren nicht erfasst wird. Sie geben daher dem alkalischen
Extraktionsverfahren unter den angegebenen Versuchsbedingungen den
Vorzug. )

Zur Zeit gibt es also kein ideales Extraktionsmittel ftur die Darstellung
von Humusstoffenpripariten.

Die Trennung der Humusstoffe in Gruppen

Die Trennung der Humusstoffe in die Fulvosduren, Hymatomelansiu-
ren und Huminsduren bereitet erhebliche Schwierigkeiten, weil diese Ver-
bindungen chemisch ndhverwandt sind (9, 12, 17, 28) und weil es gewisse
Uberginge gibt. Es wurde mit der Ultrazentrifuge der polymer-homologe
Charakter der Hymatomelan- und Humingduren nachgewiesen (17). Es scheint,
also unmoglich durch fraktionierte Fillung, diese Korperklassen abzutrennen.

Eine bessere Moglichkeit der Abtrennung von diesen drei Gruppen wurde
durch Anwendung der Elektrophorese geschaffen (Thiele u. Kettner 24).

Die chromatographische Trennung der
Humuskorperklassen in einzelne Komponente

Zur Fraktionierung der Fulvosiduren eignet sich die chromatographische
Adsorptionsanalyse nach Forsyth (7). Als Sorbens verwendete er
Tierkohle. Eluirt wurde sukzessiv mit 0,1 N HCI, Azeton, Wasser und
0,5N NaOH. Auf diese Weise ist ihm die Zerlegung der Fulvosiduren in 4
Fraktionen gelungen. Die letzte Fraktion — D stellt die gereiniglen Ful-
vosduren dar.

In unserem Laboratorium in Lublin konnten wir nach dieser Methode
nur die Fraktion B und D aus Torl isolieren. In den biologischen Versuchen
stellten wir eine hemmende Wirkung der Fraktion B und D auf Lingewachs-
tum der Wurzeln (Trojanowski (26).

Weitere Versuche betreffend Reindarstellung der Fulvosiduren wurden
unter Anwendung des Kationits von Drozdowa (3) und Ponom a-
riewa (11) unter Anwendung der Elektrodialyse unternommen.

Die Hymatomelansduren wurden bisher wenig untersucht, obwohl sie
schon von Hoppe-Seyler 1889 beschrieben worden sind. In meiner ersten Arbeit
(25) wurden die Hymatomelansduren aus Torf und Kompost untersucht.
Das Material wurde vorher von Bitumenstoffen, Kalzium und Eisenjonen
befreit. Die Gewinnung der Hymatomelansduren erfolgte durch Extraktion
des Materials mit 95% Athanol. Als Sorbens wurde MgO (heavy) angewen-
det. Entwickelt wurde mit einer Ol-sdure-Athanol Mischung 1 :7.5. Das
Chromatogram ldsst unter der Analysenquarzlampe deutlich getrennte
Schichten erkennen (braun, dunkelbraun und gelb). Die Schichten wurden
einzeln herausgenommen, MgO wurde in verdinnter Salzsdure gelost, die
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Hymatomelansdurenfdllung (voluminéser Niederschlag) abzentrifugiert und
mit viel verdinnter Salzsdure, dann mit Wasser wiederholt gewaschen. Die
auf diese Weise getrennten und isolierten Substanzen wurden dann im Brin-
tzinger-Apparat elektrodialisiert und in vacuo getrocknet. Die chromato-
graphisch reinen Substanzen wurden dann auf ihre biologische Aktivitit
gepritfft (26). Als Versuchspflanze wurde Salat in Wasserkultur gewihlt.
Es ergeben sich verschiedene Wachstumsbeeinflussungen als Wirkungen
der angewendeten Substanzen. Einige von mir isolierten Substanzen zeigten
eine fordernde Wirkung nicht nur auf das Lingewachstum der Wurzeln,
sondern auch auf den Zuwachs der Blitter. In den Versuchen wurden aber auch
hemmende Einflisse einzelner Pridparate festgestellt,

In meiner spiteren Arbeit (26) habe ich die wverteilungschromatogra-
phische Methode zur Fraktionierung des azetonloslichen Hymatomelan-
sdureanteils angewendet. Diese Fraktionen wurden bisher nicht ndher unter-
sucht. Als Triger der stationdren Phase wurde Zellulosepulver (Whatman
ashless) im priparativen Massstab und Whatman Papier Nr 1 fir analy-
tische Zwecke verwendet. Zur Chromatographie gelang eine Loésung von
Hymatomelansduren in Azeton. Da sich die Polycarbonoxysduren oft als
freie Sduren mit sauren Losungsmittelgemischen trennen lassen, wurde um
die Jonisation der Hymatomelansduren herabzusetzen und runde Flecke
zu erhalten, Salzsdure als Losungsmittelkomponent verwendet. Zur Ent-
wicklung hat sich ein Gemisch von wassergesittigtem n-Butanol - Azeton
-~ Salzsiure als geeignet erwiesen. Das Chromatogram ldsst unter der Ana-
lysenquarzlampe getrennte Zonen erkennen, die mit entsprechenden Lo-
sungsmitteln (Azeton, Azeton -+ Wasser) eluirt werden kodnnen.

Die einzelnen Fraktionen wurden auf ihre chromatographische Homo-
genitdl geprift. Sie werden auf Whatman Papier Nr 1 mit anderen Losungs-
mitteln chromatographiert. Die sich als homologen erwiesenen Priparate
wurden weiter wie iiblich gereinigt und einer chemischen Analyse unter-
worfen.

Weitere Versuche auf dem Gebiet der Humusfraktionierung werden in
unserem Labor.von Mgr Lobarze wski unter Verwendung der Papier-
chromatographie durchgefthrt.

Der grosste Teil der Humusstoffe in Béden sind die Huminsduren, die in
den letzten Jahren besonders Gegenstand zahlreicher Forschungen gewesen
sind.

Eine Aufspaltung des Huminsdureanteils unter Anwendung der Chro-
matographie wurde von Hock (8 und Souci und Heinen (23) auf
Al,04, CaCOg und Zucker vorgenommen. Diese Versuche haben wegen star-
ker Chemisorption zu keinem befriedigenden Ergebnis gefihrt.

Zur Trennung der Braun-und Grauhuminsduren hat Scheffer die Papier-
chromatographie in einem Gemisch von Ethylendiaminhydrat, Tetrahydro-
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furan und H,0 (3 : 3 : 1) verwendet. Die Chromatogramme von Bodenhu-
minsduren zeigen 2—4 Komponente an. Die Ergebnisse sind aber schlecht
reproduzierbar.

Zu besseren Resultaten fihrte die Anwendung der Papierelektrophorese
durch Scheffer, Ziechmann und Schliter (19). Bei pH 8,6
und 750 V Spannung wurden die besten Trennungen in mehrere Fraktionen
erzielt.

Die bisherigen Resultate der Humusfraktionierung unter Anwendung
von Chromatographie und Elektrophorese erlauben meiner Meinung nach
bedeutende Fortschritte in der Humusbiochemie zu erhoffen.

LITERATURA

.Beutelspacher H., 1952, Zeitschr. Pflanzenern., Diing., Bodenkunde 57; 57.

.Bremmer J. M., 1949, J. Agr. Sci. 39; 274.

.Drozdowa T.W., 1955, Pocvovedenije 1; 83.

.Fischer F., Schrider G., 1921, Brennstoff-Chemie 2: 37.

Fischer F.,, Schridder G., 1922, Brennstoff-Chemie 3: 65.

Fischer F.,, Schrider G., 1933, Brennstolf-Chemie 14: 147.

Forsyth W.G.C., 1947, Biochem. J. 41: 176.

. Hoek A., 1938, Bodenkunde u. Pflanzenern. 5: 1.

.Laatsch W., Bauer L., Bieneck 0., 1950, Landw. Forsch. 2: 38.

.O0Okuda Azuma, Hori Shiro, 1954. Mem. Research Inst. Food Sci.,

Kyoto Univ., 7: 1.

11. Ponomariewa W.W., 1947, Poczwowiedienije 12,

12. Scheele W., 1937, Kolloid. Beih. 46: 368.

13. Scheele W., Schulze W.,, Spandau H., 1935a, Kolloid. Zeitschr,
72: 301.

14. Scheele W.,, Schulze W., Spandau H., 1935b, Kolloid. Zeitschr.
73: 84.

15. Scheele W, Schulze W.,, Spandau H., 1936a, Kolloid. Zeitschr. 75:73.

16. Scheele W., Schulze W, Spandau H., 1936b, Kolloid. Zeitschr.
77: 312,

17. Scheffer F., Plotho 0., Welte E., 1950, Landw. Forsch. 1: 86.

18. Scheffer F., Welte E., 1950, Landw. Forsch. 1: 81.

19. Scheffer F., Ziechmann W, Schliater H., 1955, Zeitschr.
Pflanzenern., Diing., Bodenkunde 70: 260.

20. Simon K., 1929, Zeitschr. Pflanzenern. Diing., Bodenkunde 14: 252,

21, Simon K., 1930, Zeitschr. Pflanzenern. 18: 323.

22.Springer U., 1938, Bodenk. u. Pflanzenern. 6: 312,

23. Souci S.W., Heinen O.,L., 1938, Die Chemie des Moores, Stuttgart.

24, Thiele H., Kettner H., 1953, Kolloid. Zeitschr. 130: 131.

2 Trcjanowski J., 1952, Ann. Univ. M. Curie-Sklodowska, Lublin, Pol. Sec.
C 6: 298.

26. Trojanowski J., 1954, Acta Soc. Bot. Pol. 23: 144.

27. Trojanowski J., 1957, Ann., Univ. M. Curie-Skiodowska. Lublin, Pol.
Sec. C 10: 276.

28. Welte E., 1952. Zeitschr. Pflanzenern. Diing. u. Bodenkunde 56: 105.

O@m:qgrg_nﬁcom.a



		2015-06-22T14:02:33+0100




