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WYKORZYSTANIE ROZNICZKOWYCH WIDM ABSORPCYJNYCH
UV-VIS DO OZNACZANIA NIEKTORYCH ZWIAZKOW HUMUSOWYCH
W TORFACH LECZNICZYCH

APPLICATION OF THE DIFFERENTIAL ABSORPTION UV-VIS SPECTRUM TO
ASSAY SOME OF HUMIC COMPOUNDS IN THERAPEUTIC PEATS
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STRESZCZENIE

Wykreslono rézniczkowe 1V stopnia widma absorpcyjne w zakresie UV-VIS wyizolowanych na drodze selektywnej
ekstrakcji (kwasowej, alkoholowej, zasadowej) z preparatu firmy Fluka wzorcowych kwasow: fulwonowych, hymatomela-
nowych i huminowych. Wyznaczono dlugosci fali, przy ktorych wystepujq wyrazne, dobrze rozdzielone symetryczne piki
charakteryzujqce okreslone kwasy. Podobnej procedurze poddano wyizolowane tego samego rodzaju kwasy pochodzqce z
4 zI6z borowin z terenu Polski. Stwierdzono, ze kwasy: hymatomelanowe, fulwonowe i huminowe wystepujq w badanych
borowinach typu niskiego w réznych ilosciach i w roznych proporcjach pomiedzy borowinami.

ABSTRACT
Delineated were differential 4" degree absorption spectrum UV-VIS range for standardized humid acids produced by
“Fluka”. These acids were separated through selective extraction (acid, alcoholic, alkaline). Determined was wavelength
for which distinct, well separated, symmetrical peaks characteristic for particular compounds were found. The similar
procedure were applied to separate the same sort of acids extracted from 4 Polish peat deposits. Certified are the presence
of hymatomelanoic acid, fulvic acid, humic acid in examined peat of low type. These acids occurred in different quantity
and proportions.

WSTEP kwasow bedacych sktadowymi zwiazkéw humusowych
roézniacych si¢ masa czasteczkowa, stopniem polimery-
zacji, rozpuszczalnos$cia, kwasowoscia i zawartoscia

Torfy lecznicze (borowiny) sa bardzo cenionym X X
tlenu (kwasy: huminowe, hymatomelanowe i fulwono-

surowcem balneologicznym, stosowanym w kilkunastu

uzdrowiskach polskich [12]. Od 75% do 95% masy or- we [_1’ 6]. W]aalneologii ZWia‘Zk,i te u\_JvaZgne 52 Zaj_e den
ganicznej torfu stanowia zwiazki humusowe, zwlaszcza = MJWaznic] szych czynnych biologicznie skladnikow

kwasy — ztozone ciemnozabarwione biopolimery [18]. borowiny [1, 2, 3, 14].

Makroczasteczki tych kwasow zawieraja skondenso- Ze wzgledu na .erchlowame bu(.lowy tych Zwiaz:
wane n-elektronowe uktady weglowe i heterocyklicz- kéw humusowych nie okreslono dotad jednoznacznie ich

ne oraz tancuchy alifatyczne z grupami COOH, OH, struktury.._Jedna(zmetod wykorzystywana w badaniach

NH., NH, ktére nadaja im ceche stabych anionowych substancji humusowych np. w réznych probkach glebo-
2 . N wych jest spektroskopia absorpcyjna w zakresie UV-VIS

polielektrolitow [19]. Zarowno grupy funkcyjne jak . »

tez ,,gabczasta” struktura zwiazkow humusowych z wykorzystaniem funkcji pochodnych [11, ,15,]‘

determinuja ich duza pojemnos$¢ sorpcyjna i zdolnosci Celerp pracy byio zbadanie przydatposm pochod—

kompleksotworcze [7, 20]. Wyrdznia sig kilka rodzajow nych wyzszego (IL 11V) rzedu do rozdziah rzeczywi-
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stych widm absorpcji, w zakresie bliskiego nadfioletu
1 w czesci widzialnej swiatta, kwasow hymatomela-
nowych, fulwonowych i huminowych - oraz ich r6z-
nicowania (identyfikacji) i iloSciowego oznaczania
w borowinach.

MATERIAL I METODY

Materiat do badan stanowity probki borowin o na-
turalnej wilgotnosci, pobrane systemem kopertowym z
glebokosci ok. 1 m, z 4 716z torfow uznanych za surow-
ce lecznicze. Badania wtasciwosci fizyko-chemicznych
i chemicznych analizowanych naturalnie wilgotnych
borowin wykonano wg metodyki opisanej w Polskiej
Normie [16].

Wg Bergera i wsp. [4, 5] struktura ww. kwasow
wyizolowanych z torfu zmienia si¢ w zaleznosci od
sposobu suszenia probek (azot, powietrze, liofilizacja),
a takze kolejnosci i rodzaju zastosowanych rozpuszczal-
nikow w procesie ich ekstrakc;ji.

Na podstawie spektroskopii IR stwierdzono row-
niez, ze proces suszenia torfow typu niskiego prowadzi
do mineralizacji frakcji drobnoczasteczkowych kwasow
huminowych, a proces ekstrakeji zw. humusowych torfu
mieszaning rozpuszczalnikow organicznych (debitumi-
zacji) powoduje utratg frakcji czasteczek zawierajacych
struktury alifatyczne bogate w grupy funkcyjne COOH,
CO, OH [10]. Najmniejsze zmiany stwierdza si¢ pod
wplywem suszenia na powietrzu, aczkolwiek w tych
warunkach powstaja utwory o charakterze hydrofobo-
wym [8].

W celu uzyskania poréwnywalnych wynikow ba-
dan z roznych serii pomiarowych, wszystkie naturalnie
wilgotne probki torfow suszono na powietrzu w takich
samych warunkach temperaturowych i czasowych
(22+1°C, 1 tydzien). Nastgpnie borowing rozcierano w
mozdzierzu i przesiewano przez sita biorac do analiz
frakcje ¢ = 0,25 mm.

Schemat procedury wyodrgbniania frakcji kwaso-
wych zwiazkow humusowych z borowiny przy zasto-
sowaniu selektywnej ekstrakcji alkalicznej, kwasowej
i alkoholowej, zachowujac takie same stosunki: torf/
ekstrahent oraz stgzenia rozpuszczalnikow wg Beera
[3] przedstawiono na rycinie 1.

Spektrogramy wyodrebnionych kwasow wykonano
w sposob ciagly w zakresie bliskiego nadfioletu (250-
400nm) i czgsci widzialnej Swiatta (400-700nm) z wy-
korzystaniem spektrofotometru UV-VIS firmy Hitachi
model U-1800 przy nastgpujacych parametrach pracy:
predkos¢ skanowania 10-800nm/min, szerokos$¢ spek-
tralna szczeliny 4 nm, doktadnos¢ dtugosci fali + 0,5 nm,
odtwarzalno$¢ ustawienia dt. fali + 0,3 nm, zakres foto-
metryczny 0 — 3 Abs. Stosowano kuwety kwarcowe lub
szklane (VIS) o grubosci d=1 cm i d=5 cm.

torf powietrznie suchy
1,0 g + 100 cm® 0,1 mol NaOH
lub 100 mg humic acid (Fluka) + -“-
pH~12

mieszanie 2 godz, wirowanie 15, 1000g

U

Roztwor zwiazkéw humusowych, huminy

widma

N

reszta glebowa
1 _—1

< — T

10% HCI do pH~1,0

saczenie widma

roztw. kwasy fulwonowe

osad (brazowy)

C,HsOH
mieszanie 1 godz. , wirowanie 15', 1000g

widma

roztw. kwasy hymatomelanowe

osad (brazowy)

!

roztw. kwasy huminowe

0,1 mol NaOH

mieszanie 1 godz., wirowanie 15, 1000g

wid!

Ryc. 1. Schemat frakcjowania zwiazkéw humusowych

The fractionate scheme of humus substances

Roézniczkowania rzeczywistych widm absorpcji
dokonano metoda numeryczng wykorzystujac oprogra-
mowanie komputerowe spektrofotometru UV-Solutions.
Przy wygtadzaniu analizowanych krzywych absorpcji
metoda Savistky-Golay a, ilo$¢ punktéw uzytych do
aproksymacji krzywej wybrano doswiadczalnie spraw-
dzajac stopnie eliminacji szumow.

Dla poréwnania wynikéw tych badan, wykonanych
zuzyciem omawianych kwasow wyekstrahowanych
z borowin, wykonano analogiczne ekstrakty i badania
tych zwiazkow w preparacie handlowym ,,Humic acid”
firmy Fluka stanowiacego wzorcowa mieszaning ww.
kwasow. Wszystkie widma wykreslono przy takich
samych parametrach pracy spektrofotometru (szyb-
kos¢ i1 zakres skanowania, zakres, czuto$¢) oraz w
identyczny sposdb opracowano matematycznie widma
rzeczywiste (rzad pochodnej, typ funkcji wygladzania
widma, rzad wygtadzania, liczba punktow wzigtych
do obliczen.).
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WYNIKI I DYSKUSJA

Wyniki badan wlasciwosci fizyko-chemicznych bo-
rowin, ktore stuza do oceny ich przydatnosci leczniczej
oraz okres$lenia typu geologicznego [17] obejmujace
m.in. pomiar: odczynu wyciagu wodnego, objgtosci
sedymentacyjnej, chtonno$ci wody, wilgotnosci oraz
zawarto$ci substancji organicznych i mineralnych ze-
stawiono w tabeli 1.

Stopien humifikacji (rozkladu torfu) wyrazony w skali
wg von Posta zawarty jest w przedziale H, — H,.

Rzeczywiste widma absorpcyjne wyodrebnionych
wzorcowych kwasow hymatomelanowych, - humino-
wych 1 -fulwonowych przedstawia rycina 2.

Ksztatty linii widmowych badanych kwasow
humusowych, w zakresie 250 — 700 nm wskazuja na
brak wyraznych, dobrze uformowanych i rozdzielonych
pikow, ktore pozwolityby na identyfikacje poszcze-

Tabela 1. Wiasciwosci fizykochemiczne oznaczanych borowin

The physicochemical properties of determined peat

C 7 /o
Nazwa zloza Odczyn sed Oﬂ?ﬂg&? 1 Chlonno$¢ wody awartos¢ (% )
(uzdrowisko) (pH) y3 Y (gH O/ 1g s.m.) substancji substancji
(cm*/1g s.m.) 2 wody . . .
organicznych nieorganicznych
Kamiefi Pomorski 7,00 24,68 16,36 90,68 92,0 7.9
(Kamien Pomorski)
Zablocie 6,03 16,41 19,80 86,90 89,0 11,0
(Ustron)
Bronowo 6,40 36,25 21,46 92,10 98,9 1,1
(Potczyn)
Wienice 5,72 15,55 9,49 83,60 88,5 115
(Wieniec)

Odczyn wyciagu wodnego $wiezej borowiny miesci
si¢ w granicach 5,72 — 7,00; obj¢tos¢ sedymentacyjna
w przedziale 15,55 — 36,25 cm?/1 g s.m., a chtonnos¢
wody wynosita 9,49 — 21,46 g H,0/1g s.m., wilgotnos¢
83,6 — 92,1 %. Badane borowiny cechuja si¢ wysoka
zawarto$cia substancji organicznej wynoszaca 88,5
—-98,9 %.
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Ryec. 2.

g6lnych zwigzkow. W odpowiednich rozcienczeniach
obserwowany jest systematyczny i regularny wzrost
krzywych widmowych absorpcji poczawszy od A = 450-
480 nm tj. od zakresu barwy zo6ttej promieniowania
widzialnego, w kierunku ultrafioletu. Typowe widmo
ma ksztatt linii monotonicznie malejacej. Mozna zaob-
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Rzeczywiste widma wzorcowych kwasow humusowych: fulwonowych, hymatomelanowych, huminowych (d=1 cm)

The actual absorption spectrum for humus substance: fulvic acid, hymatomelanoic acid, humic acid (d=1cm)
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serwowac zwigkszone intensywnosci pasm w zakresie = aromatycznego jadra oraz grup o charakterze chinonow
275-280 nm. Jest to spowodowane w znacznej mierze 1 semichinondéw stabilizowanych przez mezomerig i
wystepowaniem w strukturze zwiazkéw humusowych
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Ryc. 3. Rézniczkowe widma absorpcyjne IV stopnia wyizolowanych wzorcowych kwasow (d=1 cm)
The 4" degree differential absorption spectra for standardized separated acids (d=1 cm)
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Ryc. 4. Roézniczkowe widma absorpcyjne IV stopnia wyizolowanych kwasow z borowiny ze ztoza Kamien Pomorski
(d=1 cm)
The 4" degree differential absorption spectra for acids separated from peat extracted from Kamien Pomorski
deposit (d= 1 cm)
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tworzacych wewnatrz czasteczkowe chinhydrony, da-
jace silng barwe [9].
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Ryc. 5.

W celu wyodregbnienia ze zwyklego widma absorp-
cji (o rozmytej strukturze) zmian krzywizn pasm zasto-
sowano spektroskopi¢ rozniczkowa II 1 IV rzedu.
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Roézniczkowe widma absorpcyjne IV stopnia wyizolowanych kwaséw z borowiny ze ztoza Wieniec (d=1cm)

The 4" degree differential absorption spectra for acids separated from peat extracted from Wieniec deposit (d= 1 cm)
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Ryc. 6.
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Roézniczkowe widma absorpeyjne IV stopnia wyizolowanych kwaséw z borowiny ze ztoza Zabtocie (d=1 cm)

The 4" degree differential absorption spectra for acids separated from peat extracted from Zabtocie deposit (d= 1 cm)
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Poniewaz w widmach rézniczkowych IV rzedu
(w odréznieniu od II rzedu) potozenia maksimow
odpowiadaja polozeniom maksimoéw pasm w rzeczy-
wistym widmie absorpcji oraz cechuja si¢ one lepsza
rozdzielczo$cia, w opracowaniu przedstawiono tylko
widma rézniczkowe IV stopnia.

Na rycinie 3 przedstawiono absorpcyjne widma
rozniczkowe IV stopnia wzorcowych kwasow, uzyskane
dla dlugosci drogi optycznej d=1 cm.

Wykreslone rézniczkowe widma absorpcyjne kwa-
sow: hymatomelanowych, fulwonowych i huminowych
wyizolowanych z preparatu handlowego zawieraja
dobrze rozdzielone, symetryczne piki przy okreslonych
pasmach dlugosci fal promieniowania elektromagne-
tycznego. Widma te charakteryzuja si¢ wystgpowaniem
szeregu pikéw przy wspolnych pasmach dlugosci fal.
Sa to pasma wspolne dla kwaséw hymatomelanowych
1 huminowych: 365-369 nm, 560-573, 606-607 nm i
324-326 nm.

Piki roznicujace poszczegolne frakcje wszystkich
rozdzielonych kwasow wystepuja przy dhugosci fali 334
nm (kwasy fulwonowe), 450 nm (kwasy hymatomela-
nowe ), 637 nm (kwasy huminowe).

Ryciny 4-7 przedstawiaja rozniczkowe widma ab-
sorpcyjne (IV stopnia) w zakresie 250-700 nm kwasow
wyizolowanych z badanych borowin dla d=1 cm.
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0.00003
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Ryc. 7.

W zakresie 250-400 nm wystgpuja piki, ktore
stwierdzono rdwniez w ekstraktach kwasow wzorco-
wych. Dodatkowy pik wystepuje jedynie w kwasach
huminowych wyekstrahowanych z borowiny ze ztoza
Bronowo (przy A= 340 nm).

W zakresie 500-700 nm (przy pomiarach absorban-
cji roztworé6w w kuwecie 1 cm) nie wystepuja zadne
piki, ktore stwierdzono w kwasach wzorcowych firmy
Fluka.

Na rycinie 8 przedstawiono widma rozniczkowe
z wyraznymi pikami tylko zwiazkow humusowych
uzyskane w zakresie 500-700 nm dla d=5 cm. W zdecy-
dowanie mniejszych warto$ciach absorbancji wystepuja
réwniez piki kwasow hymatomelanowych i humino-
wych z borowiny ze ztoza Zabtocie (Ryc. 9).

Z pozostatych prob badanych borowin, wykonane
widma VIS dla d=5cm nie zawieraja zadnych wyraz-
nych pikéw ( w odréznieniu od wzorcowych kwasow
huminowych i hymatomelanowych) dla ktorych piki w
zakresie widzialnym $wiatta sa widoczne przy zastoso-
waniu kuwet 1 cm).

Analizujac wielkosci pikéw rézniczkowych widm
absorpcyjnych poszczegdlnych frakcji kwaséw wyod-
rgbnionych z borowin mozna ustali¢ schematycznie
nastgpujace zaleznosci ilo$ciowe:

- Kamien Pomorski: kw. hymatomelanowe > kw. ful-
wonowe=kw. huminowe
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Rézniczkowe widma absorpeyjne IV stopnia wyizolowanych kwasdéw z borowiny ze ztoza Bronowo (d=1 cm)

The 4" degree differential absorption spectra for acids separated from peat extracted from Bronowo deposit

(d&=1cm)
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Ryc. 8. Roézniczkowe widma absorpcyjne IV stopnia w zakresie 500-700 nm wyizolowanych z borowin zwiazkéw hu-
musowych (d=5cm)
The 4™ degree differential absorption spectra in the range 500-700 nm of humus substances separated from peat
(d=5cm)
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Ryc. 9. Rodzniczkowe widma absorpcyjne IV stopnia w zakresie 500-700 nm wyizolowanych kwasow z borowiny ze

ztoza Zabtocie (d= 5 cm)

The 4™ degree differential absorption spectra in the range 500-700 nm of acids separated from peat extracted from

Zabtocie deposit (d=5 cm)

- Wieniec: kw. huminowe > kw. hymatomelanowe >
kw. fulwonowe
- Zablocie: kw. fulwonowe > kw. hymatomelanowe-
=kw. huminowe
- Bronowo: kw. huminowe = kw. hymatomelanowe
>kw. fulwonowe
Z danych dot. wlasciwosci fizyko-chemicznych
i chemicznych badanych borowin, przedstawionych
w tabeli 1, wynika, ze spetniaja one wymogi okre-
slone w Rozporzadzeniu Ministra Zdrowia [17] dla
borowin typu niskiego — przydatnych do zabiegow
leczniczych.
Rézniczkowanie wyzszego rzedu widm absorpcyj-
nych roztworow zwiazkéw humusowych tj. kwasow

fulwonowych, hymatomelanowych i huminowych
pozwala na uzyskiwanie krzywych widmowych cha-
rakteryzujacych si¢ dobrze rozdzielonymi pikami przy
okreslonych dlugosciach fali promieniowania elektro-
magnetycznego.

Analiza wielko$ci pikoéw frakcji kwaséw wyod-
rebnionych z borowin umozliwia oceng ich udziatu
ilosciowego 1 wzajemnych stosunkow pomigedzy po-
szczegblnymi frakcjami.

Stwierdzono, ze najwigcej kwasow huminowych i
hymatomelanowych, zawartych jest w borowinie ze zto-
za Bronowo uzytkowanego przez uzdrowisko Polczyn.
Sposréd badanych borowin, odznacza si¢ ona rowniez
optymalnymi wtasciwosciami fizyko- chemicznymi
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(najwigksza zdolnoscia chtonigcia wody, objetoscia
sedymentacyjna, wilgotno$cia i zawarto$cia substancji
organicznych).

Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, ze informacje
uzyskane na podstawie rozniczkowych widm absorp-
cyjnych w zakresie UV-VIS dla kwaséw wystepuja-
cych w borowinach, moga by¢ wykorzystane w ocenie
wlasciwosci fizyko-chemicznych borowiny zwtlaszcza
stopnia humifikacji masy roslinnej. Dane te moga by¢
réwniez pomocne przy wyborze borowiny do okreslone-
go rodzaju zabiegu, zwlaszcza wowczas gdy pozadany
jest surowiec o duzej zawartos$ci kwaséw huminowych.
Wykres$lanie oraz rézniczkowanie widm absorpcyjnych
badanych zwiazkéw moze by¢ przydatne do oceny
wptywu czynnikdw zewngtrznych - srodowiskowych
czy tez ewentualnych zmian podczas magazynowania
1 przygotowywania borowiny do zabiegu.

WNIOSKI

1. Rozniczkowanie widm absorpcyjnych IV stopnia
kwasow humusowych wystepujacych w borowinach
pozwala uzyska¢ krzywe widmowe z charaktery-
stycznymi pikami przy okre$lonych dtugosciach fali
promieniowania elektromagnetycznego w zakresie
UV-VIS.

2. Wielkos¢ pikow rézniczkowych widm absorp-
cyjnych umozliwia oceng udziatu ilosciowego i
wzajemnych stosunkéw pomigdzy kwasami humi-
nowymi, hymatomelanowymi i fulwonowymi.
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