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Okreslono przydatnosé analitycznej metody spektrofotometrycznej UV-VIS do
kontroli efektywnosci procesow technologicznych stosowanych przy produkcji roz-
nego rodzaju preparatow borowinowych - ze szczegolnym uwzglednieniem zawar-
tosci w nich kwasow huminowych, fulwonowych i hymatomelanowych.
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WSTEP

W chemicznym i fizyko-chemicznym oddziatywaniu zabiegdéw balneoterapeutycznych
z zastosowaniem borowiny tj. torfow zawierajacych od 75% - 95% substancji organicznych,
najwigkszy udziat maja zwiazki humusowe zwlaszcza kwasy humusowe. Sa to polimery skta-
dajace si¢ z rdzenia aromatycznego (typu fenoli) potaczonego z aminokwasami, cukrami,
peptydami, kwasami alifatycznymi [8,11,19]. Zwiazki humusowe warunkuja stan koloidalny,
wlasciwosci sorpcyjno-wymiennikowe, pH oraz czynne dziatanie biologiczne borowiny [13,
14].

W oparciu o analize pierwiastkowa i wiasciwosci fizyczne (rozpuszczalno$é) wydzielono
trzy typy kwasow humusowych - rozniacych si¢ migdzy soba: masa czasteczkowa (600-3000
g/mol), liczba grup funkcyjnych i stopniem polimeryzacji. Sa to: kwasy huminowe, kwasy
hymatomelanowe i fulwokwasy [2, 15]. Ze wzgledu na zrdznicowanie budowy tych kwa-
sOw nie mozna jednoznacznie okresli¢ ich struktury. Wg danych pismiennictwa [6] zawartos$¢
wegla oraz intensywnos$¢ ich zabarwienia wzrasta wraz ze wzrostem masy czasteczkowej,
a ze wzrostem stopnia polimeryzacji maleje rozpuszczalnosc, kwasowos¢ 1 zawarto$¢ tlenu
w poszczegdlnych zwiazkach.
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W ostatnich kilkunastu latach szereg firm zarowno farmaceutycznych jak tez kosmetycz-
nych podj¢to produkcje réznorodnych preparatéw torfowych, stosowanych w postaci: past,
balsamoéw, tonikow, masci, zelu i kreméw. Zawieraja one m.in. kwasy huminowe, ktorym
przypisuje si¢ gtdéwna rolg w procesach regeneracyjnych tkanek np. skory, w tym wlasciwosci
antyoksydacyjne.

Czynne dzialanie biologiczne omawianych kwasow zalezy tez od sktadu chemicznego su-
rowca, z ktorego otrzymuje si¢ preparat torfowy a takze w duzym stopniu od sposobu izolowa-
nia kw. humusowych np. przez frakcjonowanie oraz od obrobki termicznej preparatu [4,12].

W rutynowych badaniach borowin oznacza si¢ tacznie kwasy huminowe i hymatomelano-
we metoda grawimetryczna, a kwasy fulwonowe spektrofotometrycznie. Kazda z tych metod
poprzedza ich izolacja i frakcjonowany rozdziat.

Celem pracy byto okreslenie przydatnosci metody spektrometrii UV-VIS do identyfikacji
i oznaczania zawarto$ci zwiazkéw humusowych w preparatach borowinowych oraz okre-
$lenia wptywu proceséw produkeyjnych na strukture tych zwiazkéw. Temat pracy podjgto
w zwiazku z rejestracja preparatow borowinowych jako farmaceutycznych, w ktérej wyma-
gana jest znajomo$¢ metody analitycznej pozwalajacej na zbadanie efektywnosci procesow
technologicznych (r6zniacych si¢ m.in. rodzajem uzytych ekstrahentéw oraz odczynem (pH)
srodowiska reakcji - z udziatem réznego typu peloidow) stosowanych przy otrzymywaniu
preparatow borowinowych.

MATERIAL I METODY

Wykonano spektrogramy ro6znych ekstraktow borowinowych w zakresie bliskiego nadfioletu (200-
400nm) i czesci widzialnej $wiatta (400-800nm) z wykorzystaniem spektrofotometru UV-VIS model
U-1800 firmy Hitachi przy nastgpujacych parametrach pracy: predkos¢ skanowania 10-400nm/min, sze-
roko$¢ spektralna szczeliny 4 nm, doktadnos¢ dtugosci fali £+ 0,5 nm, odtwarzalno$¢ ustawienia di. fali
+ 0,3 nm, zakres fotometryczny 0 — 3 Abs.

W badaniach uzyto:

1) wzorcowy roztwor kwasow humusowych przygotowany z preparatu f. Fluka, sktadajacy si¢ z kwa-
sow huminowych, hymatomelanowych i fulwonowych — o wyjsciowym stezeniu 100mg/100 ml
0,1 mol NaOH;

2) frakcje: kwasy huminowe, hymatomelanowe i fulwonowe wyizolowane wg Hermanowicza [9]
Z W/W roztworu;

3) ekstrakty wodne - (1 kg borowiny + 2 kg wody) z borowin: typu niskiego, pochodzacych ze zt6z:
,Kamien Pomorski”, ,,Ustron” i "Mielec” oraz z kostki borowinowe;j ,,Jwonka” tj.mieszaniny boro-
winy i soli Iwonickiej ( f-my ,,Sulphur”);

4) ekstrakty wodne uzyskane z kostki borowinowe;j ,,Jwonka”ogrzewane w temperaturze 50 °C, 80°C
oraz poddane sterylizacji w 123°C.

Odczyn badanych roztworéw (temp. ok. 20°C) mierzono za pomoca pH/jonometru mikrokompu-
terowego typu CI-316 (f. ,,Elmetron”) z wykorzystaniem czujnika temperatury Pt-100 (f. Elmetron)
i elektrody pH-metrycznej ERH-11 (f. Hydromet).

Absorbancj¢ (odpowiednio rozcienczonych) badanych roztworéw mierzono przy dtugosciach fali:
- 2541436 nm - wg Freseniusa i wsp. sa to dtugosci wykorzystywane przy pomiarach rozpuszczal-

nego wegla organicznego (DOC), [5];

- 420 nm - wg Freseniusa i wsp., Hermanowicza i wsp. t¢ dhugo$¢ fali stosuje si¢ przy pomiarach
absorbancji roztworéw barwy zotto-brunatnej w celu okreslenia m.in. .zawarto$ci kwaséw humu-
sowych w wodach naturalnych [1, 5, 9];
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- 4651665 nm — wg llnickiego oraz Maryganovej stuzacych do pomiaru ggstosci optycznej [10,16].
Stosunek absorbancji przy tych dtugosciach fali jest wskaznikiem udziatu poszczegdlnych kwasow
humusowych wskazujacym na stopien humifikacji borowiny.

Proby rozcienczano woda oraz alkoholem etylowym, dla ktorych graniczna dt. fali przy grubosci

naczynka 1 cm wynosi odpowiednio 204 i 191 nm [17].

WYNIKI

Widma absorpcyjne UV-VIS (dla przyktadu w zakresie 200-800 nm, przy predkosci ska-
nowania 100 nm/min) roztworu wzorcowego kwaséw humusowych oraz ich frakcji (kwasoéw

fulwonowych, huminowych i hymatometalowych) przedstawiono na ryc.1.
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Wldma absorbceyjne UV-VIS wzorcowych kwaséw humusowych (a) oraz ich frakcji: kwasow
huminowych (b), kwaséw hymatomelanowych (c), kwasow fulwonowych (d).
The UV-VIS spectra of humus acids (a), humic acids (b), hymatomelanic acids (c) and fulvic

acids (d)
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W tabeli I zestawiono warto$ci ABS roztworéw omawianych kwasow przy wybranych
dtugosciach fali promieniowania elektromagnetycznego: 254, 420, 436, 465 1 665 nm.
Tabelal.  Wartosci absorbancji wzorcowych roztworéw kwasow: humusowych, hymatomelanowych,
fulwonowych i huminowych przy wybranych dlugosciach fali promieniowania UV-VIS
The absorbance values of the standard humus acid: hymatomelanic acid, fulvic acid and
humic acid, measured in UV-VIS spectra

Rodzaj kwasu Stgienie/ . Absorbancja dla A [nm]
rozcienczenie 254 420 436 465 665
A >3 >3 >3 >3 1,122
5 X rozc. >3 1,541 1,342 1,080 0,208
humusowe 10 x rozc. 2,921 0,782 0,677 0,546 0,103
20 x rozc.” 1,462 0,383 0,332 0,266 0,049
100 x rozc. 0,291 0,075 0,066 0,053 0,010
B >3 >3 >3 >3 1,564
huminowe 5 X rozc. >3 2,319 2,051 1,658 0,264
25 x roze.” 1,928 0,489 0,422 0,335 0,052
125 x rozc. 0,405 0,102 0,089 0,071 0,014
hymatomelanowe C >3 0,890 0,729 0,505 0,036
5 x roze.” 1,419 0,176 0,143 0,102 0,008
fulwonowe D" 1,526 0,106 0,085 0,059 0,011

A — 100mg ,,humic acid“ f. Fluka / 100 ml 0,1 n NaOH (pH=12,39) B — po usunigciu kwasoéw fulwo-
nowych z roztw.A, osad rozpuszczono w 10 ml 0,1 n NaOH (pH=11,68) C — 100mg ,,humic acid* f.
Fluka /100 ml 99,8%C H.OH D — 20 ml roztw. A+ 2 ml 10% HCL (pH=1,65)

" - dla tych st¢zen przedstawione sg widma absorpeyjne (ryc 1).

Z przedstawionych w tej tabeli danych wynika, ze stosunek A, /A . najwigksza warto$¢
(Srednio 13.,4) osiaga dla frakcji kwaséw hymatomelanowych. Dla pozostatych rodzajow oma-
wianych kwasow stosunek ten waha miesci si¢ w granicach wartosci $rednich 5,30 — 5,93.

Tabela II.  WartoSci absorbancji badanych ekstraktow borowinowych przy wybranych dtugosciach
fali promieniowania UV-VIS
The absorbance values of the measured peat extracts by the UV-VIS spectra
Ekstrakt Rozcieficzenie / Absorbancja dla A [nm]
borowinowy odczyn (pH) 254 420 436 465 665
bez rozc./ 8,51 >3 1,222 1,019 0,757 0,174
Iwonka 2 - krotne rozc. >3 0,605 0,503 0,373 0,086
4 - krotne rozc. 1,893 0,316 0,264 0,197 0,052
8 - krotne " rozc. 0,961 0,161 0,135 0,101 0,027
Kamien bez rozc. /5,53 1,086 0,125 0,115 0,102 0,072
Pomorski 2 - krotne " rozc. 0,577 0,075 0,068 0,060 0,039
bez rozc. / 4,54 2,921 0,361 0,309 0,241 0,081
Mielec 2 - krotne " rozc. 1,471 0,190 0,164 0,133 0,046
4 - krotne rozc. 0,727| 0,092 0,079 0,063 0,021
Ustron bez roze. " /6,01 0,358 0,076 0,068 0,056 0,022

* - dla tych st¢zen przedstawione sg widma absorpcyjne (ryc. 2)
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Wyniki warto$ci absorbancji dotyczace wodnych wyciagéw z borowin pochodzacych
z r6znego zloza: (,,Mielec”, ,Iwonka”, ,, Kamien Pomorski”, ,,Ustron”) zawarto z tabeli II.
Ryec. 2 przedstawia widma absorpcyjne w/wym. ekstraktow borowinowych.
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Ryc.2.  Widma absorpcyjne UV-VIS wodnych ekstraktéw borowinowych z: kostki borowinowej
»Iwonka” (a), borowiny - ,,Kamien Pomorski” (b), - ,,Mielec” (c), - ,,Ustron” (d)
The UV-VIS spectra of the peat extracts: from the peat-product ,,Iwonka” (a), from peat be-
ads: ,,Kamien Pomorski” (b), ,,Mielec” (c) and ,,Ustron” (d)

Z tabeli II wynika, ze najwigksza wartos$¢ stosunku absorbancji przy dtugosci 465 nm do
absorbancji przy A = 665 nm dla porownywalnych stezen ekstraktoéw borowin stwierdzono
w borowinie ,,Jwonka” (ok. 4,06), nastgpnie ,,Mielec” (8. 2,96), ,,Ustron” ($r. 2,54) i ,,Ka-
mien Pomorski” (1,48).

Na ryc. 3 przedstawiono widma absorpcyjne ekstraktu otrzymanego z kostki borowino-
wej ,,Jlwonka”, ktéra sktada si¢ w 85 % z borowiny, 5 % szlamu iwonickiego i 10 % iwoni-
ckiej soli leczniczej — poddanego procesom termicznym (w zakresie temperatur 50 —123°C).
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The UV-VIS spectra of the extracts from the peat-product ,,Iwonka” after heat at 50°C (a),
80°C (b) and after sterylisation 123°C (c)

800.0nm

Widma absorpcyjne UV-VIS ekstraktow z kostki borowinowej ,,Jwonka” poddanych obrébce

Z tabeli III zawierajacej wartosci absorbancji dla ekstraktow tej borowiny ogrzewanej do
roznej temperatury wynika, ze w rezultacie wzrostu temp. ogrzewania z 50°C do 80°C oraz
sterylizacji w temp. 123°C obserwowany jest wzrost stosunku A, /A . w granicach 16,5 %

112,7 %.

Wykreslono takze krzywa kalibracji wzorcowych kwaséw humusowych w zakresie ste-
zen 1-30 mg/100ml przy A=420nm. Obliczono metoda najmniejszych kwadratéw state réwna-
nia regresji krzywej kalibracji przyjmujacej postac prostej wg rownania y=0,0576x + 0,007.
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Tabela III.  Wartos$ci absorbancji ekstraktow wodnych z kostki borowinowej ,,Jwonka‘“ poddanych ob-

robce termicznej przy wybranych dlugosciach fali promieniowania UV-VIS

The absorbance values of the extracts from peat-product ,,Iwonka® after heating this extra-
cts by the UV-VIS spectra

Temperatura |  Stezenie Absorbancja dla A [nm]

obrobki | roztworu [%] 254 420 436 465 665
2,0" >3 1,107 0,963 0,761 0,190
50°C 1,0 2,769 0,558 0,486 0,384 0,097
0,5 1,445 0,292 0,255 0,203 0,053
2,0 >3 1,146 0,995 0,784 0,170
80 °C 1,0 >3 0,579 0,503 0,396 0,087
0,5" 1,526 0,288 0,250 0,197 0,043

2,0 >3 1,189 1,035 0,819 0,181
123 °C 1,0 >3 0,608 0,529 0,418 0,095
0,5" 1,604 0,310 0,270 0,214 0,049

*

- W tabeli podano stgzenie roztworu przyjmujac stgzenie wyciagu borowinowego otrzymanego
z f. Sulfhur jako 100 %.
- dla tych stgzen przedstawione sa widma absorpcyjne (ryc. 3).

*x

OMOWIENIE WYNIKOW

Prostoliniowo$¢ krzywej kalibracyjnej wskazuje na brak odchylen od prawa absorpcji
Bouguera-Lamberta-Beera dla badanego ukladu. Oznacza to, ze analiza absorpcyjna przy
dhugosci fali 420 nm moze by¢ stosowana do oznaczen ilosciowych badanych kwaséw hu-
musowych.

Z uwagi na to, ze handlowy preparat kwaséw humusowych jak i wyizolowane z niego
poszczegolne frakcje sa mieszaning zwiazkdéw o rdznej masie czasteczkowej, przy wykresla-
niu widma absorpcyjnego zastosowano szeroki zakres UV-VIS. Ksztalty linii widmowych
badanych ekstraktow kwaso6w humusowych, w zakresie 200 — 800nm wskazuja na brak wy-
raznych, dobrze uformowanych i rozdzielonych pikow, ktére pozwolilyby na identyfikacje
poszczegolnych zwiazkow. Obserwowany jest systematyczny i regularny wzrost krzywych
widmowych absorpcji poczawszy od A = 450-480 nm tj. od zakresu barwy zottej promie-
niowania widzialnego, w kierunku ultrafioletu. Intensywny wzrost przebiegu linii na tym
odcinku zwtaszcza ultrafioletu moze by¢ wynikiem udzialu charakterystycznych grup chro-
moforowych wystepujacych w badanych kwasach humusowych. Sa to ugrupowania atomow
zawierajacych elektrony m, np.(C=C max. absorpcji dla A =185 nm; C=0 A =188, 279nm;
C,H, A =200, 256 nm). Mozliwy jest tez wptyw auksochromowych podstawnikow (-CH,
A =262 nm; -OH A =275 nm) powodujacych przesunigcie pasma absorpcji w kierunku fal
dhuzszych i zmiany wartosci absorpcji.

Wg danych z pis$miennictwa [7] do charakterystyki zwiazkéw humusowych najczesciej
uzywany jest parametr ,,absorpcyjny” tzn. stosunek absorbancji przy dt. fali 465 i 665 nm.
Stosunek ten przy dowolnie wybranych dlugosciach fali nie zalezy od st¢zenia, jesli tylko roz-
twor spetnia prawo absorpcji (B-L-B). Powyzsze dlugosci fali zostaty wybrane przez Welte 'go
[20], ktory stwierdzit, ze stosunek absorbancji w dlugofalowej czgsci widma widzialnego
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swiadczy o ,,lepszej” jakosci humusu. Absorbancja w zakresie widzialnym takze wg innych
autorow [18] rosnie wraz z ogodlna iloscia wegla oraz ze wzrostem cigzaru czasteczkowe-
go kwasow huminowych i fulwowych. Chen 1 in. [3] w wyniku przeprowadzonych badan
wykazat, ze stosunek A, /A jest ujemnie skorelowany z rozmiarem czasteczek kwasow
huminowych a wigc i z cigzarem czasteczkowym. Wg tego autora pomigdzy A, /A . a od-
czynem i zawartoscia: O,C,COOH oraz ogodlna kwasowoscia istnieje zalezno$¢ kwadratowa.
Nie stwierdzit tez Zadnego bezposredniego zwiazku pomiedzy A, /A . a iloScia skondenso-
wanych pierscieni aromatycznych w w/wym kwasach.

Na podstawie uzyskanych wynikéw w niniejszym opracowaniu, wyrazajacych stosunek
absorbancji roztworow zmierzonych przy dt. fali 465 i 665 nm mozna wnioskowaé, ze spo-
sréd frakcji uzyskanych z modelowych kwasow humusowych maksymalna wartos¢ A, /A
wykazuja kwasy hymatomelanowe. Swiadczy to o mniejszej masie czasteczkowej tych zwiaz-
kéw, mniejszej zawarto§ci w nich zwiazkow aromatycznych a wigkszej alifatycznych w po-
rownaniu z pozostatymi frakcjami kwasow [16]. Z badanych preparatow borowinowych naj-
wigkszym ,,wskaznikiem humifikacji” cechuje si¢ preparat kostka borowinowa ,,Iwonka”.

Wzbogacenie tej borowiny w ilosci 10% sola iwonicka powoduje wprowadzenie do pre-
paratu borowinowego dodatkowych soli nicorganicznych i mikropierwiastkéw. Dodana s6l,
powodujac wzrost pH ekstraktu do ( > 8,0 ) zwigksza rozpuszczalno$¢ zw. huminowych.
W sktad tej soli wchodza m.in. aniony nieorganiczne (Cl, J,, Br) stanowiace grupy absor-
bujace w zakresie gigbokiego ultrafioletu. Z wielkosci max. absorpcji tych chromoforéw
(zwtaszcza J-, Br) wynika, ze dodatek do borowiny soli iwonickiej powoduje wzrost wartosci
absorbancji badanego preparatu ale na granicy zastosowanego dolnego zakresu dtugosci fal-
200 nm [17].

Ogrzewanie tej borowiny do temp. 50°C nie powoduje istotnej zmiany w warto$ciach
stosunku A, A .. Dalsze ogrzewanie powoduje wyrazny wzrost wskazujacy, ze nastapito
zmniejszenie masy czasteczkowej, spadek spolimeryzowania jadra aromatycznego kwasow
humusowych i zmniejszenie zawartosci ugrupowan aromatycznych przy zwigkszeniu alifa-
tycznych [16].

Nieznaczny wzrost wartosci A, stwierdzony w wyniku ogrzewania ekstraktow borowi-
nowych ,,Iwonka” prawdopodobnie zwiazany jest ze zmiang struktury analizowanych kwa-
soOw. Mozna przypuszczaé, ze powstaja tzw. ,,brunatne” kwasy huminowe. Charakteryzujace
si¢ one silniejszym charakterem kwasowym oraz mniejsza masa czasteczkowa i zawieraja
w swych strukturach stosunkowo duzo ugrupowan alifatycznych [10].

Uzyskane wyniki, przedstawione w niniejszym opracowaniu wskazuja, ze ilosciowa ana-
liza r6znicowania kwasow humusowych zawartych w borowinach przy zastosowaniu metody
spektrometrii UV-VIS jest niemozliwa z uwagi na brak dobrze uksztattowanych i rozdzielo-
nych pikow tzw. ,,absorbancji wtasnej” [17].

Z uwagi na prostoliniowy przebieg krzywej kalibracyjnej modelowych kwasow humuso-
wych, spektrofotometryczna metodg poprzez pomiar absorbancji przy A =420 nm oraz stosu-
nek A, /A__mozna jednak wykorzysta¢ do badania zawarto$ci zw. humusowych w réznych
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WNIOSKI

1. W widmie absorpcyjnym modelowych kwaséw humusowych jak tez roztworéw bada-
nych tych kwasow w zakresie UV-VIS nie obserwuje si¢ wyraznych i rozdzielonych
pikow.

2. Pomiar absorbancji roztworu mierzonej przy A =420 nm pozwala na iloSciowe oznacze-
nie tacznej zawartos$ci kwasow huminowych, hymatomelanowych i fulwonowych.

3. Pomiar A i stosunku A, /A . mozna wykorzysta¢ do analizy preparatow borowino-
wych tj. oznaczania w nich kwasé6w humusowych i efektywnosci procesow fizyczno-
chemicznych zastosowanych w toku ich produkcji.

M. Drobnik, T. Latour, B. Krawczyk

BADANIA PREPARATOW BOROWINOWYCH Z WYKORZYSTANIEM
SPEKTROFOTOMETRII ABSORPCYJNEJ UV-VIS

Streszczenie

W badaniu ekstraktow z borowin naturalnych i produkowanych z nich preparatéw borowinowych
zastosowano pomiary absorbancji w zakresie A =200 — 800 nm.

Obserwowano stopniowy wzrost widm absorpcyjnych poczawszy od 450 nm w kierunku fal krot-
szych. Stwierdzono takze prostoliniowos¢ krzywej kalibracji w roztworze kwaséw humusowych (pre-
parat handlowy) przy A= 420 nm. Okre$lono stosunek A, /A, ktorego wartosci wskazuja na udziat
wielkoczasteczkowych zwiazkéw aromatycznych o rdéznej budowie chemicznej. Stwierdzono, ze przy
zastosowaniu spektrometrii w zakresie widzialnym mozna dokona¢ oceny wptywu zastosowanych tech-
nik produkcyjnych przy wytwarzaniu preparatéw borowinowych.

M. Drobnik, T. Latour, B. Krawczyk

THE EXAMINATION OF PEAT PREPARATIONS BY THE UV-VIS
ABSORPTION SPECTROPHOTOMETRY

Summary

For the testing of natural peat extracts and preparations produced from them absorbance measure-
ments in the range A =200 — 800 nm were used. The progressive increase of absorption spectra from
450 nm to short waves was observed. The curve calibration was rectilinear in a solution of humus acid
(commercial preparation) when A= 420 nm. The proportion A, /A, value indicates on participation of
macromolecular aromatic compounds of different chemical structure. The application of spectrometry
in the visible range enables the estimation of the influence of the applying technologies in peat prepara-

tions production.
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