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EXPERIMENTALNA TECHNIKA

JEDNODUCHY FOTOMETER NA KVANTITATIVNE VYHODNOCOVANIE
PAPIEROVYCH CHROMATOGRAMOV V ODRAZENOM SYETLE

J. FELLEGI, .. SLAMA
Vyskumny ustav priemyslu celulézy v Bratislave

Papierova chromatografia otvorila nové moznosti v chémii polysacharidov,
lebo umoziiuje jednoduchym spésobom stanovit kvantitativne i kvalitativne
jednotlivé cukry v zloZitych zmesiach polysacharidovych hydrolyzatov [1].
Jednoduchymi klasickymi metdédami (polarimetria, refraktometria) mozno
stanovit len zmes dvoch cukrov. Zmes viacerych cukrov sa musi oddelovat
zrazanim fenylhydrazinom a jeho derivatmi. Oddelovanie fenylhydrazénov
je veImi zdlhavé a nepresné, lebo cukry st chemicky velmi pribuzné.

Papierovd chromatografia umoziiuje spolahlivo pracovat aj s niekolkymi
miligramami vzorky. Kvantitativne stanovenie sa oby¢ajne robi po eluovani
gkvin titraéne [1, 2, 3] alebo fotokolorimetricky [1, 4, 5, 6]. Podmienkou tohto
spdsobu je, aby $krny boli dobre oddelené. Preto nie je mozné stanovit d-glu-
kéza vedla d-galaktoézy a l-arabinézu vedla d-manézy, ktorych Ry sa len
malo 1i$ia, v désledku &oho st len Siastoéne oddelené. Rastlinné polyoézy obsa-
huju obylajne d-glukézu, d-galaktézu, l-arabinézu, d-mandzu, l-ramnézu
a urénové kyseliny. Preto sa hladali spésoby, ktoré by umoznili stanovit takéto
zmesi na jednorozmernych chromatogramoch. McFarren [7] pouzil Bloc-
kovu [8, 9] metédu. Absorpciu svetla $kvrnami meria priamo na papieri
posunovanim péasika pred Strbinou a registraciou intenzity prechddzajaceho
svetla. Takto mozno stanovit d-glukézu vedla d-galaktézy, avsak rudivo posobi
nerovnomernost papiera. Gustafsson, Sundman a Lindh [10] foto-
grafuji chromatogram na kinofilm v odrazenom svetle a negativ vyhodnocujt
na Zeissovom mikrofotometri ruénym alebo automatickym posunovanim [11].

Tieto sposoby vykazuju uréité nevyhody. V prvom pripade, pri priamom
vyhodnocovani chromatogramu je nespravne merat absorpciu svetla skvrnou
chromatogramu, lebo chromatografické papiere st malo mleté, a preto nerov-
nomerného priehladu, éo ovplyviiuje celkovii absorpciu svetla. Zo ziskaného
diagramu nemo#no presne zistit absorpciu pozadia, lebo namiesto priamky,
ktora by v idedlnom pripade mala vyjadrovat absorpciu dokonale rovnomer-
ného papiera, ziska sa znadne zvlnené krivka. V druhom pripade pri fotogra-
fovani chromatogramu sa dalsie chyby vnaSaji reprodukciou a cely postup
je znaéne zdlhavejsi.

Pri priamom vyhodnocovani chromatogramov v odrazenom svetle sa vyuzil
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poznatok, Ze povrch papiera je opticky omnoho rovnomernejsi. Chromato-
graficky papier mé velki opacitu, je nepriehladny, a pretoZe optické vlastnosti
papiera st ovplyvnené najmi povrchom a len v mensej miere jeho vlastnou
hmotou, pozadie chromatogramu pozorované v odrazenom svetle je rovnomer-
nejsie a hodnoty jeho svetlosti lezia na priamke (obr. 1). Na§ pristroj, zhotoveny

Obr. 1. Celkovy pohlad na fotometer.

pre tento spdsob, umoziiuje automaticki registraciu intenzity odrazeného
svetla bez toho, Ze by sa chromatogram najprv fotografoval, a ddva hodnoty
linedrne zavislé od mnoistva stanovovanych latok. V poslednom dase vy-
hodnocuji chromatogramy v odrazenom svetle aj ini autori [13, 14, 15].
Chromatografia sa robi na papieri Whatman 1 a Whatman 4. Na papier
sa nanesie 2,5 ul roztoku, ktory obsahuje 10—100 y kazdého z analyzovanych
cukrov. Stiéasne so vzorkami sa chromatografuja aj Standardy ¢istych cukrov
v mnoZstvach od 10—100 y. Vyvija sa dvojstupfiove. Najprv sa 16 hodin
vyvija sustavou butanol — pyridin — voda (10 3 3), ktora diastoéne od-
deluje glukézu od galaktézy [12], a po vysuSeni sa 18 hodin vyvija stistavou
butanol — kyselina octovd — voda (5 1 4), ktord oddeluje ostatné cukry.
Ak je pritomné velké mnoZstvo mandzy vedla malého mnoZstva l-arabinézy,
odporaca sa vyvijat jednostupiiove 36 hodin v ststave butanol — kyselina
octova — voda. Niekedy je vyhodné na oddelenie l-arabinézy od d-manézy
pouzit sistavu etylacetdt — kyselina octovd — voda (9 2 :2). Deteguje sa
anilinftaldtom ponornym sposobom [4] tak, Ze kyselina ftalovd sa pridava
do kyslej sustavy (2,5 g na 100 ml) a vysuSeny chromatogram sa ponori do
éterového roztoku anilinu (2 ml anilinu na 100 ml éteru). Susi sa 5 minat pri
teplote 105 °C. VSetky vzorky a im prislachajice Standardy treba susif naraz,
najlepSie na jednom drevenom rame, aby sa odstranil vplyv teploty a Casu.
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Z hotového chromatogramu sa vystrihna pasiky o $irke 3,5 cm tak, aby Skvrny
boli v strede pasika. Chromatogramy treba fotometrovat do 48 hodin po de-
tekeii, lebo anilin spdsobuje tmavnutie papiera a tym sa zniZzuju kontrasty.

Pristroj sa skladd zo svetelného zdroja, ktorého svetlo prechddza tzkou
§trbinou a dopada v normale na papierovy chromatogram. Odrazené svetlo
sa meria foténkami a po kompenzicii napétia kompenzaénou foténkou sa
vysledné napitie meria na zrkadlovom galvanometri alebo sa priamo registruje
v registraénej fotokomore polarografu.
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Obr. 2. Schéma fotometra.

7 = %iarovka, S = SoSovka, Z = zrkadlo, F = filter, F,, F, = merné foténky, F; =
kompenzaéns foténka, St = Strbina, Ch = chromatogram, Po = podklad, P; = delié
napétia, P, = menlivy odpor, uA = mikroampérmeter.

Ako svetelny zdroj v pristroji (obr. 2) sa pouZila Ziarovka Z (6 V, 30 W), ktor4 je na-
péjana zo stabilizovaného jednosmerného zdroja s nulovym odporom. Svetlo prechddza
na meracej stranc Sofovkou S, odrd¥a sa zrkadlom a prechddza vymennym farebnym
filtrom F. Napokon svetlo dopadé v normaéle na skusany chromatogram Ch tuzkou gtrbi-
nou St o dizke 30 mm, nastavitelnou na $irku 1—3 mm. Papier je k $trbine pritlddany
podkladom Po. Chromatogramom odrazené svetlo dopadé v priemernom uhle 45° na
2 obdlZnikové selénové hradlové foténky Fima Fom (typ VUPEF 20 X 40 mm) umiestené
rovnobe¥ne so $trbinou pristroja. Dalsia foténka Fy osvetlované priamo Ziarovkou sluZi
na kompenzéciu napitia mernych foténok — na nastavenie rozsahu registraéného pri-
stroja.

Pri dopade svetla na chromatogram Sast svetla sa odrazi, dast sa absorbuje v papieri
a Gast prenik4 papierom. Preniknuté svetlo sa odréZa alebo absorbuje na podklade. Preto
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treba za $trbinou vytvorit rovnomerny podklad. DalSou funkeéiou podkladu je, aby sa
papier rovnomsrne pritld¢al k Strbine, lebo intenzita odrazeného svetla zdvisi aj od vzdia-
lenosti papiera od foténky. Ako podklad sa mdéZe pouZit ¢ierna dutina alebo biela kera-
mické platnika. Biela platnigka m4 td vyhodu, Ze na bielom podklade je odraz od papiera
vidsi a . kontrasty medzi Skvrnou a papierom su zretelnejSie. Nevyhodou je, Ze odraz
zévisi aj od tlaku platniéky na papier. Medzi platnitkou a papierom nie je dokonaly
opticky kontakt, avSak na niektorych miestach sa vytvori vzduchovéa vrstva. Svetlo
prenikajice papierom sa neodréZa priamo od platniéky, ale najprv prechddza vrstvou
vzduchu, v désledku &oho je odraz mensi. Silnej$im pritladenim platni¢ky nastdva lepsi
opticky kontakt a tym aj vaési odraz. Ak platniéka tlaci na papier len svojou vlastnou
véhou, podmienky moarania st reprodukovatelné. Cierna dutina ako podklad nie je také
citlivé na tlak, ale odraz je moen$i, slabo sa prejavuja slabSie Skvrny. Meranie je vSak
spolahlivejsie.

Pred meranim sa pristroj vyciachuje delicom napétia P, a odporom P, na 2 $tandardy,
z ktorych tmavs§i mé onieéo menSiu svetlost ako najtmavsia Skvrna prichadzajica do
uvahy a svetlej$i mé oniedo vidsiu svetlost ako pozadie chromatogramu, t. j. éisty papier
po detekeii. Pdsik chromatogramu sa na jednej strane zataZi zavesenim 5 g zdvaZia tak,
aby volny koniec péasika visel vo vertikélnej polohe po Javom boku pristroja a cely pésik
bol rovnomerne pritldéany na Strbinu. Druhy koniec pésika je pomocou jemného vldkna
pripevneny na okraj registraénej fotokomory polarografu. Otdéanim registraénej foto-
komory sa navija vldkno a tym sa sticasne posunuje péasik chromatogramu. Tak sa do-
siahne dlzkové zhoda Skvin na chromatcgrame s prislu$nymi krivkami svetlosti na
registraénom papieri. M6Ze sa merat aj rué¢: ym posunovanim po 2 mm, meranim hodnét
na zrkadlovom galvanometri (napr. galvanometer Langeho fotokolorimetra) a zapiso-
vanim hodnét na graficky papier.

Posunovanim pésika pred Strbinu a registriciou intenzity odrazeného svetla sa ziska
krivka svetlosti chromatogramu. Na osi useCiek je naznaleny posun a na osi poradnic
hodnoty svetlosti (obr. 3). Rovné cast krivky svetlosti vyjadruje svetlost pozedia a jed-
notlivé viny svetlost §kvfn. Na obrazku je svetlost znadend opaéne, lebo maximum vin
odpovedé minimélnej svetlosti. Z obrazkov je jasné, Ze pozadie pri merani svetlosti je

Obr. 3. Krivkasvetlostichromatogramu.
Na obrazku dizkova zhoda §kvin a kriviek svetlosti nie je tpln4, lebo kryt registra&nej
fotokomory, na ktora sa natdéa vldkno posunujtice chromatogram, mé viési polomer
ako bubon, na ktorom je upevneny registraény papier. 1. galaktéza, 2. glukéza, 3. ma-
néza, 4. xyléza.



318 J. Fellegi, L. Sldma

dostato€ne rovnomerné. Treba vSak dbat, aby sa vyhodnocoval aj dostatoéne dlhy tsek
&istého papiera bez §kvin, aby bolo mo#né zistit priemernu svetlost pozadia.

Pred vlastnym vyhodnotenim kriviek svetlosti treba najprv graficky uréit priemernu
svetlost pozadia zakreslenim priamky, ktord sa &o najviac pribliZuje jednotlivym hodno-
tdm svetlosti. Vlastné vyhodnotenie sa méZe urobit zmeranim vysky maxim alebo zis-
tenim plochy svetlosti, t. j. plochy zovretej priemernou svetlostou pozadia a vlnou prisla-
chajiicou niektorej S8kvrne. Prvy spésob je ommnoho rychlejsi, predpokladé vak, aby
Skrvny boli rovnomerné a stimerné a celd séria chromatogramov bola vyvijana a detego-
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Obr. 4. Kalibraéné priamky.
1. galaktéza, 2. glukéza, 3. xyl6za, 4. manéza.

vané za iplne rovnakych podmienok. Ak st Skvrny pretiahnuté a nestimerné, treba zistit
plochu svetlosti jednotlivych Skvfn. Splyvajice viny, ktoré vznikaji meranim svetlosti
nedostatoéne oddelenych S§kvfn, treba najprv dokreslit (obr. 3). Plocha sa zistuje plani-
metrovanim alebo prekreslenim na papier s rovnomernou plosnou véhou a véZenim vy-
strihnutej plochy. S analyzovanymi vzorkami sa vyhodnocuju aj Standardy v mnoZstve
od 10—100 y jednotlivych cukrov, ktoré boli sucasne chromatografované. Vynesenim
vy§ky maxim alebo velkosti ploch svetlosti v zédvislosti od mnoZstva nanesenych Stan-
dardov sa zostroji kalibraéné priamka pre jednotlivé cukry (obr. 4). Pre kazda sériu
chromatogramov treba zostrojit osobitnu kalibraénu priamku, lebo kazdé priamka plati
len pre jeden pokus.

Hocizé4vislost svetlostiSkvfn od koncentrdcie meranych ldtok je logaritmické, ipravou
elektrického obvodu sa dosiahne takd kompenzdcia, %e udaj pristroja v rozmedzi od
10—100 y jednotlivych cukrov linedrne zévisi od koncentrécie meranych latok. Selénova
hradlové4 foténka dava linedrnu zéavislost od osvetlenia iba vtedy, ak pracuje do skratu,
t. j. ak je zapojend na meraci elektricky pristroj s nulovym vnutornym odporem. Ak sa
viak odpor zviiGii, je tdto zévislost parabolickou funkeciou. V naSom pristroji upravou
odporov zapojenych paralelne na foténky (odpor 200 ohmov na merné foténky Fipm
a F,m a odpor 100 ohmov na kompenzaénii foténku Fy) a sériového odporu & paralelnych
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odporov zapojenych na meraci pristroj (sériovy odpor 60 ohmov, paralelné odpory 200
ohmov a menlivy odpor P;) sa dosiahne linedrny udaj celého pristroja.

Koeficient koreldcie medzi mnoZstvom meranych ldtok a maximom krivky, resp.
velkostou plochy svetlosti je r = 0,98—0,99, teda je to prakticky linedrna zdvislost.
Cinitel premenlivosti celého merania je 5 %, maximalne 7 9. Dolné hranica kvantita-
tivneho stanovenia podla tejto metédy je 10 p a horné hranica 100 y. Na zavadu je vSak
velky nadbytok niektorych cukrov pri malom mnoZstve inych cukrov. Stanovenie ga-
laktézy je silne ruSend pétndsobnym nadbytkom glukézy a stanovenie I-arabinézy
sedemnésobnym nadbytkom d-manézy.

Orientaéne. sme preskuSali vyhodnocovanie papierovych chromatogramov aminoky-
selin a ziskali sme vyhovujuce krivky. Predpokladéme, 7e né§ pristroj je vhodny aj na
stanovenie aminokyselin a inych ldtok, ktoré sa daju oddelit papierovou chromatogra-
fiou, ako aj na vyhodnocovanie elektroferogramov sér, cukrov a inych latok.

Sthrn

Doterajsie spésoby kvantitativnej papierovej chromatografie eluovanim
§kvin nedovoluju stanovit latky, ktoré sa nedokonale oddeluja (napr. d-glu-
kézu vedla d-galaktézy). Priama fotometria meranim absorpcie chromato-
gramov je nepresna, lebo chromatografické papiere nie st dostatoéne rovno-
merné. Fotografovanim a vyhodnocovanim negativov sa cely proces predlzi
a vnasaju sa chyby reprodukciou. Povrch papiera je omnoho rovnomernejsi,
preto sme zostrojili pristroj na vyhodnocovanie chromatogramov v odrazenom
svetle. Pasik chromatogramu sa posunuje pred §trbinou, cez ktora dopadé na
chromatogram prazok svetla. Intenzita odrazeného svetla sa meria dvoma
selénovymi hradlovymi foténkami pod priemernym uhlom 45°. Registraciou
intenzity odrazeného svetla sa ziskaju krivky svetlosti, na ktorych vysky
maxim, resp. plochy svetlosti si imerné koncentrécii latky na chromatograme.
Zivislost je logaritmicks, ale tpravou elektrického obvodu pristroja sa ziskaja
linearne udaje. Tymto pristrojom moZno na jednorozmernych chromatogra-
moch kvantitativne stanovit d-galaktézu, d-glukézu, d-manézu, l-arabindzu,
d-xylézu a l-Tamnézu v mnozstvach od 10 do 100 y. Cinitel premenlivosti me-
rania je 5—7 9%,. Predpoklad4 sa, Ze tymto pristrojom mozno stanovit aj iné
latky oddelené papierovou chromatografiou a vyhodnocovat i elektrofero-
gramy.

[TPOCTOM ®OTOMETP [J1s1 OLUEHUBAHHWYA BYMAXXHBIX
XPOMATOTPAMM B OTPAKEHHOM CBET/JIE

. ®EJIJIETH, JI. CJTIAMA
HccnenosaTenbeKnii HECTHTYT LeJUIIONO3HOH NpOMbileHHOCTH B Bpatnciase

BriBoab

Jlo cero BpeMeHH CYLIeCTBYIOUIHE CNOCOObI KOJHUECTBEHHOH GyMaHOil Xpomatorpagiiu
3qoauiieil MsATeH He MO3BOJSIOT ONpefessTh BELIECTBA, KOTOPble TPYAHO OT ceBs OTAeJHTb
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(nanp. d-rioKo3a B NPHCYTCTBHH d-rajakro3bl). IIpsiMasi ¢poTOMEeTpHsi MpH TNMOMOLIM H3Me-
penust abcopOLHH XpoMaTorpaMM siBJsieTCsl He TOUHOH, NOTOMY 4YTO XpoMmaTorpadHueckas
fymara He sBJseTC AOCTATOYHO paBHOMepHoH. dororpacdupoBaHHeM H OLEHHBAHHEM He-
raTHBOB fpollecc onpejeJieHHs OyaeT 3aMefJieH, kpome TOTO MOJIy4aloTCsl OLIMOKH, BbI3BaHHbIE
penpoaykudeii. IloBexpHoers 6ymark ropasjfo paBHOMepHee a NMO3TOMY Mbl CKOHCTPYHpOBaJi!
npu6op /s OLEeHHBaHHs XPOMaTOrpaMM B OTpa)keHHoM cBeTJe. IloJocka XpoMmaTorpamMMbi
MOCOBLIBAETCSl Nepej IUeJbIO, 4Yepe3 KOTOPYI0 Ha XpOMaTorpaMMy NajaeT MoJocKa CBeTa.
VIHTeHCHBHOCTb OTPaXKEHHOTO CBeTa H3MepsieTCsi JBYMsI CeJIeHOBBIMH (DOTO3JIEMEHTAMH MOJ
cpeguum yriaom 45° Perucrpaiicii HHTEHCHBHOCTH OTPa)K@HHOT'O CBeTa MOJMYYalTCs KPHBBIE,
H& KOTOPHIX BBICOTA MaKCHMyMa HJH e IJIOUWIAaAH OCBEILICHHS SBJSIOTCS NPONOPLHGHAJb-
HLIMH KOHILEHTPalUUH BelecTBAa Ha XpoMaTorpaMMe. 3aBHCHMOCTb SIBJSETCS JIOTapHpMHYec-
Koil, HO mnpucnocoGJeHHeM 3JIEKTPHYECKOTO OKpyra mnpuOopa mNoJay4YaloTcsl JIHHeHHble TOKa-
3aHHA. DTHM NpHOOPOM MOXKHO Ha OJHOPa3MepPHEIX XPOMAaTOrpaMMaX KOJHYECTBEHHO onpeje-
auTh d-ranaktosy, d-raoko3y, d-maHHO3y, l-apaGHHO3Y, d-KCHJI03y M [-paMHO3y B KOJIH-
ycctee ot 10 go 100 v. Paktop nepeMeHHOCTH H3MepeHHs1 paBHsercs 5—7 %. MoxHo npex-
MOJIOXKHTb, YTO MPH MOMOLIKM 3TOT0 mpubopa OydeT BO3MOXHBIM ONPefeJHTb H [pyrie Belie-
CTBa, pa3jesicHHble NpPH MNMOMOILH OyMaxKHOH XpomaTorpaduH M OLEHHTb HX 3JeKTpodope-
TOrpaMMBI.

INoctynuiao B pexaxuuo 20. I. 1956 .

EINFACHES PHOTOMETER ZUR AUSWERTUNG VON
PAPIERCHROMATOGRAMMEN IM ZURUCKGESTRAHLTEN LICHT

J. Fellegi, L. Slama
Forschungsinstitut der Zelluloseindustrie in Bratislava

Zusammenfassung

Die bisherigen Verfahren der quantitativen Papierchromatographie durch Elutionder
Flecken erlauben es nicht, gewisse Stoffe zu bestimmen, die sich nur unvollkcmr ren ab-
trennen (wie z. B. d-Glucose neben d-Galactose). Die direkte Photometrie durch Messung
der Absorption der Chromatogramme ist ungenau, denn die chromatographischen Papiere
sind nicht geniigend gleichméssig. Durch das Photographieren und Auswerten der Ne-
gative wird der gesamte Prozess verlingert und durch die Reproduktion werden Fehler
hineingetragen. Die Papieroberfliche dagegen ist viel gleickméssiger, weshalb die Autoren
ein Gerit zur Auswertung der Chromatogramme im reflektierten Licht gebaut haben.
Der Streifen des Chromatogramms lédsst sich in diesem Geréat vor einem Spalt verschieben,
durch welchen auf das Chromatogramm ein Lichtstreifen fallt.Die Intensitit des zuriick-
gestrahlten Lichts wird mittels zweier Selen-Sperrschichtrhotczellen unter einem Durch-
schnittswinkel von 45° gemessen. Durch Registrierung der Intensititdeszuriickgestrahlten
Lichts werden Helligkeitskurven erhalten, in welchen die Héhen der Maxima bzw. die
Helligkeitsflichen im proportionalen Verhiltnis zur Konzentraticn der Stoffe im Chro-
matogramm stehen. Diese Abhéngigkeitist einelogaritkmische,aber durch eire besondere
Anordnung der elektrischen Stromfithrung des Gerites werden lineare Angaben erhalten.
Mittels dieses Apparates wird es ermdéglicht, auf eindimensionalen Chromatogrammen
quantitativ d-Galactose, d-Glucose, d-Mannose, I-Arabinose, d-Xylose und I-Rhamnose
in Mengen von 10 bis 100 y zu bestimmen. Der Verénderlichkeitsfaktor der Messung
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betrigt 5—7 %,. Es besteht die Voraussetzung, dass mittels dieses Gerites auch andere
durch Papierchromatographie getrennte Stoffe bestimmt und auch Elektropherogramme
ausgewertet werden koénnen.

In die Redaktion eingelangt den 20. I. 1956
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