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PRISPEVOK K PAPIEROVEJ CHROMATOGRAFII NEPRCHAVYCH
ORGANICKYCH KYSELIN

MOJMIR TRAITER

Oddelenie farmaceutickej chémie a biochémie Chemického ustavu Slovenskej
akadémie vied v Bratislave

V ramei problému izoldcie a stanovenia organickych kyselin, najmé kyseliny
citrénovej a jablénej v tabaku vystipila do popredia potreba vypracovat
dostatoéne rychlu a spolahlivi metédu na ich stanovenie.

Starsie metédy analyz zmesi tychto kyselin boli vo véésine pripadov zalo-
Zené na rdznej rozpustnosti ich soli, spravid_la vépenatych, v rozliénych roz-
pustadlach, najmé v alkohole [4, 7, 11, 17, 22, 31].

V noviej dobe mozno tento problém lah§ie a rychlejie rie$it pomocou
papierovej chromatografie.

Papierovou chromatografiou neprchavych organickych kyselin sa zaoberali
viaceri autori {1, 9, 10, 13, 14, 15, 20, 21, 27, 29, 30]. Ziskané poznatky uplatnili
pri rozdelovani rozliénych prirodzenych zmesi tychto kyselin [6, 16, 19, 25,
26, 28]. Vo svojich pracach pouzili jednak kyslé [1, 9, 12, 13, 14, 15, 16, 18,
19, 25, 26, 29], jednak alkalické [12, 13, 14, 15, 20] rozdelovacie stistavy.
Detekciu najéastejsie uskutoéfiovali postrekom alkoholickym roztokom indi-
katora [3, 9, 13, 14, 15, 18, 25, 26] alebo 0,1 9, alkoholickym roztokom mer-
kurochrému [2, 3]. Menej pouzivany sposob detekcie §kvfn kyselin je postrie-
kanie chromatogramu 4 9%, alkoholickym roztokom formaldehydu a po usuSeni
postriekanim roztokom 0,2 9, Skrobu, 0,3 9% jodidu draselného a 0,2 %,
jodiénanu draselného [10], roztokom amoniakilneho dusiénanu strieborného
[27] alebo roztokom 2,6-dichlérfenolindofenolu [5].

O kvantitativhu papierovii chromatografiu organickych kyselin sa pokusili
Bryant a Overell [8, 23]. Uvedeni autori po izolacii kyselin z tkaniv mrkvy
a jablka a po ich rozdeleni na papieri vystrihli $kvrnu kyseliny a vazili papier
zaujaty Skvrnou.

Prineip planimetrického merania plochy $kvrny a tym i kvantitativneho
stanovenia kyseliny aplikovali vo svojich pridcach Perlusz a Jeney [24],
Hennig a Flintje [12]. ,

Experimentalna cast
Kuvalitativne rozdelovanie a identifikdcia

Pre chromatografiu sa pouZil &s. filtraény papier ch 85/285 vyrobeny v neratovickych
papieriach, ktory bol autorovi k dispozicii a ktory sa za danych expemmentalnych pod-
mienok ukézal ako najvhodnejsi.

Analyzovand zmes piatich neprchavych organickych kyselin: Stavelovej, vinnej, citré-
novej, jablénej a jantarovej sa obvyklym sp6sobom nanéSala mikropipetou na pruhy
filtraéného papiera o rozmeroch 15X 39 cm, a to 5 em od spodného okraja a pat vzoriek



584 Mojmir Traiter

vo vzdialenosti 2 em od seba. Chromatogramy sa vyvolavali vzostupnou metédou.
Vyvolavacia doba bola 24 hod. a tplne postafovala na dostatoéné rozdelenie danej zmesi.

Chromatogramy sa po volnom usu$eni na vzduchu postriekali roztokom 0,5 g brém-
Lrezolovej modrej v 1 litri 96 % etylalkoholu. Z1té 8kvrny kyselin na modrom podklade
sa obkreslili a po oznaéeni ich stredu sa stanovila Ry hodnota.

Narozdelenie uvedenej zmesi kyselin bolo vyskusané vagSie mnoZstvo rozliénych roz-
delovacich ststav, z ktorych ako najvhodnejSie sa ukézali zmesi alifatickych alkoholov
s vodou za pritomnosti zésady, v naSom pripade amoniaku a pyridinu.

Tab. 1 udava R vysSie uvedenych kyselin v rozliénych zmesiach etylalkoholu a pro-
pylalkoholu s vodou a s amoniakom, resp. s pyridinom. Ako najvhodnejsie pre dany
druh papiera sa ukézali zmesi 3, 4, 9, 17, 18, 19 a 20.

Tieto zmesi pri neskorSom vyskuSani na chromatografickych papieroch Whatman
1 a 4 a Sch. Sch. 2043 a 2045 nevykazovali taky dobry rozdelovaci efekt.

Kvantitativne stanovenie

V snahe vypracovat rychle a jednoduché kvantitativne stanovenie uvedenych kyselin
vedla seba rozdelovala sa vySSie opisanou metédou ich zmes o koncentraciach 0,25 9,
0,5 %, 1,0 %, 2,0 % a 4,0 %, poéitané na kazda kyselinu. VSetky pouZité kyseliny boli
distoty p. a., okrem kyseliny jablénej a jantarovej, ktoré boli oznalené ako ,,8isté.
Vodny roztok zmesi kyselin vysSie uvedenych koncentracii sa nanaSal mikropipetou
o obsahu 0,002 ml, ¢o odpovedd mnoZstvam 5, 10, 20, 40 a 80 ug kaZdej kyseliny. Na
jeden chromatogram sa nanieslo vidy pét vzoriek vedla seba.

Po vyvolani chromatogramu v zmesi 18, ktoré sa zvolila ako najvhodnejsia, a po vol-
nom usuSeni na vzduchu sa Skvrny kyselin detegovali postriekanim chromatogramu
roztokom brémkrezolovej modrej v etylalkohole. Z1té Skvrny kyselin na modrom pod-
klade sa obkreslili a ich plocha sa zmerala Amzlerovym polarnym planimetrom. Priemer-
né hodnoty z piatich jednotlivych merani sa zakreslili do grafov a pre kazdu kyselinu sa
zostrojila kalibra¢néd krivka.
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Graf 1. Zavislost pléch §kvin od mnoZstva nanesenych kyselin. )
1. kyselina vinna, 2. kyselina #tavelova, 3. kyselina citrénové, 4. kyselina jablén4,
5. kyselina jantérova.



Tabulka 1

Rr hodnoty kyselin v rozliénych alkalickych zmesiach

C. zmesi

etylalkohol

propylal-
kohol

voda
pyridin

amoniak
25 %,

Kyselina
vinna
Stavelovg
citrénové,
jabléna
jantérové

vzdialenost
cela

0,03
0,00
0,01
0,03
0,04

34,5

90

0,04
0,00
0,01
0,04
0,09

34,5

85

10

0,08
0,00
0,02
0,13
0,20

34,5

80

15

0,17
0,00
0,06
0,25
0,32

34,5

0,47
0,23
0,36
0,57
0,66

34,5

70

25

- 0,45
0,20
0,32
0,56
0,64

34,5

95

0,07
0,20
0,33
0,42
0,77

34,5

0,16
0,31
0,45
0,55
0,90

34,5

85

10

0,30
0,43
0,57
0,68
0,93

34,5

10

80

0,39
0,53
0,65
0,72
0,92

34,5

11

75

0,52
0,63
0,74
0,79
0,94

34,5

12

70

25

0,66
0,75
0,85
0,85
0,97

34,5

13

90

0,06
0,06
0,29
0,29
0,83

34,5

14

80
15

0,10
0,21
0,30
0,41
0,81

32,0

15

70
25

0,27
0,40
0,51
0,61
0,87

32,5

16

60
35

0,50
0,58
0,69
0,69
0,86

32,5

17

71,5
20
2,5

0,25
0,39
0,51
0,63
0,96

34,5

18

75,0
20
5,0

0,23
0,35
0,47
0,59
0,95

34,0

19

72,5
20
7,6

0,22
0,32
0,45
0,55
0,92

34,5

20

70,0
20
10

0,21
0,31
0,44
0,56
0,96

34,0
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Ako zjavne vidiet z grafov, plocha Skvrny kyseliny je hodnota logaritmicky zavislé
od mnoZstva nanesenej kyseliny.

e y=a.loxeb

y=thyx

Graf 2. Grafické vyjadrenie funkciey = a.Inz -+ bay = In =.

Pre vypodet rovnice zavislosti plochy §kvrny od mnoZstva nanesenej kyseliny méZeme
pouZit vSeobecnti rovnicu logaritmickej funkecie:

y=oalne +5>b

Pretoze

je pre z=1,
Konstantu a vypogitame:
—y, = —a.lnz £ b
Yo =a.Inzx, + b

T
Ty — Y, = a.lnx—1
z ¢oho
Yy —
a4 = Ye w?h
In=2
zy

Pre Tahsi vypoéet mnozstva kyseliny z plochy 8kvrny, ¢o v praxi prichddza do avahy,
prevedme vSeobecnu logaritmicku rovnicu do jej exponencidlneho tvaru:

y=alnz+>d

Inx———y—b

Uvedeny vztah plati vSak len pribliZne a pre jednotlivé merania sa zistili znatné
odchylky od priemernej velkosti plochy $kvrny ziskanej z piatich merani. KonStanty
a a b znaénoe zdvisia od podmienok pokusu.

Priemerné velkosti ploch Skvin vypoéitané z piatich merani v zavislosti od mnozZstva
nanesenych kyselin, ako aj maximéalnu a minimdlnu odchylku jednotlivych stanoveni
od priemernej hodnoty, vyjadrent v percentéch, uddvaja tab. 2 a 3.
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Tabulka 2
Zsvislost plochy 8kvrny od mnoZstva nanesenej kyseliny
i Plocha skvrny v cm? stanoveng k
P> > 2 B >
~ I =~ I
T k|t BB T - S
& 2| E €| E $./48 €8 %
= = g 5 = < 5 i) g L=
= c ) = e = 3 & 5}
s B | g A ) & B | B B
Kiyselina 5ug 10 ug 20 ug 40 ug 80 ug
vinna 1,00 0,56 | 1,26 1,62 | 1,92 2,65 | 3,88 3,68 | 5,26 4,73
gtavelova 0,74 0,60 | 1,36 1,35 | 2,00 2,15 | 3,10 2,88 | 3,46 3,67
citrénova 0,94 1,00 | 1,64 1,58 | 2,12 2,17 | 2,74 2,75 | 3,30 3,33
jabléna 0,96 1,05 | 1,76 1,68 | 2,20 2,30 | 3,24 2,92 | 3,30 3,55
jantérova 3,01 | 4,06 3,90 | 4,74 4,80 | 570 5,71 | 6,94 6,65
Tabulka 3

Maximélna a minimalna odchylka jednotlivych stanoveni od priemernej hodnoty
v percentéich

|
Kyselina | bug 10 g 20 ug 40 ug 80 ug
vinna + | 100 11,6 14,5 5,6 14,1
— 10,0 12,7 21,8 9.8 16,3
stavelova + 21,6 17,6 15,0 3,2 12,7
— 324 19,1 25,0 3,2 13,2
citrénovd  + 27,6 21,9 13,2 5,8 15,1
— | 255 14,6 15,0 16,0 12,1
jablénd + 14,6 25,0 18,1 14,2 10,7
— 16,7 20,4 27,3 13,5 10,7
jantérové + 8,3 22,3 14,0 12,3
— 12,7 24,0 5,2 10,6

Dakujem dr. E. Csereovi, vedicemu OTK zdvodu Slovakofarma, n. p., Hlohovec,
za zdujem a praktickd pomoc pri matematickom rieSent rovnic zdvislosts pléch Skvin od mnoz-
stva kyselin.

Sthrn

Bolo vypracované oddelovanie a identifikdcia piatich neprchavych organic-
kych kyselin: vinnej, §tavelovej, citrénovej, jablénej a jantdrovej papierovou
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chromatografiou na neratovickom filtraénom papieri ch 85/285 v alkalickych
rozdelovacich siistavach: etylalkohol, voda, amoniak; etylalkohol, voda,
pyridin; n-propylalkohol, voda, pyridin.

Vykonal sa pokus o kvantitativne stanovenie tychto kyselin v alkalickej
rozdelovacej sistave: n-propylalkohol, voda, pyridin = 75 : 20 : 5 a na zéklade
zavislosti plochy $kvrny od mnozstva nanesenej kyseliny sa zostrojili kalibraé-
né krivky pre kazda kyselinu.

Z nameranych hodnét sa vypoéitali maximédlne a minimélne odchylky od
priemernych velkosti pléch.

Z vysledkov pokusov vyplyva, Ze opisand metéda oddelovania a stanovenia
uvedenych piatich neprchavych organickych kyselin je vhodnd ako metéda
identifikadna a ako rychla orientaénd semikvantitativna metéda pri stanovo-
vani tychto kyselin po ich vhodnej predbeznej izolacii z rastlinného materialu.

3AMEUYAHHNE K XPOMATOI'PAOHUN HA BYMAT'E HEJETYUYNX
OPTAHMYERCHHUX RKNCIOT

MOIIMIIP TPAIITEP

Orpeacuuc QapMalieriyecioii Xxumug u 6moxuMmu XuMudeckoro nuctutyrta CJoBaifkoi
Arayiemun Hayk B DBpatnciase
BriBobt

PaspaGotan MeTox ieienuss ¥ MCHTHQHKAIULL IATH HEJIETYUHX OPTaHHYECKHX KHCJIOT:
BHHHOI, INAaBeleBOil, JHUMOUHOMH, sA6;10uHOH M sAHTapHOI Xpomarorpadueil Ha Gymare Ha
HepaToBuLKO# (PrubTpoBaaLHON Cymare x. 85/285 B IIEJIOYHLIX PACIPEEIHTEIBHBIX CHC-
TeMax: STILIOBBIA CHNPT, BOjA, aMMHAK; dTHIIOBLII CIMPT, BOja, MHPUIMH; H-TIPOMIIIOBBIT
CIIHPT, BOJA, IMPHJ(MH.

IIpoBefeH ONBIT KOJMYCCTBEHHOI'O ONpEJEICHHUs JTHX KHCIOT B LIeJIOUHOIN pacmpejenm-
TCILHOH CHCTCME: H-IPONMIGIOBHIL CIUPT, Boja, mupuxud 75:20:5 M Ha OCHOBAHMM 3aBHCH-
MOCTH IUIOHIAJ(H MATHA OT KOJIHYECTBA HAHCCEHHOI KHCJOTHI OLIIM CKOHCTPYMPOBAHHBI
rpajyHpOBOYHELIE IPAPUKE LT KAMKI0H KHCJIOTHL.

VI3 H3MEPeHHLIX JIAHHLIX OBLIZN HCUMCJICHHH MAKCHMAIILHGIC M. MHHIMAILHLIE OTKJIOHCHUSA
OT CPEeHHX BCJIMYMH ILNIOCKOCTEI.

W3 npuoGpercunnix pe3y/hbTaTOB CIEJYCT, UTO ONMCAHHBLH MCTO;| JICICHMSI 1 Ompefe-
JIeHHsI TPUMBC/ACHHKLIX IISITM HEJICTYYHX OPraHHYCCKIX KMCJIOT HO;\NOJAIIMH JiUIs HAEHTH-
QUKAIMK I JUIS CKOPOIrO MO/IYKOIMYCCTBEHHOrO ONPC;ICTICHHSI 3THX KHCJIOT Mo yao6HOit
1[PEBAPUTCILHOIT HA0JSIMI 1IX M3 PacTUTCIBIION0 MaTCpUaIa.

Hocrynmuiio B pejlaxumio 19, 3. 1957 r.

BEITRAG ZUR PAPIERCHROMATOGRAPHIE NICHTFLUCHTIGER
ORGANISCHER SAUREN
MOJMIR TRAITER

Abteilung fiir pharmazeutische Chemie und Biochemie des Chemischen Instituts
an der Slowakischen Akademie der Wissenschaften in Bratislava

Zusammenfassung

Es wurde die Trennung und Identifizierung von fiinf nichtfliichtigen organischen
Siuren durchgefiihrt, u. zw. von Weinsiure, Oxalsdure, Citronensiure, Apfelsiure und
Bernsteinsidure, mittels Papierchromatographie auf Filtrierpapier ch. 85/285 (von Nera-
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tovice) in alkalischen Trennungssystemen: Athylalkohol, Wasser, Ammoniak; Athyl-
alkohol, Wasser, Pyridin; n-Propylalkohol, Wasser, Pyridin.

Es wurde ein Versuch der quantitativen Bestimmung dieser Sduren im alkalischen
Trennungssystem durchgefithrt: n-Propylalkohol, Wasser, Pyridin = 75: 20 : 5, und
auf der Grundlage der Abhiéngigkeit der Flidche des Flecks von der Menge der aufgetra-
genen Sdure wurden fiir jede Séure Eichkurven konstruiert.

Aus den gemessenen Werten wurden die maximalen und minimalen Abweichungen
von den durchschnittlichen Grgssen der Flichen berechnet.

Aus den Ergebnissen der Versuche geht hervor, dass die beschriebene Trennungs- und
Bestimmungsmethode der angefiihrten fiinf nichtfliichtigen organischen Sduren geeignet
erscheint, nicht nur als Identifiziermethode, sondern auch als rasche orientierende semi-
quantitative Methode bei der Bestimmung dieser Sduren nach ihrer geeigneten voraus-
gegangenen Isolierung aus Pflanzenmaterial.

In die Redaktion eingelangt den 19. 3. 1957
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