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PRISPEVOK KU KVANTITATIVNEMU VYHODNOCOVANIU PAPIEROVYCH
CHROMATOGRAMOYV

A. R. NEURATH, F. FRIC

Oddelenie rastlinnej biolégie Biologického tustavu Slovenskej akadémie vied v Bratislave

Ako je zname, kvantitativne stanovenie latok po ich oddeleni papierovou
chromatografiou mozno uskutoénit:

a) po eldeili,

b) in situ.

Metédy in situ zahriiuji stanovenia podla plochy $kvfn, meranie absorpcie
svetla stredom $kvrny a meranie absorpcie svetla celou Skvrnou, pri ktorom
sa uplatnia obidva faktory charakterizujiice chromatograficki Skvrnu —
plocha a farebna intenzita. Poslednym sp6sobom mozno dosiahnut presnejiie
vysledky nez pri predchadzajicich dvoch sposoboch [1].

Nevyhoda uvedenych sposobov, ktoré su zaloZzené na merani v prechadzaju-
com svetle, spoéiva v tom, Ze sa pri nich uplatiiuje nerovnomernost struktiry
papiera. Preto niektori autori [2, 3] vyhodnocuji papierové chromatogramy
v odrazenom svetle. K metédam, ktoré st zaloZené na merani odrazeného
svetla, moZno poéitat aj fotometrické vyhodnotenie $kvin na negativoch
ziskanych ofotografovanim chromatogramov [4, 5, 9]. Tento spésob sme pouzili
aj pri stanoveni mikroelementov v rastlinnom materiali a v pode [6, 7], priéom
sme pri fotografovani chromatografickych $kvin pouzivali farebné, pripadne
interferendné filtre a zaviedli sme postup, ktorym mozno v znaénej miere
znizit chyby sposobené kolisanim niektorych faktorov spojenych so zavedenim
fotografického procesu do postupu kvantitativneho vyhodnocovania papiero-
vych chromatogramov (zmeny v osvetleni, uzaver fotografického pristroja
nereprodukuje tiplne presne expoziéni dobu, gradacia negativneho materidlu,
zmeny teploty pri vyvoldvani, doba vyvoldvania). V tejto praci chceme po-
drobnejsie rozobrat princip, vyhody a odévodnenost tohto postupu.

Metodicka ¢ast

1. Negativny materidl ma mat tvrda gradaciu (kazdej zmene v intenzivnosti
zafarbenia $kvrny mé prislichat ¢o najvidsia zmena séernenia na negative),
mé byt jemnozrnny a pre vseobecné pouzitie (fotografovanie Skvin réznej
farby) citlivy v celej oblasti viditelného svetla.

2. Farebné (interferenéné) filtre sa volia na zaklade absorpénych kriviek
prislusnych $kvfn analogicky ako v spektrofotometrii (kolorimetrii). Ich
pouzitie umoziiuje jednak posunit hranicu moznosti kvantitativneho vyhod-
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nocovania k niz§im mnozstvam latok oddelovanych papierovou chromato-
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grafiou (ziska sa ovela kontrastnejsi negativ ako bez pouzitia filtra, preto
mozno vyhodnocovat i velmi slabo intenzivne 8kvrny), jednak kvantitativne
vyhodnocovat $kvrny detegované farebnym &inidlom [6, 7].

3. Spbsob vyhodnocovania ofotografovanijch chromatogramov — metéda pre-
vodového faktora. Ofotografované Skvrny sa vyhodnocuji mikrofotometricky
obvyklym spdsobom [5]. Aby sa vylaéil vplyv faktorov spojenych s fotogra-
fickym procesom (pozri vyssie) na ziskané vysledky, vydeli sa &iselnd hodnota
plochy, ziskand po planimetrovani [5], prevodovym faktorom, ktorého hodnota
sa urdi tymto postupom:

Spolu s chromatogramom sa vzdy fotografuje Sedy klin (obr. 1). Séernenie
jednotlivych poli¢ok Sedého klinu na kazdom negative sa zmeria na mikro-
fotometri. Jedna zo snimok sa vyberie ako zdkladna. Prevodovy faktor sa
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Obr. 1. Sedy klin a $kvrny Ni (10—28 ug), Co (5—14 ug) a Cu (10—28 pug).

potom urduje graficky takto: na os tisediek sa nanasaju séernenia jednotlivych
poliok $edého klinu na zdkladnej snimke a na os poradnic hodnoty séernenia
tych istych polidok na danej snimke. Zostroji sa zavislost sfernenic danej
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snim ky — séernente zdkladnej snimky. Zévislost je vidy linedrna.* Smernica
ziskanej priamky udava hodnotu prevodového faktora (obr. 2).
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Obr. 2. Zavislost séernenia od séernenia zakladnej snimky.

Krivka 1: osvetlenie 2 x 100 W (z 1,56 m), vyvolavané 5 min. Krivka 2: osvetlenie
2 x 100 W (z 1,0 m), vyvoldvané 2 1 min. Krwka 3: osvetlenie ako pri krivke 2, vyvolé-
vané 5 min. Krivka 4: osvetlenie ako pri krivke 2, vyvolavané 10 min. Krivka §: osvetlenie
2 x 200 W (z 1,2 m), vyvolavané 5 min. Krivka 6: osvetlenie 2 X 200 W (z 1,0 m),
vyvoldvané 5 min.
Vo vetkych pripadoch expozicia bola 2 sek. a teplota pri vyvolavani 21 °C.

Fotografovali sme Skvrnu Co (7 ug) detegovani kyselinou rubeanovodikovou (0,25 9,
roztok v etanole), priGom sme pouZili farebny filter BG-12 (Jena). Menili sme osvetlenie,
expoziénu dobu, teplotu vyvojky a dobu vyvoldvania, aby sme mohli zistit, do akej miery
mozno vyladit vplyv uvedenych faktorov na ziskané vysledky pri pouZiti vysSie opisanej
met6dy prevodového faktora. Fotografovali sme pristrojom Exakta-Varex II (clona 8,
expoziéné doba 2—5 sek., vzdialenost fotografického pristroja od objektu 1,2 m).

Na osvetlenie sa pouzili dve 100 W Ziarovky, priCom napitie sa stabilizovalo stabili-
zétorom napitia CKD typ ST 150. Pri sledovani vplyvu zmien osvetlenia sa pouZili aj
dve 200 W Ziarovky bez stabilizatora.

Pouzivali sme kinofilm Agfa-Isopan-F 17/10 DIN. (Film Agfa-Isopan-FF 10/10 DIN,
ktory sme povodne cheeli pouZit, nemali sme k dispozicii.)

Vyvolavali sme vo vyvojke Agfa 22 [8] (metol 0,8 g, siriéitan sodny bezvody 40 g,
bromid draselny 5 g, hydrochinén 8 g, pota§ bezvoda 50 g ad 1000 ml) pri teplotdch

* V tejto préci sme jednotlivé faktory spojené s fotografickym procesom menili v ovela
SirSom rozsahu, ako sa méZu menit pri kvantitativnom vyhodnocovani chromatogramov,
aby sme dokumentovali pouZiteInost tejto metddy nézornymi &islami. Vyskytli sa ndm
preto i preexponované alebo podexponované a nedovyvolané negativy, pri ktorych tato
zévislost nie je linedrna. Pri tychto sa korekcia urobila tak, Ze sa osobitne kaZda hodnota
ziskang mikrofotometrickym premeriavanim chromatografickej Skvrny prepocitala na
zédklade ziskaného grafu a z tychto hodnot sa uréila korigovana hodnota plochy obvyklym
spb6sobom planimetricky.
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16—24 °C po dobu 215 aZ 10 minut. Ustalovaé: 200 g tiosiranu sodného kryst., 20 g meta-
siri¢itanu draselného, 1 g komplexonu II ad 1000 ml.

Negativy sa premeriavali na rychlofotometri Zeiss ($trbina 2 mm, 20 ndsobné zvaéSenie,
posun po 0,1 mm). Pri merani sa pouZivala stupnica S — séernenie.

Ako zédkladné snimka pre metédu prevodového faktora sa brala snimka exponovand
3 sek., vyvolavand 5 minut pri 18 °C, osvetlenie 2 x 100 W z kolmej vzdialenosti 1 m.

Vysledky si zhrnuté v tab. 1 aZ 5. V prvom riadku je uvedeny faktor, ktory sa v prie-
behu fotografického procesu menil, v druhom riadku st hodnoty pléch po planimetrovani,
v tretom riadku hodnoty pléch korigované metédou prevodového faktora.

Ako vyplyva z tab. 1 aZ 4, moZno metédou prevodového faktora znizit vplyv &initelov,
ktoré st spojené so zavedenim fotografického procesu do priebehu kvantitativneho vy-
hodnocovania papierovych chromatogramov.

Tabulka 1

Premenné: expoziénéd doba
Vyvoldvané 5 minut pri 16 °C, osvetlenie 2 X 100 W zo vzdialenosti 1 m

|

! Exp. (sek.) ‘ 2 3 4 5

, Plocha (cm?) i 5,65 7,11 7,66 8,16

I Pyorig (cm?) i 7,10 7,34 7,13 7,24 [
I

Tabulka 2

Premenna: teplota pri vyvoldvani
Exp. 2 sek., vyvolavané 5 mintt, osvetlenie 2 X 100 W zo vzdialenosti 1 m

' Teplota (°C) 16 18 20 22 24

| Plocha (cm?) 5,65 6,06 6,53 6,62 6,65

[I Pporig (cm?) 7,10 7,28 7,30 7,12 7,10
Tabulka 3

Premenné: doba vyvoldvania
Exp. 2 sek., teplota pri vyvolavani 21 °C, osvetlenie 2 x 100 W

Doba vyvoldvania
(min.) 2,5 5.0 6.5 8,5 10,0

Plocha (cm?) 5,93 6,01 6,19 6,56 6,71
Prorig (cm?) 7,22 7,16 7,15 7.36 7,41
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Tabulka 4

Premenné: osvetlenie
Exp. 2 sek., vyvoldvané 5 minut pri 21 °C

Osvetlenie Plocha (em?) Pyorig (cm?)
2 % 100Wzl1,5m 3,72 7,31
2 x 100 Wz1,5m, 100 Wz2m 4,04 7,50
2 x 100Wzl12m 5,569 7,39
2x 100Wz1,2m, 100 Wz2m 5,69 7,15
2 x 100Wz1,0m 6,46 7,19
2 X 200Wz1,2m 7,26 7,24
2 x 200Wz1,2m, 100Wz2m 7,27 7,06
| 2 x 200Wz1,0m 8,11 7,54 |

Skutoénost, Ze touto metédou mozno zvysit reprodukovatelnost vysledkov, dokazuje
tab. 5. V prvom riadku st hodnoty pléch pred korekciou a v druhom riadku po korekeii.
Hodnoty sa ziskali z mikrofotometrického premerania 6smich negativov, z ktorych vsetky

Tabulka 5

P (cm?) 6,30 6,29 7,01 6,90 7,16 7,18 6,02 6,46

Pyorig 7,10 17,09 7,31 7,07 7,24 7,27 7,16 7,26
priemer smerodajné odchylka detto v 9’

P (cm?) 6,67 0,252 3,80

Prori_ 7,19 0,077 1,07

boli exponované 2 sek., vyvoldvané 5 minut pri 21 °C, pricom na osvetlenie sa pouZili
dve 100 W Ziarovky zo vzdialenosti 1,0 m (kaZdy negativ sa vyvolal osobitne).

Smerodajnii odchylku bolo teda moZné pomocou metédy prevodového faktora zniZit
z 3,80 9% na 1,07 9% (vyjadrené v percentédch vzhladom na aritmeticky priemer).

Zaver

Kvantitativne vyhodnocovanie papierovych chromatogramov fotometric-
kym premeriavanim $kvfn na negativoch ziskanych ofotografovanim chromato-
gramov ma tieto vyhody:

1. Neuplatiiuje sa nerovnomerna Struktdra papiera.

2. Mozno fotografovat Skvrny s nestalym zafarbenim (fotografovanie vidy
v rovnakom okamihu po detegovani chromatogramu).

3. Mozno vyhodnocovat difdzne, nepravidelné skvrny [1].

4. Mozno vyhodnocovat Skvrny vyvolané farebnym detekénym é&inidlom
(poutzitie interferenénych filtrov).
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5. Mozno ziskat trvaly dokument o vykonanej analyze.

Pouzitie farebnych (interferenénych) filtrov umoziiuje zvysit citlivost met6-
dy.

Korekecia pomocou prevodového faktora umoziiuje zvysit reprodukovatel-
nost vysledkov a obmedzit vplyv tazko kontrolovatelnych zmien faktorov,
ktoré st spojené s fotografickym procesom. Pouzitie prevodového faktora mé
vyznam tam, kde sa robi kvantitativne vyhodnocovanie papierovych chroma-
togramov na zaklade vopred zostrojenej kalibraénej krivky.

Dakujeme inz. J. Swuchému z Chemického dstavu SAV v Bratislave za cenné rady.

Sahrn

V préci sa opisuje metéda kvantitativneho vyhodnocovania papierovych
chromatogramov pomocou mikrofotometrického premeriavania negativov
ziskanych ofotografovanim chromatogramov za pouZitia farebnych (inter-
ferenénych) filtrov. Uvadza sa metdda, pomocou ktorej je mozné zvysit repro-
dukovatelnost vysledkov a vyludit vplyv zmien faktorov, ktoré su spojené
s fotografickym procesom.

3BAMETHA R KOJIMYECTBEHHO OLUEHRE BYMAKHBIX
XPOMATOI'PAMM

A. P. HEIIPAT, ®. ®PIIY

Otaen pacrurenbHoil Ouostornu DBuoxummueckoro mHetutyTa CoioBaukoii ARageMuiu
Hayx B BpaTuciaase

BriBoant

B paBore omuCLIBACTCSI METOJ KO;IMYECTBEHHOII OLEHKM OyMasKHBIX XpOMAaTorpaMM HpHU
MOMOLIM MUKPOMETPUYECKOT0 IpoMepa HeraTHBOB, I10;1yYCHHLIX IIocje c(oTorpadupoBaHUs
XpOMaTorpaMM ¢ INpPMMCHCHHMEM IIBeTHLIX (MHTep(epeHIOMHHLIX) (uanTpoB. IlpuBosuTes
METOI, P JIOMOIIM KOTOPOTO MOKHO IOBLICHTEL BOCIIPOM3BO;IMMOCTE PE3YyJILTATOB M HCKIIO~
9HUTH BIUsIHHE M3MEHEHHH (JAaKTOPOB, CBA3aHHBIX ¢ (pOTOrpaHuecKUM IPOIECCOM.
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BEITRAG ZUR QUANTITATIVEN AUSWERTUNG VON PAPIER-
CHROMATOGRAMMEN

A.R. NEURATH, F. FRIC

Abteilung fiir Pflanzenphysiologie des Biologischen Instituts an der Slowakischen
Akademie der Wissenschaften in Bratislava

Zusammenfassung

Eine Methode fiir quantitative Auswertung von Papierchromatogrammen mittels
mikrophotometrischer Durchmessung von Negativen, die durch Photographieren von
Chromatogrammen bei Anwendung von Farb- (Interferenz-) filtern gewonuen wurden,
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wird beschrieben. Es wird eine Methode angegeben mit Hilfe deren es erméglicht wird,
die Reproduzierbarkeit von Ergebnissen zu verbessern und den Einfluss der Anderungen
von Faktoren die mit dem photographischen Prozess verbunden sind, auszuschliessen.

In die Redaktion eingelangt den 21. 10. 1958
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