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Stanovenie cukrov chromatografiou na papieri*

F. RENDOS

Chemicky vstav Slovenskej akadémie vied, Bratislava

Sledoval sa vplyv niektorych postupov na presnost priameho fotometric-
kého stanovenia cukrov (glukéza, manéza a xyl6za) na papierovych chro-
matogramoch.

NanéSanie roztokov na papier je presnejSie a rychlejsie pomocou upravenej
dielkovanej mikropipety nez pomocou Specidlnej chromatografickej mecha-
nickej pipety (Chropa).

Je vyhodné déast detekéného ¢inidla (kyselinu ftalova) pridat priamo
do vyvijacej sustavy.

Nandanie roztokov na $tart v &iarach, ktorych dizka je vimernd kon-
centrdcii cukru, a fotometrické vyhodnotenie v smere kolmom na smer
oddelovania dédvaju pre velky rozsah koncentrdcii linedrnu zdvislost medzi
plochou fotometrickej krivky a mnozstvom cukru.

Chromatografia na papieri dovoluje nielen rychle kvalitativne stanovenie
cukrov, ale napriklad pri pouziti vhodného fotometra dava i kvantitativne
vysledky s vyhovujicou presnostou. Celkova presnost je vS8ak ovplyvnend
vSetkymi dastami pracovného postupu — od pripravy a nandSania roztokov
aZz po sposob vyhodnocovania chromatogremov.

V praci sa opisuji niektoré spésoby nandSania roztckov, detekcie a foto-
metrického vyhodnocovania, ktoré sa osvedéili v nasom laboratériu.

Experimentalna éast a diskusia

Nandasanie

Zakladnou podmienkou pre kvantitativne stanovenie ldtok chromatografiou na papieri
je nanesenie presného mnozstva skiimanej latky na chromatograficky papier. Na tento
udel slazia rozliéné mikropipety a mikrobyrety s mikrometrickou skrutkou. Mikrobyreta
Chropa podla naSich skusenosti sa neosved¢ila, pretoze chromatograficky papier
vysaje uréité mnozstvo litky z kapildry mikrobyrety. Této chyba sa zvidsuje pri viac-
nésobnom nanésani vzorky. Ak nandsSanie trvd dlhsi ¢as a ak sa na urychlenie odparo-
vania pouziva teply vzduch, nastdva postupné oteplovanie mikrobyrety. Oteplenim
sa zvadsi objem skumaného roztoku, ktory vyteéie z mikrobyrety. Pri mikroanalyze
tieto nedostatky moézu byt zdrojom znaénych chyb. Lepsie sa ndm osvedéila hematolo-
gickd pipeta o obsahu 0,1 ml, so stupnicou 100 dielkov, upravend tym sposobom,
ze koniec pipety sa pretiahne a ohne tak, aby pri nandSani vzorky mohla byt drzand
vo vodorovnej, pripadne mdlo naklonenej polohe, éim sa zamedzi rychlemu vytekaniu

* Prednesené na Semindri o kvantitativnych metédach v chromatografii na papieri
v Bratislave 25. aprila 1963.
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roztoku z mikropipety. Hrot mikropipety je potrebné zabrusit, aby pri nandSani vzorky
na ¢iaru ostré hrany netrhali vldkienka chromatografického papiera. Pomocou takto
upravenej mikropipety mozno znaéne zvysit presnost nandsania i veImi malych mnozstiev
skumanej latky.

Detekcia

Pre kvantitativne vyhodnocovanie papierovych chromatogramov cukrov fotometricky
dobre sa osved¢il sposob pretahovania chromatogramov cez detekéné ¢inidlo anilinftalat,
a to tym spdésobom, Ze kyselina ftalové sa priddva priamo do vyvijacej ststavy (1,66 g
sa rozpusti v 100ml vyvijacej sustavy n-butanol—kyselina octovd—voda 4:1 5),
po vysuSeni sa chromatogram pretiahne cez étericky roztok anilinu (0,93 g anilinu
na 100 ml éteru) a zahrieva sa pri teplote 100 °C po dobu 5 minut. Neodporudéa sa vSak
viacndsobné vyvijanie, pretoze tym sa kyselina ftalové nepravidelne koncentruje na chro-
matograme a ovplyviiuje oddelovanie cukrov.
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Vyhodnocovanie

Na priamom fotometrickom vyhodnocovani chromatogramov sa velkost a intenzita
sfarbenia Skvin zaznamendva pomocou registraéného fotometra, pri¢om sa ziskaju
krivky svetlosti. Rovna ¢ast krivky svetlosti vyjadruje svetlost pozadia a jednotlivé
viny svetlost kvin. Velkost vin, resp. vy$ka maxima viny je imernd velkosti a intenzite
sfarbenia $kvin a této je mernd mnozstvu nanesenej skimanej ldtky [1]. Tento vztah
je linedrny len pre ur¢ité mnozstvo nanesenej vzorky a zdvisi od spdsobu nandSania.
Na obr. 1 st zndzornené chromatogramy, na ktoré su bodove nanesené: D-glukéza,
D-mandéza & D-xyléza v mnozstvéch 20, 40, 80, 160, 320 a 640 pg. Na obr. 1 st aj zod-
povedajuce krivky svetlosti ziskané meranim v odrazenom svetle. Na obr. 2 st kalibraéné
krivky uvedenych chromatogramov. Krivky svetlosti sa vyhodnocovali meranim plochy
svetlosti planimetricky. Kalibraéné krivky sa pri vys8ich koncentricidch stddaju k osi z,
¢o je najzjavnejSie pri p-xyléze. Na obr. 3 je zndzorneny chromatogram, na ktory st
nanesené: p-glukéza, p-mandza a D-xyléza v mnozstvéach 50, 100, 200, 400, 800 a 2400 pg,
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Obr. 2. Kilibra3a$ krivky chronit33°3mdy7 z obr. 1.
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Obr. 3. Chromatogram D-glukdzy, D-mané-
zy a D-xylézy. Vzorky nanesené na diary
a zodpovedajuce krivky svetlosti.

a ¢0 tym spbsobom, ze 50 ug je nanesené bodove, 100 ug na éiaru 1 cem dlha, 200 pg
na ¢iaru 2 cm dlha atd. a 2400 pg na éiaru 24 cm dlha. Tym sa dosiahne, Ze plo$nd kon-
centricia latky na chromatograme je v kaidom pripade rovnaké. Po detekeii sa chro-
matogram postrihd prieéne na pésy a vyhodnoti sa registraénym fotometrom. Krivky
svetlosti st zndzornené na obr. 3, zodpovedajuce kalibracné krivky na obr. 4. Vztah medzi
mnozstvom ldtky a plochou svetlosti je v tomto pripade linedrny pre celt oblast kon-
_centrécif. Na zédklade tychto poznatkov sa pre kvantitativne vyhodnocovanie papiero-
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Obr. 4. Kalibraéné krivky chromatogramu z obr. 3.
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Obr. 5. Kalibraéné krivka p-glukézy.
«w = vyhodnotené meranim vy$ky maxima viny (mm); p = vyhodnotené meranim plochy
svetlosti (cm?2).

vych chromatogramov odportéa nandsat viéSie mnozstvd ldtky (ak je to potrebné)
nie bodove, ale na ¢iary.

Krivky svetlosti sa vyhodnocujii meranim vysky maxima viny alebo meranim plochy
svetlosti, t. j. plochy, ktori uzatvéra vlna prislichajica uréditej $kvrne so svetlostou
pozadia. Na obr. 5, 6 a 7 su kalibraéné krivky p-glukézy, D-manézy a p-xylézy, ktoré st
zhotovené meranim vysky maxima vlny, oznadené v, a meranim plochy svetlosti, ozna-
¢ené p. Kalibraéné krivky ziskané meranim plochy svetlosti sti menej zakrivené, o je
pre presnost odéitania vyhodnejsie.
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Obr. 6. Kalibraénd krivka p-manézy.
v = vyhodnotené meranim vy$ky maxima viny (mm); p = vyhodnotené meranim plochy
svetlosti (cm?2).
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Oor. 7. Kalibracnd krivka p-xylozy.
v = vyhodnotené meranim vysky maxima viny (mm); p = vyhodnotené meranim plochy
svetlosti (cm?2).

Posiidenie presnosti

Pre posddenie presnosti kvantitativneho stanovenia ldtok pomocou chro-
matografie na papieri fotometrickou metédou je mozné vypoditat koeficient
korelacie, ktory je najdolezitejsi ukazovatel vztahu medzi premennymi
veli¢inami. V naSom pripade ide o koreladny vztah medzi mnozstvom cukrov



Stanovenie cukrov 61

nanesenych na chromatograficky papier a plochou svetlosti, resp. vyskou
maxima krivky svetlosti. Koeficient koreldcie sa vypoéital na ziklade Sta-
tistickych metéd analyzy [2] pri vzostupnych mnozstvach p-glukézy. Krivky
svetlosti D-glukdézy si vyhodnotené meranim plochy svetlosti a meranim
vy$ky maxima krivky svetlosti.

Koeficient koreldcie vypoéitany z hodnot, ktoré sa ziskali meranim plochy
svetlosti, je:

r = 0,994.

Ak meriame vySku maxima viny, koeficient korelacie je:
r = 0,988.

Koeficient korelacie dokazuje, ze medzi mnozstvom nanesenej vzorky
a plochou krivky svetlosti, resp. vySskou maxima krivky svetlosti je tzka
suvislost.

Papierové chromatogramy sa vyhodnocovali v odrazenom svetle registraé-
nym fotometrom, ktory bol zhotoveny vo Vyvojovych dieliiach Chemickych
tstavov SAV.

ONPEJAEJEHNE CAXAPOB XPOMATOIPAOUEINl HA BYMATE

{O. PeHnjom

Xumuuecnuii maetntyr CroBankoil akanemun Hayk, Gpatuciasa

OrmICcLIBAIOTCS PA3JIMYHBLC BAPHAHTEL PaOOTLI, KOTOPLIE BIMAIOT HA TOYHOCTH KOJIM YeCTBCIL-
HOTO OHpejesICHUs caxapoB, pasjiejleHHLIX XpoMartorpadueil Ha Gymare.

Jlas Banecenns 00pasIoB Jyulie, YeM MeXaHEHYeCKY10 MUKpoOopeTKy Xpona, HIpUMeHsTh
Ra/6pH pOBaHHLIC MUKPOMMIICTKY ¢ BUJOM3MEHEHHLIM OTBePCTHEM /jTs1 BLUIMBAHUSI.

Ilo cpaBEeHMIO ¢ OOLIMHO IIPUMEHSEMBIM METO/O0M IIPOsIBICHHsI XPOMATOTPAMM IIOCHIIIa-
HICM, JIYUILIMM OKa3as10¢h NpubaBiAThH (TaleByI0 KMCIOTY B IPOABUTEILHYIO CMECH U 110CJIE
BLICYIIMBAHMSI HPOTSHYTLH XPOMATOIDAMMDBL Yepe3 pACTBOpP aHUAMHA B aupe.

3aBHCHMOCTD MUY HAMCPCHHBLIMM BC/IMUMHAME sIBISIETCST JIMHEHHON TONBKO B HEOOML-
10M HHTepBaJe KoHuenrpauii. Oauaro ec;im 60/1ee KOHICHTPHPOBAaHHLIE PACTBOPHI CAXAPOB
IIANOCHTh B BIL(C JIUTHHLIX JIMHHMIl BMCCTO TOYCK M XPOMATOrpPaMMbLL PETMCTPHPOBATL Hep-
IICH;MKYJISIPHO M0 OTHOLICHIIO K jICJICHIAM, TO 3aBUCHMOCTH MEXK/Y INIOCKOCTHIO (JOTOMETpH -
uee ol KpMBOM M HAHCCCHHBLIM KOJMUECTBOM SBISICTCS JIMHEHHOII B INMPOKOM MHTEpBa/c
ROUICHTPaIMii.

Meyry KOJIMUCCTBOM HAHCCCHHOTO BCIUCCTBA Il ILIOCKOCTLIO (JOTOMCTPHYECKOH KpUBOI

JUL KE ec MAaRCHMAQILHOIL BBICOTOI, ¢YIECTBYCT MPHIMGR FOOTHOMEHTE, Roa(anueHr 1po-
HOPIHOHAIBHOCTH SIBASICTC ST O IMBKUM CJIMHMILC.

Prelozila T. Dillingerovd
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BESTIMMUNG DER ZUCKER DURCH PEPIERCHROMATOGRAPHIE
F. Rendos$

Chemisches Institut der Slowakischen Akademie der Wissenschaften,
Bratislava

In der vorliegenden Arbeit werden verschiedene Modifikationen beschrieben, die
die Genauigkeit der quantitativen Auswertung der durch Papierchromatographie
getrennten Zucker beeinflussen.

Fir das Auftragen der Proben ist es besser, graduierte Mikropipetten mit einer modi-
fizierten Ausflusséffnung zu verwenden als die mechanische Mikrobiirette Chropa.

Gegeniiber dem laufend angewandten Verfahren der Sichtbarmachung der Chroma-
togramme durch Bestaubung hat es sich besser bewédhrt, dem Entwicklungsgemisch
Phthalsiure hinzuzufiigen und erst nach der Trocknung des Chromatogramms dieses
durch eine Lésung von Anilin in Ather hindurchzuziehen.

Die Abhingigkeit zwischen den gemessenen photometrischen Werten ist eine lineare.,
allerdings nur in einem geringen Konzentrationsbereich. Falls man jedoch konzentriertere
Losungen der Zucker in ldngeren Linien anstatt punktférmig auftrdgt und die Chro-
matogramme senkrecht zur Richtung der Trennung registriert, dann ist die Abhéngigkeit.
zwischen der Fldche der photometrischen Kurve und der aufgetragenen Menge in einem
breiten Konzentrationsbereich linear.

Zwischen der Menge des aufgetragenen Stoffs und der Fldche der photometrischen
Kurve, bzw. deren maximaler Héhe besteht eine direkte Korrelation. Der Korrelations-
koeffizient liegt nahe bei eins.

Prelozil K. Ullrich
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