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Celem niniejszej pracy bylo ustalenie podstaw metodycznych za-
stosowania chromatografii rozdzielczej na hibule do analizy niektérych
cukrowcow, kiore interesowaly nas (Opieniska-Blauth, Kanski, Sto-
biniska 16), w zwiazku z prowadzonymi badaniami nad przemiana
weglowodanowa u Eschlierichia coli.

Metodyka chromatografii bibulowej znalazla szerokie zastoso-
sowanie w Zwiazku Radzieckim i innych krajach, jako szczegédlnie
cenne uzupelnienie dotychczas stosowanych metod, zwlaszcza w dzie-
dzinie biochemii i chemii organicznej. U nas, w kraju, do tej pory
malo uwagi poswieca sie chromatografii bibutowej, przeto prace
te — pierwszg z cyklu prac wykonanych tg metods -- poprzedzamy
szerszym wstepem.

Wstep

Do najwcze$niejszych prac, w ktérych postugiwano sie bibula
filtracyjng w analizie przypominajacej analiz¢ chromatograficzna, za-
licza W. W. Raczinskij (19) prace Cohna z 1851 r., ktéry rozrdézniatl
niektore barwniki po wkropleniu ich na bibule na podstawie rozcho-
dzenia si¢ tworzgcych sie barwnych pierscieni, oraz Rungego z 1855 .,
ktéry zauwazyl periodyczno$é proceséw zachodzgcych przy przecho-
dzeniu roztworu soli i tugéw przez bibule filtracyjna nasycona uprzed-
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nio réznymi solami. Z dalszych usilowan tego typu nalezy wymienié
»analize kapilarna* Schonbeina i Goppelsrodera (20, 9). Wspomniane
prace nie mialy jednak wiekszego praktycznego znaczenia i nie mialy,
w istocie, wiele wspdlnego z wlasciwag chromatografia.

Tworca chromatografii byl M. S. Cwiet, utalentowany botanik
rosyjski, ktory opublikowal w Warszawie w 1903 . swo; ; podstawowa
prace kiadac w ten sposéb podwaliny pod nowa gala? analityki che-
micznej. W swych klasycznych do$wiadczeniach rozdzielil on barwniki
zielonych lisci w kolumnie adsorpcyjnej wypelnionej weglanem wap-
niowym (3). Jakkolwiek prace M. S. Cwieta po$wiecone hyly gldéwnie
chromatografii adsorpcyjnej, kolumnowej, to jednak przypisywatl on duze
znaczenie wykorzystaniu bibuly filtracyjnej do celéw analizy chroma-
tograficznej i wskazywal na to, ze przy uzyciu bibuly mozna bedzie
osiggnac lepsze rozdzielenie skladnikow niekiérych mieszanin (cyt.
za Rzaczinskim).

Chromatografia adsorpcyjna poczatkowo nie wzbudzila wigkszych
zainteresowan w $wiecie naukowym, ale w ciagu ostatnich 20 lat
rozpowszechnila sie szeroko i stata sie jedna z podstawowych metod
w analizie jakoSciowej oraz preparatyce chemicznej. W zakresie bio-
chemii ten szybki rozwd¢j chromatogralii adsorpcyjnej datuje sie od
Kuhna (13) i wspolpracownikéow nad rozdzielaniem barwnikéw karo-
tenoidowych.

W 1920 r. uczony radziecki N. A. Tananajew (22) opisal metode
analityczna siuigca do identyfikowania zwigzkow chemicznych na bi-
bule filtracyjnej, ktéra nazwal metodg kroplowa. Metoda ta byta bar-
dzo podobna do pewnych odmian dzi$§ stosowanych metod chromato-
grafii rozdzielczej na bibule. Ogromny material dodwiadczalny za-
warty w pracy Tananajewa nie zostat nalezycie wykorzystany, gléownie
ze wzgledu na trudnosci natury teoretycznej -- brak bylo w tym
czasie ujecia spostrzeganych zjawisk w ugruntowana pod wzgledem
fizyko-chemicznym teorie. Dzi§ wiemy, ze to, co otrzymywal Tana-
najew na bibule ,bylo chromatogramami mieszanego typu.

Zagadnienia teorii chromatografii adsorpcyjnej, a co za tym idzie,
i chromatogralii rozdzielczej zostaly nalezycie oSwietlone w szeregu
prac uczonych radzieckich oraz innych.

Poniewaz w chromatograficznym rozdzielanin skladnikéw mie-
szaniny biora glowny udzial przede wszystkim dwa czynniki: réina
zdolnosé adsorpcyjna skiadnikéw mieszaniny i rézny stopien rozpu-
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szczalnodci, ktéry wplywa na rozdzielenie si¢ zwiazku miedzy dwa
plyny lub powoduje wypadanie osadu, przeto stusznym hylo oparcie
podziatu metod chromatograficznych na:
chromatografie adsorpcyjna (wprowadzona przez Cwieta),
chromatografie osadowa (wprowadzong przez E. N. i T. B.
Gaponoéw (8)),
chromatogralie rozdzielcza (wprowadzong przez Martina
i Synge’a (15)).

Zasadnicza réznica pomiedzy chromatografig adsorpcyjng i roz-
dzielczg polega na tym, ze gdy w pierwszej podstawowym zjawiskiem
jest ustalenie sie réwnowagi miedzy faza plynng i ciatem stalym, to
w chromatogralii rozdzielczej rownowaga ta ustala sie pomiedzy
dwiema fazami plynnymi, z ktérych jedna ,unieruchomiona* jest na
porowatej ,,podporze” w postaci zelu lub bibuty.

Rozdzielanie skladnikdw mieszaniny pomiedzy dwa nie mieszajace
sie ze sobg rozpuszczalniki (np. chloroform i wode) opiera sie na istnie-
niu charakterystycznego dla kazdego zwiazku wspolezynnika podziatu.

Podkresli¢ trzeba, ze istnieje metoda, kiéra nie postuguje sie zadna
»mechaniczng podpora®“ dla uzyskania catkowitego rozdzielenia mie-
szaniny, lecz w ktérej stosuje sie ciggla eksirakcje w specjalnym przy-
rzadzie i przy pomocy specjalnie dobranych rozpuszczalnikow — jest
to metoda opisana przez Craiga (2). Istnieja poglady, ze nazwa
,chromatografia‘* obejmujaca roznorodne techniki analityczne staje sie
dzis juz zbyt waskim pojeciem, gdyz coraz czeSciej wchodzi w uzycie
zastosowywanie innych testéw niz barwne. Dla przyktadu mozna wy-
mieni¢ ,,analize¢ frontalna" Tiseliusa, przy pomocy ktdérej identyfikuje
sie sktadniki mieszaniny na podstawie wspotczynnika zalamania pro-
mienia $wietlnego przechodzacego przez poszczegélne frakcje roztworu
poddawanego rozdzielaniu chromatograficznemu. Innym sposobem jest
mierzenie przewodnictwa elektrycznego tych frakcji. Wymienione tu
przyktady odnosza sie do chromatografii adsorpcyjnej kolumnowej,
ale, ostatnio rowniez w chromatografii rozdzielczej na bibule wprowa-
dza sie podobne metody. Wystarczy wskaza¢ na tzw. ,radiochroma-
togramy*“, z ktorych korzysta sig¢ przy rozdzielaniu substancji pigtno-
wanych izotopami radioaktywnymi i gdzie miejsca zatrzymania sig
{ych substancji na bibule wykazuje blona $wiatloczula przylozona do
bibuty.
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Nalezy podkres$li¢, ze chromatografia rozdzielcza na bibule czesto
musi by¢ uzupelniana lub poprzedzana wstepna chromatografia adsorp-
cyjng (najczeSciej na zelu krzemianowym lub syntetycznych zywicach
jonowymiennych). Tak wiec chromatografia bibulowa igczy sie z chro-
matografig adsorpcyjna kolumnowa nie tylko pod wzgledem wspdl-
nych aspektow teoretycznych, lecz rowniez ze wzgledoéw 4cisle prak-
tycznych.

Waznym etapem w rozwoju chromatografii hibulowej okazaly sie
prace Consdena, Gordona i Martina (1) przeprowadzone w 1944 roku.
Autorzy ci, w miejsce kolumny, uzyli paska bibuly filtracyjnej jako
mechaniczne] podpory dla fazy wodnej uktadu rozpuszczalnikéw, oraz
zastosowali rozpuszczalnik organiczny jako faze niewodna, ktdra
sptywa po pasku bibuly powodujgc rozdzielanie si¢ skladnikéw mie-
szaniny wskutek tego, ze posiadaja one rézne wspdlczynniki podziatu
pomigedzy dwa mieszajace si¢ ze soba rozpuszczalniki. Doskonate re-
zultaty osiggniete przy pomocy tej metody przy rozdzielaniu amino-
kwaséw w hydrolizatach biatek zachecily licznych badaczy do zasto-
sowania chromatografii rozdzielczej bibutowej -do rozdzielania i wy-
krywania innych typow zwigzkéw chemicznych, jak np.: weglowoda-
now, zasad purynowych, zwigzkéw nieorganicznych, kwaséw orga-
nicznych i wielu innych.

Teoretyczna strona chromatogralii rozdzielczej pomimo licznych
prac naswietlajacych dos$¢ wszechstronnie to zagadnienie, o czym
wspomniano wyzej, nie jest sprawa ostatecznie zamknieta.

Przechodzenie skladnikow rozpuszczonych z jednej fazy do dru-
giej fazy ukladu rozpuszczalnikéw tlumaczy sie réznicami sit dziala-
jacych na dang czasleczke w obu tych fazach. Jezeli np. grupa CH.
przechodzi z wody do cykloheksanu, to dzieje sie tak dlatego, ze grupa
CH. w cykloheksanie rozdziela czasteczki rozpuszczalnika, ktére po-
wigzane sg miedzy soba tyiko sitami van der Waalsa, podczas gdy
w wodzie czasteczki powiazane sa o wiele silniejszymi wiazaniami
wodorowymi. CH, jest zatem jakby wypierane z wody do cykloheksanu.
Wspotczynnik podziatlu dla grupy CHs uprzywilejowuje w tych warun-
kach cykloheksan. Z tych samych wzgledéw, z jakich wspoiczynnik
podziatu zwiazkow alifatycznych ksztaltuje sie korzystnie dla cyklo-
heksanu, benzen uprzywilejowuje zwigzki aromatyczne. Fenol lub
kollidyna, nasycone woda, stanowia doskonale rozpuszczalniki dla
cial zdolnych do tworzenia wigzan wodorowych. Ich specyficzne dzia-
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tanie wzmaga fakt, ze fenol jest donatorem wodoru, gdy kollidyna
jest akceptorem wodoru, '

Dodatkowym czynnikiem wzmagajacym prawdopodobienstwo roz-
dzialu dwoch zwigzkéw na drodze chromatograficznej jest zmiana
stopnia asocjacji czgsteczek tych zwigzkéw w zaleznos$ci od rodzaju
rozpuszczalnika.

Zagadnienie, w jakim stopniu w chromatografii rozdzielczej hierze
udzial adsorpcja, a w jakim wylagcznie tylko wspdlezynnik podziatu,
to sprawa niezupelnie jeszcze rozstrzygnieta. Wydaje sie jednak, ze
adsorpcja odgrywa tu jedynie podrzedng role.

Chromatografia rozdzielcza moze by¢ przykiadem stosowania
tzw. przeciwpradowej ekstrakcji do oczyszczania i rozdzielania
mieszanin zwigzkéw. Proces {en musi opiera¢ sie¢ na wytwarzaniu
wielokrotnych stopni réwnowagi. Czas potrzebny dla przejscia mie-
szaniny przez szereg stopni rownowagi (ktére mozna wyobrazié¢ sobie
teoretycznie pod postacig plytek 'ub warstewek), musi byé stosunkowo
krotki, jezeli zalezy na osiagnigciu praktycznie duzej wydajnosci.
Takie szybkie wytwarzanie rownowagi mozna uzyskaé wylacznie przez
zmniejszenie do minimum odleglosci, jaka przebyé majg dyfundujace
czasteczki, oraz przez zwigkszenie do maksimum powierzchni pomie-
dzy fazami.

W fazach cieklych odlegtos¢ pomiedzy dyfundujacymi czastecz-
kami mozna zmniejszy¢ przez wsirzgsanie. W obecnoéci faz stalych,
lub ciektych unieruchomionych na stalej podporze, nalezy dazy¢ do
postugiwania sie bardzo drobnymi czastkami, wzgiednie dazy¢ trzeba
do wytworzenia mozliwie cienkich warstewek. W chromatografii roz-
dzielczej uzycie takich drobnych czgstek nie napotyka na zadne trud-
nosci.

S3 adsorbenty, w ktérych usialanie sie rownowagi jest bardzo
powolne, nawet w stanie duzego rozdrobnienia. Np. przy weglu aktyw:
nym ustalanie sie¢ réwnowagi jest bardzo powolne na skutek znacznej
energii aktywnej, hamujacej przechodzenie z jednej fazy do drugie;.
Rozpatrujac stosunki miedzy obiema fazami w chwili ustalania sie
réwnowagi nalezy przyjgé dla uproszczenia, ze ciecze te podlegaja
prawu Raoulta, czyli ze nalezg do roztworéw ,idealnych™.

Nizej podane rozwazania zaczerpnieto z artykuiu A J. R. Mar-
tina, opublikowanego w Biochemical Society Symposia z 1949 r. (15).
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Dla roztworéw ,idealnych* otrzymuje sie:

S So S
A A A
S
gdzie p oznacza potencjal chemiczny substancji A,
A
Se

p. oznacza potencjal chemiczny w pewnym okre§lonym
stanie poczatkowym,
S
N oznacza, jaka cze§é mola ciala A znajduje si¢ w fazie S.
A

Jezeli obie fazy S i M s3a w rownowadze, to potencjal chemiczny
wszystkich skladnikéow jest jednakowy. A zatem

M S M, Se M S
#w =u =0=p —p F+RTInN —RTInN
A A A A A A
Se Mo
lub jezelip — p = Ap
A A A
M
N
Ap = RT In _A
A S
N
A

M S
N /N jest wspélczynnikiem podzialu (wyrazonym w utamku
molarnym) i oznacza si¢ go symbolem a; stad wiec

Ino — A®A
RT
gdzie AP.A rowna sig wolnej energii potrzebnej do przesunigcia jednego

mola zwigzku A z fazy S do fazy M. Przyjmijmy teraz, ze

Aun skladasiezd A p +edp —+fAp +4+glAp + ...
A CH, COO NH OH

czyli, ze stanowi sume réznic potencjaléw rozmaitych grip, z ktérych
zlozona jestl czasteczka A.
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Oznacza to na pierwszy rzut oka, Ze wolna energia potrzebna do
przeniesienia danej grupy (np. CH:) 7 jednego rozpuszczalnika do
drugiego jest niezalezna od reszty czasteczki. Mozna, wobec tego,
przewidywaé, ze wszystkie izomerony zawierajgce te same grupy
(o ile stopien ich jonizacji nie ulegnie zmianie, podobnie jak i same
wiasciwosci) bedg posiadaly ten sam wspodlezynnik podziatu.

Jezeli rozpatrywaé wspoélezynniki podziatu a, i 2 dwdch cial A

i B, kiore roznia sige tym od siebie, ze B posiada dodatkowo grupe X, to:

= M, Ina = ApB + Ap‘x,ln(a B ) = apX
A RT B RT RT o A RT
Widaé stad, ze dodanie grupy X zmienia wspdlczynnik podzialu
o pewng wielko$¢ zalezng od natury tej grupy i od obu faz rozpu-
szczalnikow, ale niezalezny od pozostalej reszty czasteczki. Stwier-
dzenie to przeczy zwyklym przewidywaniom, wediug ktérych utwo-
rzenie pochodnej znacznie powiekszajacej ciezar czasieczkowy powinno
zniwelowaé wszelkie istniejace réznice i w ten sposob udaremnic roz-
dzielenie. W rzeczywislosci praktyka, zgodnie z wyprowadzonym row-
naniem, przeczy takim przypuszczeniom.

Zastosujmy to roznmowanie do aminokwaséw i peptydéw.

ln «

Przy tworzeniu sie czgsteczki dwupeplydu z dwoch czgsteczek
aminokwasow, lub przy tworzeniu trojpeptydu z czgsteczki amino-
kwasu i dwupeptydn powstaje grupa —- CONH --- a znika jedna grupa
COO7, oraz jedna grupa NH,™T.
NH,+ NH,+

Zal6zmy zatem istnienie aminokwaséw A 1B oraz pep-
COO™ COO0™

tydu NHyt « A « CO .NH - B - COO™ i odpowiednich wspét-

czyunikéw podzialu & ,a ia .
A B AB
RT Ina = Ap + Ap +Ap R
A NH,+ A cCo—
RT Ina = Ap + Ap +Ap ,
A NH,+ B CcoO~
RT In « = Ap +Ap +Ap +Ap TAp ,
AB NH,+ A CONH B CoO™
aAaA '
RT il (P222) cap  +ap —Ap
« AB NH,+ COO— CONH
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Oznacza to, ze iloczyn wspétczynnikow podziatu sktadanych amino-
kwasoéw podzielony przez wspotczynnik podzialu dwupeptydu jest
staly dla danego ukltadu faz. To samo dotyczy izomerondw.

Piynie stad dalszy wniosek, ze potencjat duzej czasteczki jest
odpowiednio duzy. Wynika stad, ze rdéinice w przesuwaniu sie czg-
steczki z jednego rozpuszczalnika do drugiego muszg by¢ bardzo
czule na zmiany w rozpuszczalniku. Nie znaczy to jednak, ze tatwo
jest rozdzieli¢ duze czgsteczki niewiele roznigce sig migdzy sobg np.
za pomocg wysalania, gdzie juz male zmiany w sktadzie lub stezeniu
rozpuszczalnika wyslarczaja do powstawania stratu, ale oznacza to,
ze tam, gdzie stosuje sie z powodzeniem takie rozdzielenie, tam dobry
wynik spowodowany jesl znacznymi roznicami w czgsteczkach.

Uzyskanie dobrego rozdzialu jednego ciala w slosunku do dru-
giego w czasie przesuwania sie z jednej fazy do drugiej opiera sie na
duzej réznicy w zmianach potencjalu chemicznego tych dwdch cial.
Jezeli czasteczki tych cial sg bardzo podobne do siebie, to réznice
takie wystepuja tylko wtedy, kiedy dwie fazy réznig sie swym skladem.
Ogolnie zatem powinno sig dobierac takie fazy, ktore sg mozliwie naj-
bardziej odlegle od skiadu krytycznego roztworu. Nierozpuszczalnosdé
substancji badanych albo zbyt duze albo zbyt male wartosci wspol-
czynnikdéw podziatu zwykle znacznie ograniczaja ten warunek.

Zanim przystapimy do opisywania technicznej strony chromato-
grafii rozdzielczej na bibule, podamy kilka powszechnie przyjetych
symboli.

A = powierzchni przekroju paska bibuly wraz z faza wodng
1 faza rozpuszczalnika.
A = powierzchai przekroju fazy rozpuszczalnika (fazy niewod-
L nej, fazy ruchomej).
A = powierzchni przeproju fazy wodnej
S

stezenie molarne w fazie wodnej

o = 3 1 i == 7 T >
wspélezynnik podziafu stezenie molarne w fazie niewodnej
A
R = ————
Ap + a Ag
Dla uproszczenia wprowadzono nowy symbol Ry réwnowazny R.
R — przesuniecie badanej substancji _ RAL . Ay
F przesuniecie frontu rozpuszezalnika A T A - a Aq
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A A A |
albo = L — L - L ( — ])
Rp Ag A Ag Re
A
A—L wyraza stosunek fazy rozpuszczalnika i fazy wodnej na chro-
s
matogramie.

(Przez przesunigcie badanej substancji rozumie sie odlegtosé,
o ktéra przesuneta sie badana substancja na pasku bibuly od miejsca
wkroplenia do miejsca zatrzymania si¢ tej substancji. Przesuniecie
przeto rozpuszczalnika jest to odleglos¢, o jaka przesunal sie front
fazy ruchomej od miejsca wkroplenia do miejsca zatrzymania frontu
rozpuszczalnika w chwili ustania splywu fazy ruchomej).

Podstawowa cechg chromatogralii jest postugiwanie sig, ohok fazy
niewodnej, fazg stacjonarna, nieruchoma, ktéra musi byé ciatem sta-
lym, hydrofilnym, nasyconym pewng iloscia wody. Nie ulega watpli-
wosci, ze woda imbibowana przez celuloze rézni sie zasadniczo od
wody w zwyklym tego slowa znaczeniu i wydaje sige, ze traktowanie
fazy nieruchomej, jako fazy wodnej, jest zbytnim uproszczeniem za-
gadnienia. Imbibowana woda istnieje zapewne w stanie daleko posu-
nigtej organizacji strukturalnej (np. w postaci tancuchéw czasteczek
wody powiazanych ze sobg i powigzanych z grupami wodorotlenowymi
celulozy przy pomocy mostkdéw wodorowych) i dlatego stuszniej by-
loby moze méwié o kompleksie celulozo-wodnym. Zawarto§¢ wody
w celulozie moze by¢ rozna -- zalezy to w duzej mierze od charakteru
rozpuszczalnika slanowigcego faze ruchoma ukladu.

Niektérzy autorzy wypowiadajg hipoteze, ie czgsteczki ciala
badanego, ze wzgledu na swoje hydrofilne wtasnosci, sa zdolne wraz
z czgsleczkami wody do przylaczenia sig do labilnego, ale zorganizo-
wanego kompleksu celulozo-wodnego. Mogloby 1o polegac na taczeniu
grup hydrofilnych ciala rozpuszczonego z czasteczkami wody juz
zwigzanymi w tym kompleksie, a takze na sporadycznym lgczeniu sig
czasteczek ciala rozpuszczonego wprost z grupami wodorotlenowymi
celulozy.

Jak juz wspomniano uprzednio, chromatografie rozdzielcza na bi-
bule zastosowano po raz pierwszy w stosunku do aminokwaséw, jako
produkiéw hydrolizy biatek. Byla to poczatkowo metoda wylacznie
jako$ciowa, ale w ostatnich latach mnozg si¢ liczne préby uzycia chro-
matografii bibulowej dla celéw analizy iloSciowej. W przypadku weglo-
wodanéw redukujacych proponuje sig oznaczaé je iloSciowo na pod-
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stawie rozmiaréw i natezenia barwy wywolanych plam lub przez
eluowanie rozdzielonych juz cukrowcow z paskow bibuly i oznaczanie
ich stezenia w eluatach przy pomocy mikromed.

Ze wzgledu na konieczno$¢ ograniczania ram niniejszej pracy
odsyta sie czytelnikéw interesujacych sie rozwojem historycznym
i mozliwosciami zastosowania chromatografii bibulowej w rozmaitych
dziedzinach chemii do kilku monografii, jakie sie dotychczas nkazaly
(19), (17), (18), (4).

Chromatografia bibulowa rozdzielcza jest metoda analityczna,
ktéra powstata przed szesciu laty i znajduje sie ohecnie w okresie
pelnego rozwoju. Wiekszos¢ prac opublikowanych do chwili obecnej
zajmuje si¢ strong metodyczng, jednakze istnieje juz dostatecznie duza
liczha prac dosSwiadczalnych Swiadczacych o mozliwo$ei ogromne;j
ekspansji tej metody na teren chemii, a zwtaszcza biochemii.

Gléwnymi zaletami chromatografii rozdzielczej na bibule sa:
mate ilosci roztworéw potrzebne do przeprowadzenia analizy, mozli-
wosci przeprowadzania badan w obecnosci wielu cial towarzyszacych,
znaczna selektywnos$é i specyficznoéé¢ metody (zdolno$¢ wykrywania
szeregu pokrewnych zwigzkow obok siehie), mozliwo$¢ stosowania do
wywolywania chromatogramow odezynnikéw grupowych lub takich
niespecylicznych Srodkow jak promienie ullrafioletowe, w koficu prosta
stosunkowo aparatura i tatwosé opanowania techniki.

Do cech ujemnych chromatografii hibulowej naleza: dtugotrwatosé
przeprowadzanego do$wiadczenia, konieczno$¢ posiadania czystych
wzorcowych preparatow chemicznych dla przeprowadzania poréwnaw-
czych oznaczen, do$¢ znaczne zuzycie rozpuszczalnikéw organicznych
oraz odczynnikéw wywolujgcych, koniecznosé usuwania soli nieorga-
nicznych przy badaniu wigkszosci zwiazkow organicznych i koniecz-
no$é stosowania pewnych $rodkéw ostroznosci zabezpieczajacych osoby
dokonywujace badan przed szkodliwym dziataniem par rozpuszeczalni-
kow organicznych. Niekiedy moze nastreczaé trudnosci zaopatrzenie
sie w odpowiednia bibule filtracyjna, poniéwai do chromatografii na-
dajg sie tylko nieklére wysoko gatunkowe hibuly.

Jakkolwiek technika chromatografii rozdzielczej na bibule ulegata
licznym modyfikacjom, to w zasadzie aparatura do chromatografii
bibutowej sktada si¢ z nastepujacych czesci:
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1. kamera chromatograficzna -— cylinder szklany odpowiednich
roziiarow, szczelna oszklona szafka drewniana lub metalowa,
termostat itp.,

2. rynienka szklana — rura szklana zatopiona z dwdch koficow
i posiadajgca szczeling wycieta wzdluz rury,

3. plytka szklana — odpowiedniej grubosci stuzaca do utrzymy-
wania paska bibuly w rynience (plytka ta wcisnieta do szcze-
liny wycietej w rynience nie powinna zbyt mocno przyciskaé
wsunietego do rynienki paska bibuty),

4. bagietka szklana — umieszczona tuz obok rynienki, réwno-
legle do niej podtrzymuje swobodnie zwieszajacy sie pasek
bibuty,

5. bibula chromatograficzna — zwykle bibuta filtracyjna What-
mana Nr I lub Nr 4, albo bibuta Schleicher—Schiill Nr 597,

6. rozpylacz szklany lub wanienka do wywolywania chromato-
gramow,

7. suszarka do suszenia chromalogramow.

Czes$¢ doswiadczalna

Celem naszej pracy bylo ustalenie wplywu warunkéw doswiad-
czalnych na wartos¢ wspolczynnika R, poréwnanie osiggnigtych wy-
nikéw z wynikami innych autoréw, a przede wszystkim opracowanie
warunkow rozdzielania dwucukrowcéw redukujacych od niektérych
cukrowcow prostych. Ostatnie zadanie wigzalo sie bezpoSrednio z za-
mierzonymi badaniami chromatogralicznymi nad przemiang weglo-
wodanowg w plynnych hodowlach Escherichia coli.

W naszych do$wiadczeniach poslugiwalismy sie w zasadzie kla-
syczng metodg z uwzglednieniem modyfikacji podanych przez autoréw
zajmujgcych sie szczegolnie chromatografia weglowodandw, jakkol-
wiek pod wielu wzgledami technika nasza odbiegala od opisywanych
w literaturze wzoréw.

Doswiadczenia przeprowadzaliSmy na chemicznie czystych pre-
paratach glukozy, galaktozy, fruktozy, mannozy, arabinozy, ksylozy,
laktozy, maitozy, sacharozy, rafinozy, glukozaminy i kwasu glukuro-
nowego.

Badalismy kolejno wplyw rozmaitych czynnikéw zmiennych na
ksztattowanie si¢ chromatograméw oraz na warlosci R badanych
cukrowcow. . -
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Do czynnikéw tych nalezaly: rézne kamery chromalograficzne, ro-
dzaj bibuly, czas splywu fazy ruchomej rozpuszczalnika, rozny sktad
rozpuszczalnikéw uzytych w ukladzie, wplyw stezenia badanych roz-
tworow, wplyw towarzyszacych soli i wplyw stezenia jonéw wodoro-
wych, oraz dobdr odpowiedniego odczynnika wywolujacego i techniki
wywolywania chromatograméw.

Metodyka

Jako kamery stuzyly nam poczatkowo sloje, jakie zwykle hywaja
uzywane jako zbiorniki przy umywalniach pedatowych przenosnych.
Wewnatrz sloja, w gornej, rozszerzonej jego czedci umieszczalismy
naczynko szklane prostopadloscienne, ktére zastepowalo nam rynienke
szklana. Na dnie sloja ustawialiSmy plytke Petriego napelniong faza
wodng ukiadu rozpuszczalnikéw. Ten typ kamery oznaczamy w na-
szych doswiadczeniach Nr Il dla odrdznienia od kamery Nr [ — ter-
mostatu o powszechnie uzywanych wymiarach. Do wkraplania bada-
nych roztworéow na bibule zastosowaliSmy mikropipetke tak wycia-
gnietg z grubosciennej rurki szklanej, by objeto$é¢ jednej kropli wy-
nosita 6 mikrolitréw. Roztwory badanych cukrowcéw wkraplano zaw-
sze przy tym samym wypelnieniu mikropipetki, przy {ym samym kacie
nachylenia w stosunku do powierzchni bibuly i z tej samej wysokosci.
Tak wypuszczane krople rozlewaly sie i zwilzaly bibule w kregi o $red-
nicy okoto 1 cm.

Stale powtarzajgce si¢ réznice w wartosci Ry uzyskiwanych w ka-
merze II (sl6j szklany jest najbardziej rozpowszechnionym typem ka-
mery wsérod klasykow chromatografii rozdzielczej na bibule) i w ka-
merze [ (termostat), miedzy ktédrymi zasadnicza rdznica streszczala
sie w pojemnosci kamery, zmusily nas do zainteresowania si¢ budowa
samej kamery i stabilizacjg warunkéw doswiadczalnych w samej ka-
merze (p. tab. I).

W pierwszych prébach przeprowadziliSmy do$wiadczenia na po-
siadanej przez nas bibule krajowej, ale zamiast ostro odgraniczaja-
cych sie plam otrzymywalismy tylko nieregularne smugi rozlewajace
sie szeroko po calym pasku bibuly. Wobec tych wynikow zaczeliSmy
poszukiwac bibuly, ktoraby posiadata doskonalg jednolitos¢ (bez
miejsc o mniejszym lub wiekszym zageszczeniu wtokien oraz bez wy-
tlaczanych wzoréw), dos¢ znaczng gesto$é przy niewielkiej grubosci
1 jak najmniej zanieczyszczenn zwigzkami nieorganicznymi. Z posia-
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danych bibul tego typu dobre rezultaty osiggaliSmy przy uzyciu bibuly
Angel Reeve Nr 201 w kragzkach Srednicy 11 cm. Niestety, paski wyci-
nane z tych krazkow okazaty sie zbyt krétkie dia uzyskania dostatecz-
nego rozdzielenia szeregu cukrowcéw. Wowcezas, wzorujac si¢ na danych
z literatury radzieckiej, zaopatrzylisSmy sie w hibule Whatmana Nr 1
w arkuszach i na tej bibule prowadziliSmy nasze dalsze doSwiadczenia
osiggajac stale dobre wyniki.

Po wkropleniu badanyeh roztworéw na ,linie startowg' paska
bibuly (biegnacg w odlegtosci ok. 5 cm od jednego z krétszych brze-
gow paska) i po wysuszeniu powstalych wilgolnych plam w tempera-
turze pokojowej, lub przy pomocy suszarki [ryzjerskiej (tzw. Fén),
zakladaliSmy pasek bibuly do rynienki chromatograficznej zaginajac
jego brzeg powyzej miejsca wkroplenia, bibule w rynience nmocowy-
walismy przy pomocy plytki szklanej odpowiednio dopasowanej do
szerokosci szczeliny rynienki, do rynienki wprowadzaliémy faze nie-
wodng ukladu rozpuszczalnikdw i kamerg¢ szczelnie zamykalismy.

Szklane $ciany kamery umozliwialy obserwowanie postepu splywu
fazy ruchoinej, niewodnej, po pasku bibuly, ktory, przewieszony przez
paleczke szklang uinieszczong na wysokoSci gornego brzegu szczeliny
rynienki i rownolegle do niej, zwisal pionowo ku dolowi. Z chwila,
gdy front fazy ruchomej osiagat odleglo§é kilku c¢m od dolnego brzegu
paska bibuly przerywalismy splywanie wyjmujac chromalogram z ka-
mery.

Suszenie paskow bibuly przeprowadzaliSmy w suszarce, w teinpe-
raturze 105°C, w czasie 10 do 15 minut.

Po wysuszeniu chromatogramow wywolywalidmy plamy cukrow-
cow redukujacych jednym z nastepujgcych odczynnikéw: amoniakal-
nym roztworem azolanu srebrowego (odczynnik Tollensa), odczynni-
kiem Fehlinga, odczynnikem Benedicta, odczynniikem Rubnera, benzy-
dynowym odczynnikiem Taubera i kwasem pikrynowym. Najbardziej
zadowalajagce rezultaty osiggaliSmy z odeczynnikiem Tollensa i kwa-
sem pikrynowym.

Poniewaz chromatogramy wywolywane odczynnikiem Tollensa
dos¢ szybko ciemnieja, stosowaliSmy poczatkowo przemywanie chro-
matogramow w biezacej wodzie w ciggu 20 do 30 min. i wysuszanic
w suszarce. W dalszym ciggu do$wiadczen opracowalismy inng tech-
nike utrwalania chromatogramow, ktéra pozwolita nie tylko na skro-
cenie procedury, lecz rowniez na uzyskanie plam silnie kontrastujacych
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z jasnym tlem bibuly. Po wywolaniu przemywalidmy paski bibuly
w 0,02 M roztworze wodnym tiosiarczanu sodowego i krétko w hie-
zgcej wodzie, po czym suszyliSmy je w suszarce, alho - - czesciej je-
szcze — w lemperaturze pokojowej

Technika wywolywania plam, jaka stale stosowaliSmy, réinita
sie¢ rowniez od powszechnie opisywanej techniki spryskiwania paskow
bibuty przy pomocy rozpylacza. Z uzyciem rozpylacza taczy sie kilka
niedogodnosci: krople padajace na pasek bibuly czesto posiadaja rézne
rozmiary, co powoduje nieréwnomierne nasycenie odczynnikiem wywo-
tujgeym wszystkich czesci powierzchni bibuly; odezynnik rozpryskuje
sie poza pasek bibuly i powoduje niszczenie olaczajacych lub sasia-
dujgcych sprzetdw; zuzycie odczynnika do wywolywania jest znaczne.

Z tych wzgledéw zastosowalismy spnséh przypominajacy wywo-
tywanie bton lotograficznych, a mianowicie zanurzanie paskéw bibuly
w duzym plaskim naczyniu (plytce Petriego), zawierajacym niewielka
ilo§¢ odczynnika wystarczajaca do rownomiernego zwilzenia calej po-
wierzchni paska bibuly.

W daiszym ciggu pracy przeprowadzaliSmy préby rozdzielania
niektorych cukrowcéw redukujgeych zaréwno przy pomocy chromato-
grafii jedno- jak i dwu-kierunkowej. Trudno$ci techniczne przy chro-
matografii dwukierunkowej w zastosowaniu do tego typu zagadnien
jak koniecznos$¢ przediuzania czasu splywu fazy ruchomej i zwigzana
z tym konieczno$é przedluzania paskéow bibuly ponad nermalng ich
diugoéé, a nastepnie nieekonomiczne zuzywanie duzych ilosci cennej
dla nas bibuly -— wszystko to skianialo nas do zwrécenia uwagi na
mozliwo$ci rozdzielania interesujacych nas cukrowcéw na jednokie-
runkowych chromatogramach przez zastosowanie rozmaitych uktadéw
rozpuszczalnikéw. Jako wstepny material wykorzystaliSmy. tu dane
zawarte w pracach Partridge’a oraz w pracy Jermyna i Insherwoo-
da (11) odnoszace sie do trojskladnikow ukladéw rozpuszczalni-
kow. Obu ostatnim autorom udato sie¢ rozdzieli¢ na jednokierunkowym
chromatogramie arabinoze, ksyloze, glukoze, kwas galakturonowy
i galaktoze przy pomocy tikladéw zlozonych z octanu etylowego, piry-
dyny i wody lub kwasu octowego, octanu etylowego i wody.

Badania nad wplywem stezenia badanych cukrowcéw na ich
wspotezynnik podzialu (R;) przeprowadzano na roziworach w grani-
cach stezen 0,19/4 do 10%, przy uzyciu stale tej samej mikropipetki,
ktorej krople posiadaly objeto$¢ 6-—8 mikrolitrow.
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Tabela 1. (cigg dalszy)
Wplyw wymiaréw kamery chromatograficznej.

Fruktoza Mannoza
Kamera 1 ] Kamera Il Kamera [
Rp f } Rp f Rg f
0,58 1 0,53 1 0,46 1
0,57 2 0,52 1 0.45 3
0.56 5 0,51 2 0,44 3
0,35 4 0,50 2 0,43 1
0,54 7 0,49 2 0,42 1
0,53 3 0,48 1
0,52 3
0,51 3
x = 0,54 x = 0,50 x = 0,44
Sg = 0,02 Sx = 0,02 Sx = 0.01
0,54 n 0,55 0,49 n 0,51 0,44 n 0,45

z mieszanin i hydrolizatow. Dalszym celemn pracy bylo ustalenie, czy
wyniki otrzymane przez innych badaczy i w odmiennych warunkach
moga byé reprodukowane z dostateczna doktadnoscia w naszym ze-
spole réznych warunkéw.

Ze wzgledu na zaprojektowane badania nad mechanizmem prze-
miany dwucukrowcéw w rosngcych komodrkach Escherichia coli, po-
stanowiliSmy przede wszystkim dokonaé proby rozdzielania laktozy
od monoz, jak tez galaktozy od glukozy.

Pierwsze nasze do$wiadczenia przeprowadziliSmy w warunkach
bardzo prymitywnych. Zamiast kamery stuzy!t nam sléj (kamera II)
mieszczacy jeden i to krétki pasek hibuly. Dopiero w dalszych doswiad-
czeniach zastosowalismy do badan duzy termostat z plaszczem wod-
nvim dobrze nadajacy sie do do$wiadczen w réznych zakresach tem-
peratur. Poréwnujac wyniki doSwiadczen wykonywanych w obu ka-
merach stwierdziliSmy (patrz Tab. I), Zze wartosci R na chromatogra-
mach z kamery [ byly wyzsze. Roznica ta, dochodzaca do 0,04, po-
chodzi z nieréwnomiernego nasycenia parami rozpuszczalnika atmo-
sfery obu kamer, a to wskutek znacznej rdznicy ich objetosci. Nalezy
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podkresli¢, ze popetnialiSmy btad polegajacy na tym, ze nie nasycalismy
paskow bibuty parami [azy wodnej w kamerze przed rozpoczeciem
sptywu fazy ruchomej. Stad w poczatkowej fazie sptywu istniat inny
stopien nasycenia hibuly wodg niz w dalszych lazach splywu. Niemniej
jednak uzyskiwane wartosci R nie odbiegaly na ogét od wartosci
podanych przez Partridge’a dla ukladu: fenol, cjanowodor, amoniak
i woda bardziej niz moglismy sie tego spodziewaé.

Jednym z podstawowych warunkéw otrzymywania prawidtowych
chromatogramoéw jest odpowiednia bibuta [liltracyjna. Bardzo pozada-
nym byloby wyprodukowanie w kraju bibuly dla celow chromatogra-
ficznych o charakterystyce zblizonej do powszechnie nzywanej bibuty
Whatmana Nr | lub Nr 4, tylko bowiem w ten sposéb mozna bedzie
poréwnywaé wlasne wyniki z danymi oglaszanymi w literaturze nau-
kowej. DI ilustracji tego problemu zamieszczamy ponizej tabelke
przedstawiajgcg wartosci R, niektérych weglowodanéw uzyskane na
dwoch gatunkach bibuty (obu nadajacych sie w zasadzie dla celow
chromatografii) (p. Tab. II).

Tabela Il.

Glukoza Galaktoza
Kamera | ) J Kamera II Kamera | Kamera Il
Whatman 1| Angel 201 | Angel 201 Whatman 1| Aogel 201 | Angel 201

R f|Rgp f| Rp f Rg f|Rp f 1 R f
0,39 210,40 21 0,36 3 0,43 1 ‘ 0,45 1 | 0.38 2
0,38 0039 41 035 9 0,42 1| 0,44 3 037 1
0.37 2038 14| 03 6 0,41 1043 3, 036 4
0,36 3037 8| 033 4 0,40 0| 0,42 2| 035 4
0,35 510,36 71 032 4 0,39 3 | 0,41 3| 034 1
0,34 21035 6 | 0:31 5 0.38 3] 0,40 2
0,33 10,34 21 030 4 0,37 21039 1
0,33 2 0,29 1 0,36 3
032 2 0,35 1
X=1030 | x=037 | X =035 X =038 | x=042 | x = 0,36
S, = 0.02 [S,=002]|S, = 0,01 S, = 0,02 [S =002(S, =001
0.35 n 0,37 (0,36n 037 | 0,32 n 0,34 0,37 n 0,40 {0,410 0,43 0,35 n 0,37

Warunki doswiadczalne: juk w Tab. L.
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Wyniki do$wiadczen nad wplywem stezenia cukrowcédw na ich
wspdlczynnik podzialu podaje nizej zamieszczone zestawienie:

Stezevie roztworu cukrowca w % (waga/obj.)

0.1 0,25 0,5 1 2 5 10
Rp glukozy 0,35 0,34 0.33 0,34 0,37 0,37 0,37
Rg fruktozy 0.56 0,54 0,53 0,54 0.53 0.56 0,54

Wynika stad, Ze nawet znaczne réznice w stezeniach badanych
roztworéow nie wywierajag wiekszego wplywu na wartosci wspélezyn-
nika R, Odchylenia nie przekraczaja granic zwyklego bledu dodwiad-
czalnego.

W celu wykazania istnienia wplywu temperatury na wartosé
wspdlczynnika podzialu wykonaliSmy doswiadczenia poréwnawcze
w temperaturach 20° i 40°C przy zachowaniu niezmienionych innych
warunkéw doswiadczalnych.

Temperatura atmosfery kamery

20° 40°
Rp glukozy 0,33 0.39
Rp fruktozy 0,49 0,52

Stosunkowo niewielkie wahania wartodci wspélezynnika podziatu
przy znacznej roznicy temperatur potwierdzaja nasze przypuszczenia,
ze odnos$nie weglowodandow normalne wahania temperatury pokojowej
w granicach 1°—5°C nie majg prakiycznie znaczenia.

Zmiany temperatury nawet w niewielkich rozpielosciach (3°—5°)
wplywaja silnie na szybkos¢ sptywu frontu rozpuszczalnika po pasku
bibuly. Znaczna zgodno$¢ wynikow doswiadczalnych uzyskana przy
réznych temperaturach byta dla nas niespodziewana, poniewaz jest
znang rzecza, ze wspolczynniki podzialu sg bardzo czule na zmiane
temperaiur. Ta zgodno$é, jak sadzimy, moze by¢ wynikiem pewnej wza-
jemnej kompensacji wplywu temperatury na wartos¢ R z jednej
strony, a z drugiej strony na przy$pieszenie lub zwolnienie sptywu
frontu fazy ruchomej ukladu rozpuszczalnikéw.

Zestawienia w Tab. II1 i 1V wskazujg na wplyw zwigzkéw towa-
rzyszacych na wartodci Ry, UwzgledniliSmy przede wszystkim sole,
kwasy i zasady, poniewaz te zwiazki wystepuja w hydrolizatach ba-
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Tabela III.

Wplyw soli towarzyszacych na warto$ci Rp.

45

Weglowodan ﬁz(lﬁzneyk wi';ll{:‘evsof aFnu doéwlrlioafiizeﬁ wfrrteodé[(;l; F
ooz | NaCl 43 0,37 4 0,37
- BaCl, 29 0,38 — 0,37 2 0,37
. Na,S0, 5% 038 — 033 | 6 0,35
. Ne,SO, 5% 0,38 — 0,32 4 0,34
. CH,COOH 5% | 0,38 — 0.29 5 0,32
- — 0,37 2 0,37
Warunki do§wiadczalne: jak w Tab. .
Tabela 1V.
Wplyw towarzyszacych kwaséw i zasad na wartosci Rg.
Weglowodan Zd\:r)iiq:ne;( Zakres Rp l!oéé ) Sred,nia
weglowodanu | doéwiadczed warto§é Rp
Glukoza 1% |HClI 1 N 0,37 1 0,37
. H,80, 1 N 0,36 — 0,35 2 0,35
- CH,COOH1N 0,36 1 0,36
" NaOH 1 N 0.39 — 035 2 0,37
" NH,OH 1 N 0,37 1 0,37
- — 0,39 — 0,38 2 0.38
Galaktoza 1% [HCI 1 N 0,40 1 0,40
. H,S0, 1 N 0,41 1 0,41
. CH;COOH 1N 0,45 1 0,45
" NaOH 1 N 0,45 1 0,45
- NHOH 1 N 0,44 1 0,44
- - 0,42 1 0,42
Froktoza 1% |H,SO, t N 0,53 1 0,53
. NaOH 1t N 0,56 1 0,56
- 0,54 1 0,54

Warunki do§wiadczalne: jak w Tab. 1,
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danych materiatéw biologicznych. Wplyw soli towarzyszacych w ste-
zeniach do 5%/ na wspolczynniki podzialu cukrowcéw jest nieznaczny.
Ze sprawg wystepowania soli, jako zanieczyszczen w badanych roztwo-
rach wigze si¢ la niepomysina okoliczno$¢, ze przy uzyciu odczynnika
Tollensa jako odczynnika wywolujgcego powstajg na bibule dodatkowe
plamy, ktore moga niekiedy utrudniaé¢ prawidlowe obliczenia wspol-
czynnika Ry Podzniejsze nasze doswiadczenia, w ktérych zastosowa-
liSmy odczynnik benzydynowy zamiast amoniakalnego roztworu azota-
nu srebra, pozwolily nam catkowicie uniezaleznié¢ sie od obecnoéci soli
znajdujacych sie w badanych roztworach. Kwasy i zasady nie majg wi-
docznego wplywu na R, nawet w siezeniach 1 N. O braku wplywu
wymienionych wyzej zanieczyszczenn bibuly solami metali oraz zwigz-
kéow towarzyszacych w badanych roztworach weglowodanowych na
wartosci ich wspéiczynnikéw podzialu moze swiadczyé rowniez fakt,
ze istnieje duza zgodno$¢ wynikéw podanych w literaturze (gdzie
autorzy stosowali cjanowodor i amoniak w celu zniweczenia wplywu

Tabela V.
Rozdzielanie pentoz.
| K a m er a I Kamera Il
Pent
entoza J Whatman 1|y | d | Aogel 201 y |d|Aogel201| vy d
| |
Arabi i Ry 0,56 Rg 0,53 Ry 0,52 0,52
rabinoza %1 F 20119 F 174 (15] 1.8
Ksyloza 1% ’ Rp 0,47 Rp 0,46 Ry 0,40 0'40 |
Warunki do$§wiadczaloe: jak w Tab. L

Objaénienia:
y = odleglos¢ irontu fazy ruchomej (po ukoniczeniu doswiad-
czenia) od miejsca wkroplenia hadanego roztworu w cm.
d = wzajemna odleglo$¢ pomiedzy sSrodkami plam dwdch roz-
dzielanych cukrowcow w cm. Wielkos¢ te moina obliczyé
na podstawie wzoru:

d = y (Rp; — Rpg,), gdzie Ry, oznacza cukrowiec o wigkszym Rp.

Jezeli np. dla oddzielenia dwoch plam wymagane jest d = 2 cm,

~ to z powyzszego wzoru mozna obliczy¢ warto$¢ y konieczng dla
uzyskania calkowitego rozdzielenia, a tym samym mozna obli-
czy¢ jakg dlugo$é winien posiadac pasek bibuly.
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Tabela VI.
Rozdzielanie heksoz.

A. Mieszanina glukozy i fruktozy.

Ry Rp
Rodzaj kamery i bibul
ndzey Ramery wy glukozy fruktozy y d
Kamera I. Whatman 1. 0,38 0,60 29,2 6,42
» 0,39 0,59 26.1 5%2
- 0.40 0,59 25,4 4,82
érednio | 0,39 0.59 26,9 55
Angel 201 0,43 0,55 14,5 1.74
- 0,38 0,55 15,5 2,63
- 0,38 0,51 16.0 2,08
" 0,38 0,56 16,5 2.97
- 0.37 0.54 16,5 2.80
" 0,36 0,54 16,5 2.97
- 0,36 0,54 15.7 283
0.36 0.55 16.0 304
$rednio 0,37 0,54 15,9 2,70
Kamera II.  Angel 201 0,33 0.52 15,2 2,89
- 0,31 0,50 16,2 3,08
Srednio 0,32 0,51 15,7 2,98
B. Mieszanina glukozy i galaktozy
R R !
Rodzaj k i bibut F F
odzay kamery uy glukozy galaktozy y d
Kamera I. Whatmwan 1. 0,48 0,52 73,4 2,04
- 0,47 0,52 734 3.67
- 0,39 0,44 38,3 1,92
. 0,38 0,43 29,2 1,46
“ 0,37 0,37 19.0 0
" 0,37 0,37 19,0 0
s 0,36 0.36 18.8 0
$rednio: 0,40 ] 0,43 — -
Angel 201 0,37 0,44 16,3 1,14
» 0.32 0,40 16,1 1,29
$rednio: 0,34 0,42 16.2 1,21
Kamera II. Angel 201 0.38 0.39 14.0 ! 0
" 0,36 0,37 14,9 : 0
- 0.35 0,35 14,5 | 0
$rednio: 0,36 0.37 14,5 0
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C. Mieszanina glukozy i mannozy.

Tabela VL. (ciag dalszy)

Janina Opienska-Blauth, Eugeniusz Drozdowski, Marek Kanski

|
Bp glukozy | Rp mannozy y d
Kamera I. Whatman 1. 0,39 0,45 16,3 0,98
Angel 201. 0,36 0,44 14,4 1,15
Ksmera I1. Angel 201. 0,33 0,41 16,3 1,30
D. Mieszanina fruktozy i mannozy.
Rp fruktosy | Ry mannozy y ’ d
Kamera [. Whatman 1. 0,62 0.50 } 29,2 ‘ 3,50
|
Aungel 201. 0,54 ‘ 0,44 16.5 ‘ 1,65
Warunki doS§wiadczalne: jak w Tab. L
Tabela VII.
Rozdzielanie dwucukrowcow.
(Wylacznie w kamerze I).
Laktoza Maltoza
Whatman 1. Angel 201. Angel 201.
Rp f R f Rp f
0,33 1 0,33 2 0,36 2
0,32 0 0,32 4 0,35 2
0,31 1 0,31 3 0,34 4
0.30 4 0,30 2 0,33 1
0,29 3 0,29 0 0,32 2
0,28 1 3,31 3
0,27 1 0,30 1
x =030 x = 0,32 X =033
S, = 0,02 S, = 0,03 Sy = 0,02
0,29 n 0,31 0,29 n 0,34 0,32 n 0,35

Warunki dos§wiadeczalne: jak w Tab. I.
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Tabela VIIIL.

Rozdzielanie mieszanin laktozy. glukozy i galaktozy.
(Proby zastosowania réznych ukladéw rozpuszczalnikéw).

Sklad oblstosciowy v Rp d, Rp 4, Ry
rozpuszezaloikéw | laktozy glukozy galaktozy
F, : W, 38.3 0,35 15 0,39 1.9 0,44 *

. . 73,4 0.43 3,6 0,48 2,9 0,52
. . 73,4 0.43 2,9 0,47 3,7 0,52

Fio: Ky: Wy 35,5 0,48 0,9 0,45 2,4 0,53

Foo: Kyt Wy, 30,7 — — 0,37 2,5 0.45

Foo: Kyt Wi 15,1 0,02 0,6 0,06 0,3 0,08

Fro: Ayt Wy, 147 0.25 0,6 0.29 0,4 0,32

Fu: Ay : Wiy 149 0.18 1,0 0.25 0.6 0,29

Fio: At Wy, 7.6 0,15 0,4 0.20 0.4 0,25

Fiot A, : W 11,5 0,13 0,7 0,19 0,5 0,23

F, : A: W, 32,5 0,12 2,3 0,19 0,7 0.21

F, 1A, :W, 12,3 0.11 0.6 6,16 0,7 0,29

F, :A : W, 157 0,14 1.3 0,22 0,5 0,25

F, 1A4,: W, 37,1 0.11 1,0 0,17 1,1 0.20

Fy : A, : W, 12,5 0,09 0.8 0.15 0,6 0.20

Fy 1 A,: W, 16,3 0,07 1,0 0,08 0,2 0,09

Fy : A, : W, 15,0 0,01 0,9 0.07 0,0 0,07

Fy : At W, 15.1 0.02 0,6 0,06 0,3 0,08

F, A, : W, 15.4 0.02 0,2 0,06 0,3 0,07

Feoo: Ku: W 457 0,19 2.1 0,17 44 0,08

Fypo:Ke: A, : Wy | 31,5 - — 0,49 0,6 0,51

Waruki do§wiadczalne: jak w Tab. I
Objasnienia: F =feno], W =woda, K=kwas octowy lodowaty, A = alkohol
izoamylowy, B = n-butanol.
Liczby postawione przy literach oznaczajg stosunki objetoSciowe
poszezegblnych skladnikéw mieszaniny.
d, = odleglo$é miedzy §rodkami plamy laktozy i glukozy w cm.
d, = " - - - glukozy i galaktozy w cm.
(Uwaga: w tabeli tej wartoéci ,d” obliczano bezposrednio na chromato-
gramach, a nie z przytoczonego poprzednio wzoru).

* rozne warto§ci Rgp dla tego samego zwigzku w tym samym ukladzie
przy réznych czasach splywu nalezy odnie§é do ré6znych warunkéw nasy-
cenia kamery parami rozpuszczalnikéw.
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zanieczyszczefi ciezkimi metalami i kwasami) z naszymi wynikami,
pomimo niestosowania przez nas $rodkow oczyszezajacych bibule lub
usuwajacych sole z roztworéw. Zgodno$§¢ ta dotyczy, oczywiscie, do-
Swiadczen z identycznymi ukladami rozpuszczalnikéw.

W nastepnych dodwiadczeniach podjeliémy préby rozdzielania
cukrowcow w ich mieszaninach (p. Tab. VI). Na ogdl, wspdtezynniki
li; oznaczone dla czystych cukrowcoéw nie réznily sig od oznaczonych
dla tychze cukrowcéw wystepujgcych w mieszaninie. W naszych wa-
runkach doswiadczalnych uzyskaliSmy rozdzielenie sie arabinozy
i ksylozy, glukozy i fruktozy.

Wprowadzilismy wskazniki ,,y* i ,,d“, ktére pozwalaja nam prze-
widywaé, jakiej diugosci powinny by¢ paski bibuty, aby rozdzielenie
cukrowcow doszio do skutku. Z naszej praktyki doSwiadczalnej wy-

Tabela IX,

Rozdzielanie hydrolizatéw sacharozy i rafinozy.
Hydrolizat sachartozy

y Rg d
glukoza 15,7 0,36 2.8
fruktoza 0,54
glukoza 16.0 0,38 2.1 x glukozy = 0.37
frukt 0,51 -
rukoza x fruktozy = 0,53
glukoza 15,5 0.38 2,6
fruktoza 0,55

Hydrolizat rafinozy

y R glukozy 1, Rp galaktozy d, Rp fruktozy
15.7 0,32 1,0 0,38 1.7 0,50
14,5 0,35 1.1 0.42 1,8 0,55
15,7 0,32 1,0 0,38 1.7 0,50

x = 0,33 X = 0.39 x =052

Warunki doéwiadczalne: kamera i, bibula Angel Nr 201, uklad
fenol - woda.
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nika, ze warto$ci ,,d“, oznaczajace odlegloéci pomiedzy §rodkami
dwéch plam musza byé wigksze od 3 cm, jezeli plamy te nie zlewaly
sie ze soba. '

W ukladzie fenol-woda wiele niepokonalnych trudnoSci nastreczalo
rozdzielenie glukozy od galaktozy i laktozy. Zastosowanie szeregu
kombinacji ukladow tréjskladnikowych, w sktad ktorych wchodzily
fenol, kwas octowy i woda lub fenol, alkohol izoamylowy i woda, a na-
wet jednego ukltadu czteroskladnikowego z udzialem wszystkich tych
wymienionych rozpuszczalnikéw, oraz dlugich paskéw hibuly pozwolito
nam ostatecznie osiggnaé¢ pozgdane rozdzielenie. Poniewaz uzywane
przez nas paski bibuly posiadaly tylko 54 cm dlugosci, przeto zacho-
dzita konieczno$¢ potgczenia dwéch paskéw odpowiedniej dlugosci ze
sobg. StwierdziliSmy przy okazji, ze najbardziej réwnomierny, nieza-
kiécony splyw rozpuszczalnika otrzymuje sie przy laczeniu paskéw
przy pomocy cienkiej nitki szklane;j.

W koricowym etapie do$wiadczen stwierdziliémy, ze w hydroliza-
tach oligosacharydéw oraz kwasu nukleinowego drozdzowego identy-
fikowanie monoz nie natrafia na zadne trudnosci. Przeprowadzono
takze oznaczenie wartosci R dla kwasu glukuronowego i glukozaminy.

Tabela X,
Oznaczenie wartosci Ry glukozaminy, kwasu glukuronowego i rybozy (d-ryboza
z hydrolizatu soli sodowej kwasu nukleinowego drozdzowego).

? glukll‘l‘:(?:owv glukozamina d-ryboza
. | Rp | Re ¢
Kamera [. Whatman 1. 0.14 2
- 0.15 1
Angel 201. 0,11 1 0,62 2
- 0.12 1 0,63 1
" 0.13 1 0,64 1
” 0,69 1
x = 013 X = 0.64
Kamera II. Angel 201. 0,16 1
- 0,17 2
- 0,18 1
X = 0,17

Waruoki duswiadczalne: jak w Tab. L
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W

PE3IOME

[MopaHo KpaTkuilt Kypc TeopuM M TeXHHKHN Xpomarorpadun $uib-
TpOBabHON Oymarm.

IIpoBeneHo omeiTHl Ha® BJIIMAHUEM HEKOTOPBIX (DPAKTOPOB:
CTelleHb HACHIEHHA KaMepbl [1apaMi pacTBOPHUTEIEi,

copt QuabTpoBaiILHO Oymard,

TeMIlepaTypa BHYTPH KaMepHl,

KOHIEHTPallusA PacTBOPOB HCUBITyeMBIX YFieBOIOB.
YcranoBneHo: uro Hauiaydlleid (QUIABTPOBAJIbLHON, cpegu [oO-
CTYNHBIX, ABJAeTcA 6ymara Whatman Nr1 1 Angel Reewe Nr 201.
JucryrtupoBaHo Hajm ZOeiicTBMeM TeMIlepaTypul M 3arpa3HeHus
¢uneTpoBaIbHO OyMard CodAMH, KUCIOTAMHM M LIeJI0YaMU.
PaspaGotaHo cucremy pacTtBopHUTeieii B IPUCYTCTBHH KOTOPOIi
Ha [UIMHHBIX TIOJ0CKaX (uiabTpoBadbHOW OyMarn MOXRHO OT-
NeNUTh JTAKTO03, IVIIOKO3 M TalaKTo3.

Onucano cmoco6 HCYMCIEHNA [UIMHBI JIEHTH (HILTPOBAJIBLHOM
Oymaru 4ToGbl MOJYUUTh IOJHOE pa3leleHHe IBYX COelUHeHMI,
KOTOpPBIX R cOIMwmeHO.
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SUMMARY

A short outline of the historical developement of the partition
chromatography, its theory and technique has been given.

There have been conducted. experimental investigations on the
influence ol such factors as:

saturation degree of the chromatographic chamber with solvent
vapours, quality of the chromatographic paper,

temperature of the interior part of the chamber,

concentration of investigated carbohydrate solutions,
composition of solvent system,

kind and concetration of accompayning substance in sugar
hydrolysates, on R, values of the investigated carhohydrates.
lysates, on Ry values of the investigated carbohydrates.

From different attainable filter paper the Whatman’s paper Nr |
and Angel Reeve Nr 201 have been proved to be suitable for chro-
matographic puposes.

The influence of temperature as well as of impurities of the paper
or salts, acid and alkali solutions on the R, has been discussed.
It has been elaborated a system of solvents with which one could
obtain a successfui separation of lactose, glucose and galactose on
long strips of paper.

There has been described a means of calculating the lengths of
filter for complete separation of two compounds of closely related
Rp values.

Papier druk. sat. 1l kl. 90 g. Format 70 x 100. Ark. droku 1%/,.

Annales UM.C.S. Lublin 1951. Lub. Druk. Prasowa Lublin, Koéciuszki 4, Zam. or 678, 6.1V.51, 1.500 egz.

A-2-13185. Data otrzymania manuskryptu 6.1V.51. Data ukoficzenia droku 2.X.5t




