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Porovnanie fotometrického vyhodnocovania chromatogramov
v odrazenom a prechadzajicom svetle

A. PRIBELA

Katedra chemickej technologie uhlohydrdatov Slovenskej vysokej $koly technickej,
Bratislava

Jednou z vyznamnych technik vyhodnocovania pri rozdelovacej chromato-
grafii na papieri je fotometrické premeriavanie intenzity a velkosti chromato-
grafickych 8kvfn, a to bud priamo na papieri, alebo ich negativneho obrazu
po ofotografovani chromatogramu. Premeriavanie sa robi alebo v prechadza-
jlcom [1—4], alebo v odrazenom svetle [5—8]. Podobne fotografovanie mozno
realizovat pri osvetleni zhora alebo pri presvecovani chromatogramu.

V literatire sa uvadzaji vyhody a nevyhody vyhodnocovania chromato-
gramov spomenutymi metédami a osobitnd pozornost sa venuje spdsobu
osvetlenia [6—8]. Vasiina autorov je toho nazoru, ze vzhladom na velkid
opacitu papiera je mzranie Skvfn v odrazenom svetle presnejsie. Pri presve-
covani chromatogramu sa ne>priaznivo prejavuje najmé nehomogenita chro-
matografického papiera, ktora skresluje zakladntd (nulovd) éiaru registraéného
zaznamu, ¢im stanovenie zatazuje dalsimi chybami.

V predlozenej praci kriticky porovnavams= metédy fotometrického vyhod-
nocovania chromatogramov premeriavanim 8kvfn v prechadzajicom, resp.
v odrazenom svetle priamo na papieri a po ofotografovani. Pokusime sa
ukézat, Ze fotometria v prechddzajicom svetle, najmé pri priamom vyhodno-
covani chromatogramov je za urditych podmienok aspon taka presnd ako
meranie v odrazenom svetle.

Experimentalna ¢ast

Vplyv Struktary papierov na rovnomernost zékladnej ¢iary sme sledovali pri troch
najpouzivanejsich chromatografickych papieroch: Schleicher-Schiill 2043 Bm, Whatman 1
a Whatman 3. Cisté chromatografické papiere sme premsrali v prechddzajicom svetle
jednak bez pouzitia filtra, jednak s jednym a dvoma modrymi filtrami. Rovnakym sposo-
bom sm3 vyhodnotili $kvrny 2,4-dinitrofenylhydrazénov na papieri SS 2043 Bm. Vy-
sledky merani ukazuje obr. 1. Svetelny tok, dopadajuci na foto¢lanok, sme regulovali tak,
aby pri rovnakej citlivosti milivoltmetra (EZ-3 — rozsah 0,5 mV, redukecia citlivosti 1/7)
dédvala chromatografickd Skvrna vinu o rovnakej vyske.

Zmss, pozostédvajucu z rovnakého véhového podielu aminokyselin (lyzin, kyselina
asparagova, glycin, kysslina glutamovd, alanin, kyselina y-aminomaslové, tyrozin, leu-
cin + izoleucin), sm> nandSali na papier SS 2043 Bm tak, abynaStarte bolo 1; 3; 6; 10;
15 pg kaZdej z uvedenych aminokyselin. Zmes sm> rozdelili trojndsobne opakovanym
vyvijanim v Partridgeovej sustave. Chromatogramy, vysusené pri laboratérnej teplote,
sme detegovali 0,2 9% roztokom ninhydrinu v absolitnom etanole a 15 mintit zahrievali
pri 60 °C v suSiarni s nutenou cirkuldciou vzduchu.
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Obr. 1. Vplyv filtrovaného svetla na
rovnomernost zdkladnej éiary v pre- f :
chddzajicom svetle. : S
W, — Whatman 1; W, — Whatman 3; =27 i
S — Schleicher-Schiill 2043 Bm. =

1. biele svetlo; 2. jeden filter; 3. 3R ~ -
dva filtre. Sum registra¢ného pristroja £2 { A =
(bez posunu chromatogramu) po zvisla :: ==
diaru. E ] ¥i ===
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Podobnym spdsobom sme analyzovali zmes cukrov (sacharéza, glukéza, fruktéza).
Nandsali sme mnoZstvé zodpovedajice 2; 6; 12; 20; 30 pg kazdého cukru. Na detelkciu sme
pouzili anilin, difenylamin a kyselinu fosforeént [8]. Chromatogram sme 5 mintt zahrie~
vali pri 80 °C.

Vyvolané chromatogramy sme fotografovali dvojakym spésobom. Na presvecovanie
bola zhotovend skrinka (90 X 55 x 55 cm). Na dne boli pravidelne rozmiestené zZiarovky
(24 ks 60 W), ktoré cez dve matné skld presvecovali chromatogram. Na fotografovanie.
v odrazenom svetle sme pouzili dve 60 W Ziarovky. Expozicia v obidvoch pripadoch bola.
1 s pri clone 8. Fotografovalo sa apardtom Exakta Varex IIa na kinofilm Dokument B.
Film po spracovani sa pouZil na vyhodnotenie $kvin na mikrofotometri (Keramos,.
n. p., Brno).

Ten isty chromatogram sa postrihal na pdsy 3 cm Siroké a vyhodnotil sa priamo
v odrazenom svetle na pristroji, ktory skonstruoval D. Halama [9], za pouzitia Langeho
registra¢ného pristroja a v prechddzajiicom svetle na pristroji vlastnej konstrukcie [10],.
pomocou registraéného pristroja eKB 0—2 mV, resp. EZ-3. Pre aminokyseliny sme pouzili
modrozelené, pre cukry purpurové filtre z Langeho kolorimetra. Praktické aplikdcie vy-
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Obr. 2. Vyhodnotenie chromatogramov:
1. mikrofotometrom podla Kohla -— chromatogram fotografovany v prechddzajuccm
svetle; 2. ako pri 1 — fotografované v odrazenom svetle; 3. fotometer skonstruovany
D. Halamom — chromatogram vyhodnoteny priamo z papiera v odrazencm svetle;
4. fotometer vlastnej konstrukecie-— chromatogram vyhodnoteny priamo v prechddzaju-
) com svetle..
a) koncentréacia 15 ug kazdej aminokyseliny; b) koncentrdcia 1 pg kazdej aminokyseliny.
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hodnocovania chromatogramov aminokyselin uvedenymi pristrojmi st na obr. 2. Pre
porovnanie citlivosti priameho fotometrovania v odrazenom a prechddzajucom svetle
uvédzame krajné koncentréicie 1 pg (krivka b) a 15 pg (krivka a).

Registraéné zdznamy sme vyhodnotili podla vy3ky a plochy vin. Priemerné hodnoty
paralelnych stanoveni sme Statisticky spracovali. Tvar kalibraénych kriviek sledovanych
zloziek vo viéSine pripadov vyhovoval rovnici

y = az®,
ktora po vyrovnani na tvar
Y =loga 4 bX
(kde Y = log y a X = log z) ddva linedrnu zdvislost. Regresné priamky kazdej sledovanej
zlozky sme poéitali z logaritmov koncentrécii a z vy3ok, resp. pléch vin. Zo smerodajnej

odchylky (s,) sme vypoditali variaény koeficient (v) pre stred sledovaného koncentra¢ného
intervalu (z) podla vztahu [11]:

Sy
v=—.100 %.
x

Porovnanie presnosti jednotlivych mstéd je zrejm$ z priemernych variaénych koeficien-
tov, uvedenych v tab. 1.
Tabulka 1

Porovnanie variaénych kosficientov fotomstrickych metéd na vyhodnocovanie
papierovych chromatogramov

Nepriama fotometria Priama fotometria
Analyzovand v prechddza- v odrazenom v prechadza- v odrazenom
zlozka jucom svetle svetle jucom svetle svetle
vyska | plocha | vyska | plocha | vyska | plocha | vyska | plocha

kyselina aspardgové 3,4 5,0 4,3 2,4 1,2 4,6 5,6 3,3
tyrozin 4.8 6,3 5,6 7,2 3,2 4,3 2,9 8,2
leucin 4 izoleucin 5,4 3,4 5,1 6,3 4,1 5,7 7,2 4,8
glycin 5,7 6,2 4,9 4,5 2,5 3,8 3,4 5,1
kyselina y-amino-
maslovéi 4,7 5,5 3,5 5,3 3,1 2,8 5,4 3,0
priemer variaénych
koeficientov 4,8 5,3 4,7 5,1 2,8 4,2 4,9 4,9
glukéza 2,9 5,5 2,6 3,2 1,8 2,5 — —
fruktéza 4,0 1,9 2,5 2,3 1,6 2,2 — —
sacharéza 2.5 6,0 2,6 9,5 1,5 3,3 — —
priemer variaénych
koeficientov 3,1 4,5 2,6 3,0 1,6 2,7 — —

Velkost plochy obmoadzenej vlnou sme uréili planimetricky, véZenim vystrihnutej
krivky a vypoStom plochy z opisaného trojuholnika, resp. kosodiznika. Chromatogram
kyssliny aspardgove] s odstuphiovanymi koncantriciami sms pitkrdt premerali na foto-
motri [10]. Takto ziskané hodnoty sm> Statisticky spracovali a vysledky sme zhrnuli
do tab. 2.
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Tabulka 2

Presnost uréovania plochy vin rozliénymi spdésobmi

; " po Planimetro- rx
Ploc}';a Trojuholnik Vézenie vanie Vyska
mm

Varia¢né koeficienty

8 14,7 24,7 30,1 10,3

40 6,8 13,0 15,4 5,7

156 3,7 2,5 6,5 1,6

532 1,2 3,0 5,4 1,1

Diskusia

Aby sme pri vlastnom spracovani chromatogramov vyladili zdroje chyb,
ten isty chromatogram sme vyhodnocovali vidy vSetkymi sposobmi. Zasadny
vyznam pre kvantitativne hodnotenie chromatogramov mé kvalita svetla,
najmé pri farebnych Skvrnach, a séasti aj druh papiera. Jasne to dokazuje
obr. 1. Krivka 1 objektivne registruje homogenitu papierov v prechadzajicom
bielom svetle a jej vplyv na zidznam registraéného pristroja. Krivky 2 a 3
sveddia o rozhodujicom vplyve filtrovaného svetla na kvalitu zdznamu, a to
nielen chromatografickych $kvfn, ale aj &istého papiera. Pravdepodobne sa tu
uplatniuje zniZenie citlivosti vo¢i heterogénnej Struktire pouzitého papiera.
Zo sledovanych chromatografickych papierov sa v tomto smere najlepsie
osveddili SS 2043 Bm a Whatman 3. Studasne tento pokus dokazuje, Ze pre-
chadzajice svetlo mozno za uvedenych predpokladov rovnako dobre pouzit
ako odrazené svetlo.

Na obr. 2 st porovnané zaznamy, ziskané priamym a nepriamym foto-
metrovanim v prechidzajicom a odrazenom svetle. Fotometrické zaznamy
pre rovnaké koncentracie (15 pg), ziskané v prechadzajicom svetle (krivky 1
a 4a), st vysSie nez prislusné krivky, zaregistrované pomocou odrazeného
svetla (krivky 2 a 3a). Stdasne vS8ak déinnejsia filtracia svetla pomocou troch
rovnakych filtrov, ako vyplyva zo zdznamu 4, viedla k vyraznému zlepSeniu
zdkladnej éiary. Naproti tomu pri nepriamej fotometrii v prechidzajicom
svetle zdkladna éiara bola podstatne horSia (krivka I). Napriek niektorym
tvrdeniam o prednostiach vyhodnocovania chromatogramov v odrazenom
svetle naSe vysledky dokazuju, Ze za uvedenych predpokladov mozno dosiahnut
prinajmenSom rovnakd presnost priamou fotometriou v prechadzajicom
svetle. Tymto spdsobom sa naviac zvySuje citlivost stanovenia, ako o tom
svedéia krivky 3b a 4b. Aminokyseliny sme dokédzali e§te v koncentricii
0,5 ug, cukry v koncentracii 1pg. V porovnani s ddajmi literatiry [6, 7]
citlivost opisaného sp6sobu je 5 az 10 nasobne vysSia.
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Kalibraéné zavislosti niektorych aminokyselin v prechadzajicom svetle
boli linedrne iba v intervale 1—10 ug. Vyssie koncentracie (15 pg), najmé
v pripade alaninu, glycinu a kyseliny glutamovej, vykazovali zdpornu od-
chylku od regresnej priamky. Ukazalo sa, Ze prave tieto aminokyseliny davaji
najeitlivej$iu reakeiu s ninhydrinom [8], to znamena, ze pri hornej koncentracii
ich zafarbenie nezodpovedalo Lambert—Beerovmu zdkonu. Cukry v celom
sledovanom intervale vykazuji linedrny priebeh zavislosti medzi ich mnoz-
stvom a fotometrickou hodnotou.

Nepriama fotometria okrem &asovej néroénosti a zdrojov dalsich chyb pri
reprodukeii je naviac obmedzene pouzitelnd pri vyhodnocovani farebnych
§kvin. Poslednd nevyhoda sa vyrazne uplatiiuje najmé v pripade Skvin takych
farieb, na ktoré je film malo citlivy. Napriklad chromatogram aminokyselin
stabilizovany dusiénanom mednatym so zelenym pozadim a s éervenymi
Skvrnami déva tymto spdsobom neuspokojivé vysledky [6]. Naproti tomu
priame fotometrovanie za pouZitia filtra rovnakého odtieria ako pozadie
markantne zvysi kontrast.

Zaregistrované krivky mozno vyhodnotit niekolkymi sposobmi. Z hodnot
uvedenych v tab. 1 jednoznaéne vyplyva, Ze vySsia presnost sa dosiahne pri
merani vySok kriviek. Plati to najmé pre kvalitné chromatogramy s pravidel-
nymi $kvrnami. Presnost vyhodnocovania z plochy jednotlivych kriviek je
vo vSeobecnosti niz$ia a zavisi od pouzitej metédy merania plochy. Z troch
sledovanych spdsobov (viZenie, planimetrovanie a vypoéet plochy trojuhol-
nika) najpresnej§i sa ukdzal posledny. Menej vhodné je zistovanie plochy
vézenim vystrihnutych vin a najhoriie vysledky dévalo planimetrovanie.
Kedze velkost chyby sa zmenSuje s velkostou plochy, citlivejsie pristroje
maji lepSie predpoklady pre kvantitativne vyhodnocovanie.

Z vysledkov Statistického hodnotenia vyplyva, Ze priemerny variaény
koeficient aminokyselin pri priamom merani chromatogramov v prechadza-
jucom filtrovanom svetle sa pohybuje v rozmedzi 1,6—4,2 %, pri ostatnych
v rozmedzi 2,6—5,3 %, Vcelku lepsie vysledky sa dosiahli pri analyzovanych
zmesiach cukrov.

Stahrn

Porovnava sa presnost fotometrickych metéd vyhodnocovania chromato-
gramov priamo z papiera a z negativu v odrazenom a prechddzajicom svetle.
Na meranie sa pouzil registraény mikrofotometer podla Kohla, denzitome-
ter, ktory zhotovil D. Halama, a fotometer vlastnej konstrukcie.

Sledoval sa vplyv kvality chromatografického papiera na zakladni ¢iaru
registraného zdznamu pri prechddzajiicom bielom a filtrovanom svetle.
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Zistilo sa, Ze kvalita papiera pri pouziti dvoch filtrov len mélo vplyva na
nulovi hodnotu zaznamu.

Meranie sa robilo na chromatografovanych zmesiach aminokyselin; resp.
cukrov. Registraéné zaznamy sa vyhodnotili podla vysky a plochy a vysledky
sa Statisticky spracovali. Takmer vo vSetkych pripadoch lepsie vysledky sa
dosiahli pri merani vy$ky vin. Pri priamom vyhodnocovani v prechddzajicom
svetle sa priemerny variaény koeficient pohyboval v rozmedzi 1,6—4,2 9,
pri ostatnych metédach v rozmedzi 2,6—5,3 9%,. V prechddzajicom svetle
sa citlivost oproti ostatnym sposobom zvysila 5—10 nasobne.

CPABHEHHE ®OTOMETPUUYECKON OLEHKN XPOMATOTPAMM
B OTPAKEHHOM U HNPOXOOAIIEM CBETAX

A. Ilpubena

Kageapa xmMuueckoii TexHonorun yriceomoB CioBalKoro noJHTeXHHUCCKOI'O MHCTHTYTA,
Bparucnasa

B paboTe cpaBHMJIACH TOUHOCTL (POTOMETDHYCCKHMX METOJOB ONEHKH XPOMATOTPaMM
npsimo Ha GyMare M M3 HeraTuBa B OTPasKeHHOM M mHpoXojpdmeM cBerax. H uamepeHuio
MPUMEHUJIMCE: PETHCTPAlMOBHLIE MUKpodoToMeTp Ho Hodiy, qeHCHTOMETD KOHCTPYKI|UH
Il. Tanama u oToMeTp cOOCTBEHHOM KOHCTPYKIUH.

Ciepuitoch 3a BIMsHHEM KadecTBa xpoMmaTorpagmueckoif 6ymMarn Ha OCHOBHYIO JIMHHIO
perucTpanMoHHOIl 3aMHCH IpH mpoxofameM OenoM 1 (UILTPOBaHHOM cBerax. Ilokasasioch,
YTO KauyecTBO OyMard IpH NPUMEHCHUHU IBYX (MIBTPOB OKa3hIBACT HE3HAUMTEILHOE BIHMsIHHE
HQ HYJIEBYIO BeJIMUMHY 3aMHCH.

l1amMepeHue IPOBOAMIIOCH HA XPOMATOTpa(upPOBAHHLIX CMECAX aMUHOKMCJIOT MJIM CAXapoB.
PerucTpanuoHHpe 3alMCH OIEHHMBAJIPCh HA OCHOBAHUM BHICOT M IIFIOMAKed M pesynbTaTs
obpaboTanuch craTucTHyecky. ITouTd Bo Beex ciyyasx JTyUumnX pe3dysibTaToB JOCTHIIOCH HPU
H3MepeHHM BLICOTHI BOJIH. Ilpu IpsAMoil oLleHKe B IPOXOJANIEM CBeTe cpejlHee 3iaucHHe
BapuUpYIOIIEro KoaduuuenTta Kouasionercs oT 1,6 o 4,2 9%, y oCTaIBLHLIX MCTOJOB B CMCCAX
ot 2,6 110 5,3 9. B npoxojsmiem cBeTe MOBLICHIIACH TyBCTBHTEILHOCTH B CPABHEHUH C OCTAIb-
HbIMU MeTofaMu B 5—10 pasa.

GEGENUBERSTELLUNG DER PHOTOMETRISCHEN AUSWERTUNG
VON CHROMATOGRAMMEN
IM REFLEKTIERTEN UND DURCHFALLENDEN LICHT

A. Pribela.

Lehrstuhl fiir chemische Technologie der Kohlenhydrate an der Slowakischen
Technischen Hochschule, Bratislava

In der vorliegenden Arbeit wurde die Genauigkeit der photometrischen Methoden der
Auswertung von Chromatogrammen direkt vom Papier und vom Negativ im reflektier-
ten und durchfallenden Licht verglichen. Fir die Messung wurden folgende Gerite
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verwendet: das Registriermikrophotometer nach Kohl, ein von D. Halama angefertig-
tes Densitometer, und ein Photometer eigener Konstruktion.

Es wurde der Einfluss der Qualitét des chromatographischen Papiers auf die Grundlinie
der Registrieraufzeichnung bei durchfallendem weissen und filtrierten Licht untersucht.
Es hat sich gezeigt, dass die Papierqualitéit bei Benutzung von zwei Filtern nur sehr wenig
auf den Nullwert Einfluss nimmt.

Die Messung wurde an chromatographierten Gemischen von Aminoséuren resp.
Zuckern vorgenommen. Die Registrieraufzeichnungen wurden nach der Héhe und Flédche
ausgewertet und die Ergebnisse statistisch verarbeitet. In fast allen Féllen wurden bessere
Ergebnisse bei der Messung der Wellenhohe erzielt. Bei der direkten Auswertung im
durchfallenden Licht bewegte sich der Variationskoeffizient in den Grenzen von 1,6 bis
4,2 9, bei den ubrigen Methoden in den Gemischen von 2,6—5,3 9%,. Im durchfallenden
Licht erhohte sich die Empfindlichkeit gegeniiber den tibrigen Verfahren um das 5 bis
10-fache.
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