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Stanoveni aromatickych latek rozdélenych chromatografii na papiru
a na tenké vrstvé*

J. FRANC, M. HAJKOVA, V. JEHLICKA

Vyjzkumny Wstav organickiyjch syntéz, Pardubice-Rybitvi

Na nafem pracovi§ti zabyvali jsme se né&kolika zplisoby vyhodnocovani
papirovych chromatogrami.

Prvni z nich bylo pouhé kvalitativni a semikvantitativni posuzovani veli-
kosti skvrn, a to dvojim zptisobem. Prvy zptsob se tykal hodnoceni obsahu
p-toluyldtu methylnatého v dimethyltereftalatu [1], kde mnozZstvi naniSené
na papir bylo voleno tak, aby povoleny obsah p-toluylatu odpovidal slabé
skvrné. Bylo tedy provadéno hodnoceni jen z hlediska obsahu hraniéni kon-
centrace. Druhého semikvantitativniho zptsobu, zaloZeného na srovnavani
vzorku se soucasné nanesenou koncentraéni hraniei, jsme pouzili pro stanoveni
malych mnozstvi fenold [2] a kaprolaktamu [3]. Podle naSich zkuSenosti lze
tohoto zpisobu pouzit pouze tam, kde se zjistuji mala mnoZstvi neéistot v hlav-
nim produktu, maximalné do 0,5 9,, pii ¢emz piesnost stanoveni je asi + 0,05
% absol.

Prvnim stupném objektivniho vyhodnocovani obsahu sloZek vyskytujicich
se jako slozky hlavni bylo fotometrovani chromatogram in situ na Pulfrichové
fotometru opatfeném zvlastnim nastavcem s posuvnym zafizenim. Timto
zpusobem bylo tieba postupné fotometrovat skvrnu jakoby opticky rozieza-
nou na prouzky 20 mm dlouhé a 1 mm §iroké. Fotometrovani se déje obvyklym
zpusobem. Ze ziskanych extinkei nalezejicich ke kazdému prouzku se sestroji
kiivka, jejiz plocha odpovida koncentraci. Vzhledem k tomu, Ze ke vzorku
(nebo jejich fadé) je tieba vidy proméiit je$té standardni stupnici, je tento
zplisob ¢asové velmi ndroény. Nutno vSak podotknout, Ze zplsob neni pro
vSechny druhy skvrn vhodny. Napt. timto zpisobem [4] jsme stanovili vedle
sebe kyselinu 2-nitrotereftalovou a 5-nitroisoftalovou po redukei s SnCl, a po-
sttikem Ehrlichovym &inidlem (oranZové Zluté skvrny), a to se statisticky
zji§ténym variaénim koeficientem v = 2,9 9,. Naproti tomu, jestlize jsme foto-
metrovali timto zpisobem hnédoderné skvrny po postiiku thiosemikarbazont
ketond a aldehydd dusiénanem st¥ibrnym, nedoséhli jsme uspokojivych vy-
sledki.

Dalsi zptsob, ktery se nam osvédéil, je titrace sloZek vystiizenych z chroma-
tografického papiru. V pokusné &asti je popsan postup, jak byly timto zpiso-
bem stanoveny kyselina tereftalovd, p-toluylovd, ftalova, benzoova, trimesi-
nové a monomethyltereftaldt. K titraci nutno pouzit Gorbachovy byrety

* Prednesené na Semindri o kvantitativnych metédach v chromatografii na papieri
v Bratislave 25. aprila 1963.
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Obr. 1. Polarografické kiivky kyseliny 3-nitroftalové samotné a za pritomnosti drté

z chromatografického papiru.

s celkovym objemem 200 pl a s moznosti odéitat 1 pl. Pii
pedlivé provedené titraci lze dosahnout dobrych vysledki.
Variaéni koeficient zjistény ze 100 pokusi byl v popsaném
pripads 2,8 9%,

Pro nékteré priznivé piipady (nitrolatky) byla vyzkou-
Sena i polarografie. Zde vSak nutno vidy vypracovat vhod-
ny postup eluce, a to proto, Ze pritomnost papirové drté
zpusobuje nepravidelné odtrhavani rtutové kapky a tim
i poruchy pri polarografii, které jsou takového razu, Ze
ziskané ktivky jsou nepouzitelné (obr. 1). Proto pro nékte-
ré pripady je lépe pouzit extraktoru skvrn, jak je znd-
zornén na obr. 2. V zadném ptipadé nelze chromatografic-
ky papir vkladat do polarografické nadobky. Naproti tomu
se ukazalo, Ze skvrny z chromatografického déleni na ten-
kych vrstvach kysliéniku hlinitého lze polarografova,t;, aniz
by se kysliénik hlinity musel odstrainiovat. Jestlize byla
statisticky hodnocena chyba stanoveni v pfipadé nitroan-
trachinont, ukazalo se, Ze pfesnost je mensi nez v piredcha-
zejicich pripadech, nebot variaéni koeficient je v = 4,8 9.

Obr. 2. Extraktor na eluci chromatografickych skvrn (chladié, ke-
limek s fritou, ndstavec, baika s rozpoustédlem).
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V posledni dobé bylo t¥eba i kvantitativné hodnotit smési latek délenych na
tenké vrstvé kysliéniku hlinitého (aminoantrachinony, viz pokusnou &ast).
Pro tento pripad jsme pouzili automatického vyhodnocovade papirovych
chromatogramt ERI-10, ktery pracuje s chromatogramy ve vodorovné poloze,
takzs lzs k vyhodnocovani pouzit i volné sypanych vrstev. Kromé toho mize
pracovat jak v prochdzejicim, tak v odraZeném svétle. Jistym nedostatkem
je vybér pouze tii barevnych filtrii. Jako v jinych pripadech je pfesnost stano-
veni zavisld na tom, jaké je déleni mezi jednotlivymi slozkami, jaké je zabar-
veniskvrn a do jaké miry se narusi povrch vrstvy bud vyvijecim rozpoustédlem,
nebo pti posttiku detekénim dinidlem. Jak vypadéd zdznam déleni aminoantra-
chinonti, je zndzornéno na obr. 3. Je tieba podotknout, Ze ptistroj ERI-10 ma

Obr. 3. Chromatograficky zdznam ami-
noantrachinonia délenych na tenké
vrstvé kysliéniku hlinitého a zazna-
menany automatickym fotometrem
ERI-10.

soudasné integraéni zalizeni a Ze zdznam kiivek trva pouze 2 1/2 minuty.
Uvazime-li znaénou rychlost chromatografie na tenkych vrstvach, je kombina-
ce s automatickym vyhodnocovadem velmi vyhodnd. Pfesnost stanoveni je
viak zavisld na rtznych uvedenych faktorech a je v ptipadé déleni 1-amino-
antrachinonu, 1,5-diaminoantrachinonu a 1,8-diaminoantrachinonu » = 6,09,
{hodnoceno z 33 méfeni).

Experimentalni éast

Titraéni stanovent aromatickych kyselin

K dobrému rozdéleni aromatickych kyselin 1ze pouzit pouze papiru Schleicher & Schiill
2045 bg; jejich 2,5 9, pyridinovy roztok se nanese piesnd v mnozstvi 3—10 pl. Vyviji se
nejlépe pies noc (16 hodin) v systému rozpoustédel butanol—ethanol—pyridin—voda
(3:1 1 1). Po vyjmuti z chromatografické komory se chromatogram nechd 3 hodiny
susit na vzduchu (aby vytékal pyridin) a pak se stfikd vodnym, za studena nasycenym
roztokem 2,6-dichlorfenolindofenolu. Kyseliny se objevi jako ruZové skvrny na modrém
pozadi. Z chromatogramu se vystfihaji stejnd velkd politka, ve kterych jsou prislusné
skvrny, rozstfihaji se na malé prouzky a vlozi se do 10 ml Erlenmeyerovy baiiky. Soudas-
né se vystfihne stejné velké poli¢ko bez kyselin (slepy pokus). Do Erlenmeyerovy banky
se pomoci Gorbachovy byrety piidé 200 pl 0,05 N-NaOH, pak 2 ml vody a zahteje se asi
10 minut na 60 °C za ob¢asného mirného protfepéni. Po ochlazeni se titruje Gorbachovou
byretou s 0,05 N-HCI. Jako indikétor slouzi 2,6-dichlorfenolindofenol obsazeny v chroma-



togramu; pouze pied koncem titrace ptiddme jesté jednu kapku tohoto indikdtoru. Pii
vypoétu se pl spotiebovaného rozdilu 0,05 N roztokd ndsobi faktorem zjiSténym po pro-
vedeni stejného postupu se standardnimi ldtkami. Hodnoty Ry délenych kyselin jsou

v tab. 1.

Nitroantrachinony a dinitroantrachinony se chromatografuji na papife Schleicher &
Schiill 2045/A. impregnovaném 30 9, dimethylformamidem metodou na preteteni smési
cyklohexan—pyridin (25 : 5). Vzorky se rozpusti v dimethylformamidu. Po uschnutf
chromatogramu se skvrny (které jsou v UF-svétle tmavé) vystiikaji a eluuji ve zkumavkdch
2,5 ml dimethylformamidem pies noc. Druhy den se pfipipetuje 2,5 ml pufru (0,02 m
kyselina octové—octan sodny, t. j. 3 ml kyseliny octové + 6,8 g octanu sodného do 250 ml
dimethylformamidu), protiepe se a probubléd dusikem a polarografuje pfi citlivosti s
1/5. Polarogramy 1,5-diaminoantrachinont a 1,8-diaminoantrachinoni pro rozmezi

20—80 pg

din
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Tabulka 1

Hodnoty Rp kyselin benzenkarbonovych
Soustava butanol—ethanol—pyridin—voda (3:1:1 1);
Schleicher & Schiill 2045 bgl, ¢t = 20 °C

Kyselina Rp
benzoova 0,58
p-toluylova 0,61
monomethyltereftalat 0,45
ftalova 0,30
tereftalové 0,15
trimesinové 0,06

Polarografické stanoveni dinitroantrachinoni

jsou na obr. 4.
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Obr. 4. Polarogram z chromatogrami eluovanych 1,5-dinitroantrachinont a 1,8-dinitroan-
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trachinont pro koncentrace 20, 40, 60 a 80 pg.
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Stanoveni aminoantrachinons automatickym pristrojem ERI-10

Aminoantrachinony & diaminoantrachinony se chromatografuji na vrstvé kysliéniku
hlinitého smési cyklohexan—ether. Vzorky se rozpusti v dimethylformamidu, a to na
0,04 9, roztok. Po naneseni 0,02 ml na vrstvu kysli¢niku hlinitého se kysli¢nik ponechd
16 hodin na vzduchu. Po rozdéleni se nechd rozpoustédlo odt8kat a intenzita skvrn se

vy

proméii na piistroji ERI-10 (extinkéni registraéni pristroj s integrdtorem, Zeiss, Jena)
za pouziti zlutozeleného filtru; Rp l-aminoantrachinonu 0,74, 1,5-diaminoantrachinonu
0,50 a 1,8-diaminoantrachinonu 0,40.

Diskuse

Pri hodnoceni tohoto vybéru kvantitativnich metod chromatografie na pa-
piru a chromatografie na tenké vrstvé mozno uédinit nékolik zavéri.

Predné jde-li o stopové nebo v malém mnozstvi (do 0,5 9,) se vyskytujici
nedistoty, vystadime se semikvantitativnim vyhodnocenim, které je samoziej-
mé zatiZeno pomérné vysokou relativni chybou (10—15 9,). Ale vzhledem
k malé koncentraci stanovené slozky byva absolutni chyba pfijatelna.

Fotometrie na Pulfrichové fotometru je v mnoha ptipadech znaéné presnd
(v = 2,9 %), nevyhodou v8ak je jeji pomérnd zdlouhavost, kterou moZno
odstranit pouzitim automaticky vyhodnocujicich p¥istroja.

Titraéni metody jsou rovnéz velmi presné (v = 2,8 9%, v piripadé déleni
aromatickych kyselin), nelze se v8ak obejit bez specidlniho titraéniho zafizeni,
t. j. Gorbachovy byrety. Téchto byret je vSak zapotiebi vice kust, jednak pro
nanaseni, jednak pro zpétnou titraci. Také samo provedeni titrace vyzaduje
jistou zruénost, uvazime-li, Ze se titruji mnozstvi fadové v 10 pg.

Polarografie byva ztiZena nékdy tim, Ze ne vidycky je vhodné rozpoustédlo
eluujici slozku z papiru vhodnym polarografickym prostiedim. Presto lze i zde
v mnohych piipadech dosdhnout prijatelné presnosti (v = 4,8 %,).

Z hlediska provoznich potieb zda se velmi vyhodné automatické vyhodno-
ceni chromatogramu se soudasné integrujicim zafizenim. I kdyZ chyba v uva-
déném piikladé aminoantrachinond je pomérng velikd (v = 6,0 %), je to
prevazné zpusobeno nerovnomérnosti nulové linie a omezenou délkou chroma-
togramu. Povrch kysliéniku hlinitého se mirné poruSuje vzlinajicim rozpou-
Stédlem a tim dochédzi i k nepravidelnému odraZeni svételné energie. Pri foto-
metrickom vyhodnoceni, at jiZz na Pulfrichové fotometru, nebo na automatic-
kém piistroji, nutno dbat toho, aby bylo k déleni nanaSeno miniméalni mnozstvi
vzorku, nebot jinak dochdzi ke znaénym odchylkdim od Lambert—Beerova
zakona a tim k sniZeni pfesnosti stanoveni.

Zavérem lze Yici, Ze kvantitativni metody chromatografie na papiru i chro-
matografie na tenkych vrstvich se budou podle nasich zkusSenosti pohybovat
v rozmezi standardni chyby 3—6 9,, coz je pfesnost, se kterou se obvykle
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setkdavame téZ u plynové chromatografie. Pouze ve vyjimeénych, zvlast ptizni-
vych pripadech bude u organickych latek mozno dosahnout vétsi presnosti.
Domnivame se rovnéz, Ze nelze davat prednost té které metodé, nebot jeji vybér
se Tidi mnoha faktory zahrnujicimi déleni, detekci, eluci, dobu pot¥ebnou
k vyhodnoceni a pozadavek piesnosti.

Lze tedy chromatografii na papiru i chromatografii na tenkych vrstvich
pokladat za vhodnou metodu pro stanoveni slozek smési, i kdyz jeji piesnost
nedosahuje presnosti nékterych klasickych analytickych metod.

Souhrn

Pii kvantitativnim vyhodnocovani chromatograma raznych aromatickych
latek na papiru nebo na tenké vrstvé jsme pouzili nékolik zpisobt a porovna-
vali jejich presnost na zakladé variaéniho koeficientu (v).

Vizualni hodnoceni, provadéné metodou hraniéniho ziedéni nebo porovna-
vanim se zndmymi koncentracemi latek v standardni smési, je zatiZeno znaénou
chybou (v=10 — 50 9%,). Tato semikvantitativni metoda je v8ak pouzitelna
pro zjistovani malého mnoZstvi (do 0,5 9,) neéistot v hlavnim produktu.

Pomérné velmi pfesnych vysiedkd bylo dosazeno (v = 2,9 %,) fotometrova-
nim skvrn aromatickych nitrokyselin po provedené barevné detekei in situ
s pomoci upraveného Pulfrichova fotometru a mikrotitraci eludtd aromatickych
kyselin s pomoci Gorbachovy byrety (v = 2,8 9%,).

Polarografického stanoveni v eluatech skvrn chromatogramu bylo pouZito
u aminoantrachinont (v = 4,8 %).

Nejrychlejsi metodou byla chromatografie aminoantrachinont na tenké
vrstvé kysliéniku hlinitého s nasledujicim méfenim chromatogrami s pomoci
denzitometru ERI-10 (Zeiss, Jena), i kdy# dosihnut4 presnost byla mensi
(v =16 %).

Tyto metody byly s Gspéchem pouzity p¥i laboratorni praci a pfi analyzich
pramyslovych surovin a vyrobki.

ONNPEOEJIE HIIE APOMATHYECKNX BEIMECTB PA3JEJEHHBIX
XPOMATOTPA®UEN HA BYMATE U HA TOHKOM CJIOE

fI. ®pannu, M. l'aiirora, B. Eranuxka
HccnegoBaTenbckuii AECTATYT OPTaBAYECKAX CHHETE30B, Ilapaybunc-Puburem
Ilpm KonmmYecTBeHHOH ONEHKEe XPOMATOTPAMM pAa3IHYHEIX APOMATHYECKMX BeIUECTB

Ha Oymare mylg Ha TOHKOM CJIO€ MBI IPEMEHIJIE HECKOJIBKO CIOCO00B M CPaBHEJM HX TOY-
HOCTh HA OCHOBAHMH BapHANEOHHOTO KOI(HUMeHTa (V).
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Busyanpmas oleHKa, OpOBeAeHHAS METOJOM MUHMMAJIBHBIX OOHAapYKMBaEMBIX KOJH-
4eCTB WJIM CPaBHEHMEM C U3BECTHBIMM KOHIEHTDAIMAMM BellleCTB B CTaHJapTHOH cmecH,
HogBep;keHa oveHb Gouibiuoil omubke (v = 10—50 9,). ITOT MOAyKONUYeCTBEHHLIH MeTOI
IpUMEeHUM @pH oIpejeleBMM He3HAUUWTeILHOro Kosamvecrsa (xo 0,5 %) sarpsasHenui
B I[VIABHOM IPOJYKTe.

CpaBHUTeJILHO XOPOIIMX pe3yabTaTOB HOCTHrIoch (v = 2,9 %,) ompenesieHMeM NATEH
apOMATHYCCKHX HMTPOKMCJIOT IHOCJIe HPOABIEHUs OKPACKH METOAOM HpAMOro (oToMeTpH-
POBaHHA C IIOMOINBIO, K 3TOH Henm mpucnocobierHoro goromerpa Ilynpppuxa m MuKpo-
TUTPOBAHHEM 3JII0aTa APOMATHYECKHUX KUCJIOT NpuMeHeHUEM OlopeTku I'opbaxa (v = 2,8 %).

Monsaporpaguyeckuit Meroy OLUI NpUMCHEH NJs OINpENENICHAS AMUHOAHTPAXUHOHA
mociie 3J1K0AIMKM NATeH Xpomatorpamm (v = 4,8 %).

BricTpeifiuuM MeToJOM OKasajack Xpomarorpadus aMMHOAHTPAXMHOHA HA TOHKOM
cjloe OKHMCH aJIOMHHHSA C IOCHeLyIONMM M3MepeHHeM XPOMAaTOrpaMM ¢ IIOMOIUBIO AeHCHUTO-
merpa ERI-10 (Ieiicc, Mena), xoTsa mosyyeHHass TOYHOCTH OKa3ajlack MeHbIueil (v = 6 9).

IlpuBemeHHbIe METOABI C YCIIeXOM NPEMEHMJIMCH IpH JabopaTOpHLIX paboTax M Ipu
aBaJM3aX MPOMBIIIJIEHHOTO CHIPhA U IPOXYKTOB.

BESTIMMUNG DER DURCH PAPIERCHROMATOGRAPHIE UND
DUNNSCHICHT-CHROMATOGRAPHIE GETRENNTEN AROMATISCHEN
STOFFE

J. Franc, M. Hdajkové, V. Jehli¢ka

Forschungsinstitut fur organische Synthesen, Pardubice-RyBitvi

Bei der quantitativen Auswertung der Chromatogramme verschiedener aromatischer
Stoffe auf Papier oder auf der Dinnschicht haben die Autoren einige Verfahren an-
gewandt und deren Genauigkeit auf der Grundlage des Variationskoeffizienten (v) ver-
glichen.

Eine visuelle Bewertung, die mittels der Methode der Grenzverdiinnung oder durch
einen Vergleich mit bekannten Konzentrationen der Stoffe in einem Standardgemisch
durchgefithrt wird, ist mit einem betréchtlichen Fehler belastet (v = 10—50 9%). Diese:
semiquantitative Methode ist jedoch fiir die Feststellung einer kleinen Menge (bis 0,5 9%)
von Verunreinigungen im Hauptprodukt brauchbar.

Verhiltnismiéssig sehr genaue Ergebnisse (v = 2,9 %) wurden durch das Photometrie-
ren der Flecke aromatischer Nitrosduren nach einer durchgefiithrten farbigen Sichtbar-
machung in situ mit Hilfe des Pulfrichschen Photometers und durch Mikrotitration der
Eluate der aromatischen Siuren mittels der Gorbachschen Biirette (v = 2,8 9,) erzielt.

Die polarographische Bestimmung in den Eluaten der Flecke der Chromatogramme
wurde bei den Aminoanthrachinonen (v = 4,8 9,) angewandt.

Die rascheste Methode war die Chromatographie der Aminoanthrachinone auf der
Diinnschicht aus Aluminiumoxyd mit einer anschliessenden Messung der Chromatogram-
me unter Verwendung des Densitometers ERI-10 (Zeiss, Jena), auch wenn die erzielte
Genauigkeit eine geringere war (v = 6 %).

Diese Methoden wurden bei der Laboratoriumsarbeit und bei Analysen von Industrie-
rohstoffen und Erzeugnissen mit Erfolg benutzt.



Stanoveni aromatickych litek 549
LITERATURA

1. Franc J., Chem. listy 52, 2004 (1958); Collection 24, 310 (1959).
2. Franc J., Chem. listy 52, 55 (1958); Collection 23, 1231 (1958).

3. Franc J., Chem. listy 50, 1246 (1956); Collection 22, 218 (1957).
4. Franc J., Chem. listy 51, 2041 (1957); Collection 23, 655 (1958).

Do redakcie doslo 28. 4. 1963

Adresa autori:
Ing. Jaroslav Franc, Marie Hdjkovd, Viadimir Jehliéka, Vyzkumny stav orga-
nickych syntéz, Pardubice- Rybitvi.



