PRISPEVOK K TEORII A PRAXI ROZDELOVACEJ CHROMATOGRAFIE

RUDOLF SMRZ
Vyskumny distav agrochemickej technoldgie v Bratislave

I. Odbor chromatografie

V tomto roku si pripominame devitdesiate vyroéie vzniku chromatogra-
fickej metody.

Za devitdesiat rokov svojej existencie sa chromatografia od skromnych
podiatkov kapilarnej analyzy vyvinula v nepostradatelny a obdivuhodny,
pritom v8ak jednoduchy nastroj chemického poznavania prirody.

Metédu a poslanie chromatografie charakterizoval vystiznymi slovami
H. H. Strain [1] takto:

,,=Chromatografickd analyza je zvlast Géinnou metédou pre rozdelovanie
smesi latok a pre izoliciu a identifikiciu jednotlivych sloziek. PretoZe sa roz-
delené latky izolujt bez chemickej zmeny, stala sa chromatografia zakladnym
néstrojom pre vietkych vedcov, ktorych postup do nepreskiimanych oblasti
zavisi od izolacie* a poznania vlastnosti zvlastnych latok.

Tomuto nezmenenému cielu slazi i najmladsi zeleny vyhonok chromato-
grafie, ktory vypudal v poslednom desafrodi, tzv. rozdelovacia chromatografia,
ktora je predmetom naej témy.

I1. Podstata rozdelovacej chromatografic a jej vztah k adsorpénej chromatografii

R. 1941 uverejnili anglicki badatelia A. J. P. Martin a R. L. M. Synge[2]
novy sposob chromatografickej analyzy, ktory nazvali rozdelovacou chromato-
grafiou. Menovani badatelia vypracovali tento sposob predovsetkym pre potre-
by kvalitativneho stanovenia aminokyselin a peptidov (pripadne N-acetylo-
vanych aminokyselin) v smesi, vzniknutej kyslou hydrolyzou bielkovin viny.

Autorom sa podarilo vypracovat novi metédu tak dokonale, Ze vedeli
dokizat v navizke 0,0002 g viny vietky aminokyseliny, ktoré sa v nej vobec
dokazaly.

Ich sposob sa v3ak neobmedzuje na citovany zvlaStny pripad, ale ma
veobecnti platnost a otvira, najmi v podobe tzv. dvojdimenzionalnej rozde-
Tovacej chromatografie na papieri nové perspektivy.

*) Slovo izolécia v pdvodnom texte chyba.
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Na rozdiel od povodnej Cvetovej adsorpénej chromatografie, ktord roz-
deluje smes latok rozpustenych vo vhodne zvolenom rozpustadle na zidklade
roznej adsorpcie na pevnom adsorbente, vyuziva novy spdésob pre rozdelenie
danej smesi rozpustenych latok, rozdielov v hodnote rozdelovacich koeficientov
jednotlivych sloZiek v dvojici nemiesitelnych rozpustadiel, z ktorych jedno sa
pouzije v podobe pevnej fazy, ktord sa vytvori nasiaknutim rozpustadla do
vhodnej adsorpénej latky, akou je napr. silikagél, $krob alebo filtradény papier.

V praktickom usporiadani sa novy spdsob takmer nelisi od klasickej ad-
sorpénej chromatografie, ktord je plodom prenikavého pozorovacieho talentu
a bystrého tisudku vynikajiceho ruského badatela botanika M. S. Cveta [3].
Ako je zname, uverejnil spominany badatel svoju metdédu r. 1906 v krisnej
praci o pigmentoch zelenych listov, ktord presvedéivo ukazala vykonnost
chromatografie, lebo nechemikovi sa tu naraz podarilo oddelit zeleny chlorofyl
od Zltych karotenoidov a nadto rozstiepit chlorofyl na chlorofyl a a chlorofyl b.

V klasickej, ako aj v novej rozdelovacej chromatografii sa vytvori v otvo-
renej, dolu zZenej a ‘vatou uzatvorenej sklenej riurke jemne zrnity chromato-
graficky stlpec, na ktory sa navrchu navrstvi roztok litok, ktoré sa maji
rozdelif, a po vsiaknuti (alebo vtladeni) sa vyvola chromatogra,m premyvanim
vhodnym &istym rozpustadlom.

Zssadny rozdiel spotiva len v tom, 7e stipec adsorpénej chromatografie
pozostiva z Gistého adsorbentu, kym stipec rozdelovacej chromatografie
pozostdva zo stacionadrneho rozpustadla, ktoré je pevne zadrzané, ako sa uz
povedalo, na jemne zrnitom (praskovitom) podklade (napr. silikagéli), ktory
sdm nemd zasahovat do rovnovaznych stavov.

R. 1944 uverejnili R. Consden, A. H. Gordon a A. J. P. Martin [4]
tplne nova modifikaciu rozdelovacej chromatografie, tzv. rozdeloveciu chro-
matografiu na papieri, ktord sa dost nepresne nazyva aj papierovou rozdelo-
vacou chromatografiou.

Tato domyselnd modifikacia pouziva namiesto klasického stipca len pés,
alebo pre dvoj-dimenzionalnu analyzu arch filtra¢ného papiera, ktory je nosi-
telom stacionarneho rozpustadla. Pévodne bola stacionarnym rozpustadlom
vzdy voda, ktora je v papieri normélne pritomn4 ako vlhkostna voda.

V tejto podobe a funkcii bolo pouzitie filtraéného papiera nové, lebo
stardia tzv. ,,kapilarna analyza‘, ktorii pred 90 rokmi vynagiel Schénbein [5]
v Bazileji a prepracoval G 6ppelsréder [6] vo Viedni, zakladala sa na vyluéne
adsorpénych vlastnostiach filtraéného papiera.

Kapildrna analyza, spoéivajiica v nasiavani skiimaného roztoku paskom
alebo krazkom [7] filtra¢ného papiera, bola len rudimentirnou chromatogra-
fickou analyzou, lebo jej chybal, ako v teérii uvidime, najdodlezitejsi princip
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chromatografie, tzv. vyvoldvanie, t. j. premyvanie &istym rozpustadlom.
Tento princip jasne rozpoznal a zaviedol M. S. Cvet.

Coppelsroder ho pouZil len ojedinele na zdokonalenie delenia, neuvedo-
miac si jeho zdsadny vyznam.

Je pouéné a nie bez praktického tzitku sledovat historicky vyvoj chroma-
tografie a prinos jednotlivych bidatelov. Velmi peknu a prehladni Studiu
o tom napisal I. M. Hais [8].

V tejto suvislosti si dovolim kvéli lepsej predstave o vykonnosti a nend-
rotnosti papierovej chromatografie poukdzat len na klasicky jednoduchi
a velmi uZitoéni Rutterovu [9] premenu kapilirnej analyzy na adsorpénid
chromatografickii analyzu, ktord je okrem iného velmi uZito¢nd pri vybere
filtra¢ného papiera pre rozdelovaciu chromatografiu.

Ako je znime, snaZil sa Trey [7] zdokonalit kapildrnu analyzu rovnomer-
nym nasivanim skimaného roztoku z kapilry stredom krazku filtra¢ného
papiera.

Jeho usporiadanie ukazuje obr. 1.

Obr. 1. 1. filtraény papier. 2. drét. Obr. 2.
3. sklené kapilara.

Pri tomto usporiadani dosiahol Trey napr. dost dobré oddelenie Cu-*
a Cd--iénov pre kvalitativne ucely. Bola to vSak stédle len kapildrna analyza.

Treyovu metédu zmenil po 50 rokoch L. Rutter [9] domyselnym sposobom
tym, Ze rozstrihol podla obr. 2a kruhovy filtraény papier (z 9—11 cm) a vznik-
nuty 2—4 mm Siroky sosdk (po eventudlnom skrateni) ohnul kolmo k rovine
papiera. Do stredu kruzku alebo na sosak pod kraZok nanesie kapildrou nie-
kolko ml skimaného roztoku a po vsiaknuti sa kraZzok vlozi podla obr. 2b
medzi dve hrubostenné krystalizaéné misky (bez vylevky), z ktorych spodnd
je naplnend rozpastadlom pre vyvolanie chromatogramu.

Takto dostaneme po uplynuti potrebnej doby (0,5—48 hod.) tplne
reguldrne adsorpéné chromatogramy, ktoré sa hodia i pre kvantitativne prace,
lebo po rozdeleni latok méZeme krizok rozstrihat a Ziadant slozku po vyliho-
vani uréit bud kolorimetricky, bud absorpénou spektralnou analyzou a pod.

199



Adsorpéné chromatogramy obr. 3, 4 ukazuji vykonnost tejto metody,
ktor4 sa hodi najmi pre rychle orientaéné skusky, testovanie papiera pre roz-
delovaciu chromatografiu a vyhladavanie rozpastadiel.
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Obr. 3. Kreslena reprodukcia papiero- Obr. 4. Kreslena reprodukcia papiero-
vého chromatogramu podla L. Ruttera. vého chromatogramu podla L. Ruttera.
Oddelovala sa smes malachitovej zelene Oddelovala sa smes metyloranze, eozinu,
a krystalovej violeti. Filtraény papier diamantfuchsinu a metylénovej modrej.
Schleicher—Schiill, 5892, biela paska. 1. . Filtraény papier Schleicher-—Schiill, 5893,
malachitova zelen. 2. kryStalova violet. | o modra péaska. 1. metyloran#, 2. eozin, 3.

diamantfuchsin, 4. metylénovd modra.

V stdasnej dobe preziva chromatografia, ¢i uz adsorpéns alebo rozdelo-
vacia, pomocou stipca alebo na papieri novt vlnu rozmachu, lebo sa uz neklamne
spoznalo, Ze tato metéda je povoland k tomu, aby pomohla rieSit najmi také
problémy, ktorych jadro spoéiva v rozdeleni a kvantitativhom stanoveni
Struktiirne velmi pribuznych litok v malych, ¢asto len x g mnozstvich. Pomo-
cou rozdelovacej chromatografie sa v poslednych rokoch so znaénym tispechom
riefily mnohé velmi subtilné otazky, akymi st napr. analyza smesi penicilinov
[10], identifikdcia voInych aminokyselin v Zivych bunkéch [11], metabolizmus
DDT u rezistentnych mich [12] a i.

Chromatografia sa stala uz nepostradatelnou pomdckou chemikov. Avsak
dobré a spolahlivé vysledky dava len v rukach skiseného experimentatora
a stdva sa do urcite] miery umenim. To je vyvoj neZiadici, a preto mozno
v poslednom &ase pozorovat prehlbené Stédium zakladnych fyzikilnych
procesov chromatografie.

Pri tejto prileZitosti spominam krasnu kineticka $tddiu R. H. Mullera
a D. L. Cleggovej [13] o rychlosti §irenia kvapalin vo filtraénom papieri.

Témou dnefnej prednaSky nema vSak byt hromadenie jednotlivosti, ale
skor podat pristupnou formou presny vyklad vzniku rozdelovacieho chromato-
gramu podla platnych predstdv a doplnit ho vlastnym pozorovanim. Zda sa
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mi to tym prospeSnejsie, Ze v naSom uZ dost obsiahlom pisomnictve o roz-
delovacej chromatografii boly teoretické podklady dosial podané neuplne.

HI. Teéria rozdelovacej chromatografie

Podla Martina a Syngeho [2, 21] predstavujeme si chromatograficky
stipec rozdeleny na tenké vrstvy, ktoré z analogie k funkeii rektifikaénej kolény
moézeme povazovaf za teoretické poschodia.

V smysle tohto nazerania bude teoretické poschodie definované tak, Ze
koncentricia uvaZovanej latky v mobilnom rozpuastadle optstajicom teoretické
poschodie bude v rovnovahe so strednou koncentraciou litky rozpustenej
v stacionarnej faze.

Pre presnost nazoru.sa odporiaéa predstava o pretriitom posunovani
mobilnej fazy z jedného poschodia do druhého. '

Za predpokladu, Ze diféizia z jedného poschodia do druhého je zanedbatel-
na a Ze rozdelovaci koeficient danej latky nezavisi od koncentracie a od pri-
tomnosti dalsich litok, matematické riéSenie vzniku rozdelovacieho chromato-
gramu je pomerne jednoduché.

Najprv si téelne oznacéime veliéiny, s ktorymi budeme operovat:

h = vyska teoretického poschodia (cm),

A = prierez kolény (cm?),

Ag = prierez stacionarneho rozpustadla,

A;, = prierez mobilného rozptstadla,

= prierez inertného adsorbentu,
(A= As + AL + Ai),
v = objem (ml) mobilného rozpustadla, pouZitého na vyvolanie chroma-

togramu, g rozpustenej latky v 1 ml

stacionarneho rozpuastadla

= i koefici . 3 : 3
o« = rozdelovaci koeficient, t. j P ———— g

mobilného rozpustadla
r = bezné ¢islo teoretického poschodia od vrchu kolény,
Q, = celkové mnostvo latky rozpustenej na r—*°™ poschodi,

V = h (4y, + « Ag) (acelnd definicia).

Predstavme si, Ze sme na prvé poschodie dali prave jednu vahovu jednotku
(napr. 1 mg) rozpustenej litky, ktord potom postupne vymyvame infinitezi-
malnymi objemami dv mobilného rozpustadla.

Po prechode prvého diferencidlu dv ubudne z prvého poschod.la, podiel

(latLy) ktory pribudne na druhé poschodie. To vyplyva z nasledujicej

uvahy:
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Na prvom poschodi je koncentracia rozpustenej latky v mobilnom rozpus-

C stac.’
tadle C, v staciondrnom rozpustadle « . C (v désledku rovnovihy —C——a— = ).

Je teda podiel rozpustenej litky, odchadzajtcej z prvého poschodia:

dv.C - dv Eli
h (AL .C + As .«.C) T "h (A, + «.Ag) TV

v
a podiel ostavajici na prvom poschodi (—V—) Pretoze na prvom poschodi

dv 1 —dv
bolo na zaciatku prave jednotkové mnozstvo latky, vyrazy v @ (—V_m)

stdasne predstavuji absolitne mnoZstvo (vo zvolenych jednotkéch).

Ak pokracujeme analogicky vo vySetrovani zmien pri prechode druhého,
tretieho a n-tého diferenciadlu dv, dostaneme tab. 1, ktora zachycuje rozdelenie
latky na poschodiach.

Tabulka 1
o8
£
:§ Qr ( = mnoZstvo latky na beZnom poschodi r)
ndv| r=1 | 2 | K | 4 | 5 |6
0dv 1mg 0 0 0 0 |0
dv dv
1d - ; bz 4l 0 0 0 0
1 |(1-F) v =
dv\? dvy dv dv\?
2d s —_)— — 0 0 0
Lo (-%) p(-¥)% v) C
dvy3? dv dvy fdvy? dv
3d —_ — —— ) (= — 0 0
7 (-5 3(1-5 )( ) p(-%)(F) (3 )
dv\* dv dvy2 /dv\? dv dv\*
4d — s il s sl e — 0
0-F) BV p0-F).(F) g-9E)
o (-F)" R (-F)"FHIE) -F)(HE) (-F) ()] =

Ako z tabulky vidiet, moZno mnoZstvo chromatografovanej latky obsiahnu-
tej v ktoromkolvek poschodi vyjadrit ako prisluiny élen binomického vyrazu:

[(—5)+ 51"
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Ak teda kolénou prejde n diferencidlov dv mobilného rozpastadla, mnoz-
stvo latky na poschodi (r + 1) je dané rovnicou:

0 =(3) (-5 (B

. dv)n-l‘ (dv)l‘
o (1-5)" - (5

Q1= r!(n—r)! (Ta)*
Pre velké n (velky potet diferencidlov mobilného rozpustadla) je
1/7ndv \r n.dv
o Yo

PretoZe n.dv = v, t. j. objemu mobilného rozpuastadla, pouZitého na
vyvolanie chromatogramu, méZeme pisat:

1 7 \T v
Q1=73r (VV) o (T

Ak budeme uvazovat poschodie dostatoéne shora vzdialené (velké r),
moéZeme pouzit Stirlingovu aproximéciu:

r\r
rl = VQm‘.('e‘)

a rovnicu (III) previest na rovnicu (IV):

1 v\ _ Vv
Qr+1=ﬁ'(w) R &
ktord je dostatoéne prakticka pre vyjadrenie vztahu medzi obsahom uvazo-
vanej latky na r 4 1 poschodi a mnozstvom rozpustadla, pouzitym na vyvolanie
chromatogramu.

*(3) n.n—1).n—2)cuure... (n—r + 1) n!
r)]” r! T rl(n—r)t
**Rovnicu (II) dostaneme z rovnice (Ia). Pre n) ) r plati aproximécie:
n!
m:n.(n—l).(n——?) .......... (n—r+ 1)=nr

a (n—r)=n,
ktoré dosadené do rovnice (Ia) daja:

Qr+1:nT!;( d\) (d\) _*'?1_(71 dv) .(1_4;%)11.

dv .
PretoZe kvocient v 0 moéZeme tieZ pisat:

1 ndv \r 1
Q1= 71 7% ) v av | =
(1 \ dV
1 ndv \r dv.n
- (5—) v
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Nézorne je tento vztah vyjadreny diagramom 1, konStruovanym pre pre-
chod latky poschodim 101. .
Na os tise¢iek sinanesené hodnoty v/V
% a na os poradnic prislusné hodnoty @,o,
5 vyjadrené v percentich jednotkového
mnozstva latky, povodne uvedeného na
™ " .
Y prvé poschodie kolény.
5 J L Ako mozno pozorovat, krivka ma
!
I
|

aror

v

\ vyrazné maximum a je vzhladom na
!

maximum takmer symetricka.
o s %0 T 7o oz Poloha maxima na poschodi r -1

v

\'A
tadlom. Q 101 je priebeZné mnoZstvo ; . . . s
1atky (na poschJodiPIOI)vyjadrenév% vodime zndmym spdésobom, ak deriviciu

celkového mno¥stva privedeného do rovnice (IV) poloZime na roveii nule.

Diagr. 1. Prechod latky poschodim je dana vzfahom r =
101 pri premyvani mobilnym rozpus-

ktory Tahko od-

kol6ny. . "
v objem mobilného rozptitadia Rozhoduje teda o polohe maxima len
v = h(ag, + « Ay

v
podiel v dany vzfahom:

v v

V= n (AL + xAs)

v
V podiele v s vyskytuje len rozdelovaci koeficient « ako jedin4 Speci-

fick4 veli¢ina danej latky.

Pri prechode kolénou sa teda dve latky s rdznymi rozdelovacimi koefi-
cientmi « rozostipia a vytvoria maximé na rozliénych miestach. Pri vzrasta-
jacej dizke drahy, t. j. pri dalsom premyvani sa maxim4 stile viac vzdaluji
od seba, aZ nastane Gplné rozdelenie latok.

v
Z podmienky pre polohu maxima r = — plynie aj hodnota maxima,

ktora je dand formulou: ¥

. v
, vV ktorej r = v -

Qr +{1,max. =
A VQm‘

Odvodens formula hovori nazorne, Ze hodnota maxima je nepriamo
umerna odmocnine z 1, t. j. z beZného disla poschodia, ¢ize vzdialenosti po-
schodia od horného konca koldény.
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Hodnotu maxima pri vzrastajicom r sniZzujeme rozsirovanim pasu okolo

maxima.
Tieto pomery zachycuje diagram 2, ktory ukazuje $truktiru pasov okolo

maxima na poschodi 101 a 201.

%

Receon Boon gl

z - C—"Y A PTGy, PR L
m 80 9C 100 tc 10 130 10 15c 160 170 80 190 200 I'N 220 230

Diagr. 2. Obsah liatky Qr na jednotlivych poschodiach (r) pri maximéch vytvorenych
na poschodi 101 a 201.

Hodnoty Qr boly vypoé&itané z rovnice (IV) pre —t—- = 100 a _\vf_ = 200.

Ostava teraz upozornit este na charakteristicki veli¢inu R, ktord méa znac-
ny vyznam pri identifikdcii latok rozdelovacim chromatogramom.
Veli¢ina R je definovani v chromatografii na stipci ako podiel z drahy

maxima pasu a posunu hladiny mobilného rozpustadla (obr. 5).
a
R = o
a = draha maxima pasu,
b = posun hladiny mobilného rozpustadla, merany v rirke nad hladinou

chromatografického stipca.*

Obr. 5. Chromatograficky stipec. 1. o7

pévodnd hladina mobilného rozpus- 4
b tadla. 2. prvé poschodie stlpca. 3. |
maximum pésa.

bJ

—— e

I

S ) —

Obr. 6. Chromatograficky péas (pa- 4
pierovy). 1. mobilné rozpustadlo. 2.
miesto pévodného nanesenia pasa. 3. ‘J
maximum pasa. 4. ¢elo mobilného roz-
pustadla (pohybuje sa shora nadol).

Shpec

* Ak mobilné rozpustadlo pritekd do chromatografickej rurky z iného zasobnika,
potom treba prepoéitat posun hladiny pre mysleny pripad tak, aby prediZena rarka sama
bola zdasobnikom.

Lo
=)
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V rozdelovacej chromatografii na papieri, vyznatujicej sa tym, Ze chro-
matograficky stipec je nahradeny pasom filtradného papiera, napojenym
staciondrnym rozpistadlom, definujeme analogick hodnotu:

a
RF = 55,

kde a = draha maxima pésu,

kym b’ = draha ¢ela mobilného rozpustadla (obr. 6).

UvaZujme teraz nadalej stlpcovy chromatogram a predpokladajme, ze
sa vytvorilo maximum na poschodi rp,. . Ak je vyska teoretického poschodia
h, vzdialenost (draha) maxima od horného okraja stipca (prvého poschodia)
je dani stéinom:

Thax. D

¥
Na zaklade podmienky o maxime r, . = v plati rovnica:

hr .o = h.—:/? 5 (h.r

max.

L= K.v),
ktora hovori, Ze draha ubehnutd maximom je priamo tumern4 objemu v pouzi-
tého mobilného rozpuastadla.

Podla definicie plati:

R 'z A.h A
= v VT AL + «As ° v)

kde A znadi prierez stipca (t. j. chromatografickej rarky),

Ag znadi prierez staciondrneho rozpustadla,

A,;, znadi prierez mobilného rozpuastadla.

Odvodeny vztah ndm dovoluje z meranych hodnét R vypoditat rozdelo-
vaci koeficient «, lebo z rovnice (V) plynie:

A Ax
®="RAs ~ As"

Predpokladom pre vypodet « je, pravda, znalost prierezov A, Ag a Ay .

Uvedené skutodnosti pouzili Martin a Synge na verifikédciu tedrie roz-
delovacieho chromatogramu. Pripravili kolénu (stipec) o priemere 1 cm a vyske
20 cm, ktora obsahovala pevnu fizu, slozent z 5 g SiO, + 3,3 g H,O a 10 ml
pohyblivej fazy (chloroform s 19, butanolu).

S hustotou 2,3 pre Si0, v silikagéli vypoditame tieto prierezy v stlpei:

inertna faza Sio, A;= 0,11 cm?
stacionarne rozpustadlo H,0 Ag= 0,175 cm?,
mobilné rozpustadlo CHCI, A= 0,50 cm?
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Do kolény uviedli autori nepatrné mnozstvo chloroformového roztoku,
obsahujaceho po 2 mg N-acetyl-1-prolinhydritu a N-acetyl-d, 1-fenylalaninu.
Po vsialknuti roztoku do stipca vyvolali chromatogram chloroformom, obsahu-
jacim 1 obj. 9% n-butylalkoholu, az do Gplného rozdelenia pasov, ktoré boly
viditeInymi, pretoze voda staciondrnej fizy obsahovala stopu indikdtora
(metyloranz).

Na vyvolanom chromatograme vygetrili autori prisluiné R-hodnoty
a z nich vypodéitali podla odvodenej uz formuly:

A AL
e
rozdelovacie koeficienty oboch pouZitych acetylovanych aminokyselin. Takto
ziskané hodnoty rozdelovacich koeficientov porovnali s hodnotami priamo
meranymi.

Vysledky ich porovnani obsahuje tab. 2.

Ako ukazuje tabulka, shoda medzi vypoéitanymi a priamo meranymi
hodnotami rozdelovacich koeficientov je velmi dobra a preukazni pre sprav-
nost podanej teérie rozdelovacieho chromatogramu. '

Tabulka 2
latka R ‘ & (z pohybu pésa) ' & (priamo mer.)
| acetylprolin 0,37 9,4 9,5
aeetylfenylalanin 1,07 1,4 1,3

Martinovi a Syngemu, autorom rozdelovacej chromatografie, podarilo sa
pokrotit este dalej a odvodif z roziirovania péasa N-acetyl-d, 1-valinu pri
pokradujiicom vyvoldvani (pozri diagram 2) i vy¥ku teoretického poschodia
h pri opisanej uz rozdelovacej chromatografii na silikagéli. Nasli v dobrom
priemere prekvapujico nizku hodnotu h = 0,002 cm [21]. Je to neobycajne
zaujimavy nalez, ktory ukazuje vysokd téinnost chromatografickej kolony.
Pre porovnanie treba uviest, Ze najlepsie laboratérne rektifikatné kolény
(typu Podbielniak) maja vysku teoretického poschodia asi 1 cm.

Vratme sa vSak elte na chvilu k otdzke platnosti podanej teérie rozdelo-
vacej chromatografie, lebo nemézeme otakavat, Ze chromatogram bude vidy
tak presne uréeny rozdelovacim koeficientom.

Musime naopak predpokladat, Ze bude dochadzat k superpozicii aéinku
rozdelovacieho koeficientu a adsorpénych vlastnosti ,,inertného‘‘ podkladu.

S vyreénym ddékazom tychto pomerov sme sa stretli pri chromatogra-
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fickom stanoveni y-izoméru v technickom BHC (benzénhexachloride), ktory
obsahuje, ako je zname, tieto hlavné slozky:

« — hexachlércyklohexan
f — hexachlércyklohexan
y — hexachlércyklohexan
8 — hexachlércyklohexan
¢ — hexachléreyklohexin
heptachlércyklohexdn

heptachlérecyklohexan

[ oktachlércyklohexan

coTTTToy
[al =l = s S

. 158° C
.310° C

. 113—114° C
. 138—139° C
.219° C

. 85—86°C
. 1566—157°
. 147—149° C

C

IV. Pomery pri rozdelovacej chromatografickej analyze benzénhexachlo-
ridu (BHOC)

Boli to Ramsay a Patterson [14], ktori r. 1946 s tspechom pouzill
na izoladciu a stanovenie y-izoméru BHC rozdelovaciu chromatografiu, ked
pouzili ako staciondrnu fazu silikagél s priblizne 309, nitrometinu a ako pohyb-
livé rozpustadlo (mobilni fizu) n-hexan nasyteny nitrometanom.

Ich metodu potom prepracovali a zdokonalili Aepli, Munter a Gall [15],
Fuks a Cetverikova [16], Harris [17] (mikrometéda) a neskér Coutier,
André a Prat [18].

Vietei autori zdoraziiovali vyznam kvality SiO, pre presnosf delenia.

Ked sme si sami overili velka zavislost vysledkov od pripravy SiO,,
pojali sme podozrenie, Ze v danom pripade vébec nejde o rozdelovaciu chroma-
tografiu, ale o adsorpéné delenie, pri ktorom sa aktivita SiO, snizuje pridavkom

&

—_— 2y
5

s

00 200 300 <00 S00 600 A0 dco 900 1000 1feo 1220 1300 KGO

—— ml petrolebery

Diagr. 3. Chromatogram technického benzénhexachloridu.
Adsorbent: Si0, + 159, H,0.
Rozpuastadlo: petroléter 50——70° C.
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nitrometanu. V dékaze
nasviak koncom minu-
1ého roku predisli fran-
cuzskiautori Granger
a Zwilling [19], ktori
nahradili nitrometin
vodou (v ktorej st vie-
tky slozky analyzova-
nej smesi prakticky
nerozpustné) a pri
obsahu 15—209, H,0
dostali velmi dobry
chromatogram s rov-
nakym poradim slo-
ziek.



Diagram 3 ukazuje tzv. ,kvapalny chromatogram®, ktory sme dostali
podla Grangera a Zwillinga pomocou stipca zo 60 g SiO, s obsahom 15%, H,0.
Priemer stipca bol 22 m/m a rychlost elicie 6,2 ml petroléteru/1 min. pri
pretlaku 168 mm Hg. Vzorku sme do kolény uviedli v podobe roztoku v 35 ml
petroléteru. Frakcie sme odoberali po 20 ml.

V diagrame st nanesené odparky jednotlivych frakeii v zavislosti od celko-
vého mnozstva eluatu.

Krivka, ktora sme dostali, uddva prechod litok poslednym teoretickym
poschodim kol6ny a javi napadnii shodu s teoretickym tvarom krivky pre rozde-
Iovaci chromatogram.

V dalom priebehu sa nam podarilo objasnit zvlastnu dlohu dvojice
rozpustadiel nitrometan-petroléter, lebo sa ukazalo, Ze poradie rozdelovacich
koeficientov rozdelovanych latok sa presne shoduje s poradim pevnosti adsorp-
cie tychto ldtok na silikagéli (15%, H,0) z petroléterového roztoku. Jasne to
vyplyva z porovnania rozdelovacich koeficientov, uvedenych v tab. 3 s prie-
behom izoteriem v diagrame 4.

Tab. 3. Rozdelovacie koeficienty

x 29°C — C nitrometan

latka pudinisialdnnih et
C petroléter

poradie pri eldcii

heptachléreyklohexén b. t. 85° C — 1
« — hexachlércyklohexdn 6,1 9
y — hexachléreyklohexan 8,2 3
heptachléreyklohexédn b. t. 1567° C 11,5 4
22.3 | ostdva v koléne

& — hexachléreyklohexan

Je teda prirodzené, ze Ram-
say-Pattersonova chromatografic-
k4 analyza BHC bude podla po-
vahy pouzitého SiO, a podla
mnoZstva v lom absorbovaného
CH,;NO, bud prevazne rozdelova-
cim, bud prevazne adsorpénym
procesom. Podobne to bude zaiste
aj v mnohych inych pripadoch.

Pri podrobnejsom skimani
objavime Iahko, Ze rozdelovacia
chromatografia je formdlne len
osobitnym pripadom adsorpéne] —>c=gl

chromatografie. Is)i)agr. 4. O;Ads}c;rgéné izotermy. Adsorbent:
. . 31 4 15 . Rozpustadlo: petroléter
Pre jednoduchost predpokla- z 50~70°"C. Teplota: 22° C. P
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dajme, Ze pri adsorpcénej chromatografii je rovnovaha medzi rozpustenou
latkou a adsorbentom ovlidand jednoduchou izotermou:

X
“——kC,
m

v ktorej x znadi, ako oby¢ajne, mnozstvo danej litky (v gramoch), adsorbo-
vanej na m gramoch adsorbentu, a c¢ je koncentricia litky v roztoku (g/1).
Predpokladana linedrna izoterma je medznym pripadom Freundlichovej
izotermy:
T k.Clm
s exponentom 1/n = 1, alebo vSeobecnejsie Langmuirovej izotermy:

b'e C
™= kTrge
pre velké zriedenie, t.j. C — O a 1 + k,C = 1.

Podiatoénd linedrnost izotermy je v diagrame 4 dobre viditeIns.

Ak odhliadneme od heterogenity tuhej fizy, moézeme si predstavit, Ze-
adsorbovand latka je v adsorbente (ktorého hustota je d) homogénne rozpus-

tend v koncentraecii:
X
C = 5 -1000d {g/1).

Potom v désledku prijatej izotermy plati vztah:

C
C =K.C, éiieT = K,

¢o je uplna analdgia rozdelovacieho koeficientu.

V tomto pripade plati teéria rozdelovacieho chromatogramu bez zmeny
aj pre adsorpény chromatogram, ktorého vznik po prvy raz matematicky
presne (i ked abstraktnejSou formou) objasnil J. N. Wilson r. 1940 |20].

V. Kvantitativne metédy rozdelovacej chromatografie

Zaverom bude prospesné uviest prehlad najdoleZitejsich, pripadne naj-
slubnejsich kvantitativhych metéd rozdelovacej chromatografie, lebo sku-
to¢nosft, Ze mozno analyzovat sloZité smesy nielen kvalitativne, ale aj kvanti--
tativne, nesmierne roziruje uzito¢nost tejto metédy.

Hlavné kvantitativne metédy rozdelovacej chromatografie mozno sosta-
vit do nasledujiceho prehladu:

I. Chromatografia pomocou stipca

1. mechanické rozdelenie stipca,
2. kvapalny chromatogram.
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II. Chromatografio na . papiert
1. meranie transparencie chromatografického pasku,

2. extrakcia Skvrny a mikroanalytické stanovenie oddelenej Iitky,
3. metéda velkosti kvin. ‘

1. Chromatografia pomocow stipca

Ak mo#no na klasickom chromatografickom stipei (adsorpénom alebo
rozdelovacom) dosiahnut dobré rozdelenie latok prakticky bez prechodnych
péasem (frakeii), mo#no tento sposob pouif aj pre kvantitativne stanovenie.

Mozno tu vidésinou pracovat ako makroanalyticky (navizka niekolko
desatin g), tak aj mikroanalyticky (navézka niekolko stotin g). Podla dalsieho
spracovania vyvolaného chromatogramu mo#no rozoznavat:

1. metédu mechanického rozdelenia (rozrezania) chromatografického

stIpca,

2. metodu kvapalného chromatogramu.

Poucdenie o praktickom uskutodtiovani obidvoch metéd najde zdujemca
v struénej, ale velmi dobrej knihe T. J. Williamsa Uvod do chromatografie [21].

V&eobecne sa d4 povedat, e mechanické delenie (rozrezanie) stipca podla
utvorenych pasov mé pre analytické tifely mensi vyznam, lebo vysuSenie
stipca, jeho vysunutie z chromatografickej rirky bez porusenia a rozrezania
st dost obtazné operdicie: '

V pripade, Ze slozky analyzovanej smesi st bezfarbé a bez moznosti
Tahkého odliSenia (fluorescenciou, farebnou reakciou na povrchu stipea a pod.),
nemozno meiédu vébec pouzit.

Naproti tomu je metéda kvapalného chromatogramu vSeobecnd a velmi
pohodlnd. Jej princip spodiva, ako je zhdme, v tom, Ze vyvolany chromato-
gram sa premyva dalej ¢erstvym rozptstadlom, takze dochadza k putovaniu
oddelenych pasov a neskorsie k postupnej elticii jednotlivych sloziek. Ak sa
slozky analyzovanej smesi nelifia charakteristickou farbou alebo ak tmava
farba stipca nedovoluje rozoznaf farebné zény, odobers sa eluit v malych
frakeidch, ktoré vo vzfahu k celkovému objemu eludtu mo#no pokladat za
diferencial. Preskiimanim obsahu jednotlivych frakeii (napr. sériovym stano-
venim odparku) dé sa viéSinou velmi dobre a presne oddelit hladand slozka
analyzovanej smesi. K sebe prindlezajuce frakcie sa-spoja (pomocou rozpusta-
dla) a hladana latka sa stanovi napr. gravimetricky ako odparok.

V pripade, Ze vizuilne rozoznanie jednotlivych frakeii (podla charakte-
ristickych krystalikov odparku a pod.) nie je lahké, obyéajne velmi dobra
sluzbu preukaze diagram (pozri diagram 3), v ktorom sa nanesie na os tsediek
celkovy objem eludtu (ml) a na os poradnic vdha odparku diferencidlnych
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frakecif. Takyto diagram niekedy oznaduje aj chromatogram a poskytujc
velmi jasny obraz dosiahnutého rozdelenia.

Met6da kvapalného chromatogramu s vizualnou kontrolou frakeii (pri-
padne ich odparkov) je velmi rychla a vhodna aj pre sériové analyzy.

I1. Chromatografia na papieri (mikrometédy )
1. Meranie transparencie pasku

R. 1949 uverejnili H. B. Bull, J. W. Hahn a W. H. Baptist [22]
vysledky pokusov kvantitativmeho stanovenia aminokyselin rozdelovacou
chromatografiou na prazku filtraéného papiera.

Aj ked sa pokusy nestretly s iplnym aspechom, spdsob priace menovanych
autorov je viak velmi zaujimavy a moéze sa osved¢it v mnohych inych pripa-
doch.

Autori naniesli mikropipetou napr. 0,0135 ml roztoku, obsahujiceho
mikrogramové mnozstva aminokyselin, na prazok filtradného papiera (Schlei-
cher-Schiill 507), ktory mal rozmery 7,20 mm X 60 cm.

Skvrnu naniesli blizko jedného konca prazku a po jej zaschnuti na vzdu-
chu priebehom asi 48 hodin vyvolali 80%,-nym vodnym fenolom jednodimenzio-
nilny rozdelovaci chromatogram. Po vyvolani chromatogramu oznadili
ceruzkou frontu fenolu, priZok vysusili a oddelené $kvrny aminokyselin sfar-
bili zndmym spdsobom, zahriatim prazku
po predchddzajicom postreku zriedenym
roztokom ninhydrinu.

Suchy prazok napnuli na éierny skleny
line4r s priehladnym paskom uprostred
(8irky 7,2 mm) a posunovali ho pred
osvetlent $trbinu 6 X 5 mm, umiestent
pred fotobunkou.

Transparenciu merali vZdy po 5 mm
posuvoch a takto premerali celd plochu
pasku s vynimkou 0,6 mm pozdlz oboch
hran. Pred $trbinou umiestili svetelny filter
s maximom priepustnosti pri 570 m u.

Percentudlnu transparenciu vypo-

——— cm
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& §8 38
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I
¢itali ako podiel (TO_) 100, kde I je inten-

Diagr. 5. Krivka optickej priepust-
nosti rozdelovacieho papierového
chromatogramu smesi aminokyselin.
Smes obsahovala po 3,38 ug z kaZdej
aminokyseliny. Prevzaté z [22].

212

zita lada, ktory presiel chromatogramom,
a To intenzita 14da, ktory presiel paskom
papiera, s ktorym vykonali vSetky opera-
cie, s vynimkou aplikdcie aminokyselin.



Z nameranych hodnét sostrojili autori diagram 5, v ktorom na os poradnic na-
niesli log. percentualnej transparencie a na os use¢iek prislusné vzdialenosti na
pasku, vyjadrené v hodnotach Ry.

Plocha obmedzena ziskanou krivkou a priamkou pre 1009,-nd prie-
pustnost sa pre jednotlivé aminokyseliny planimetrovala a jej porovnanim
8 plochou, ziskanou pre znime mnozstva danej aminokyseliny, naslo sa mnoz-
stvo tejto latky v analyzovane] vzorke.

Autorom sa podarilo stanovit v smesi cely rad aminokyselin (v mnozstvach
0,67—13,5 ug) s priemernou chybou + 8,829%,. To je vzhladom na obtaznost
ulohy pozoruhodny vysledok.

V tejto suvislosti treba este upozornit na pozorovanie R. H. Miillera
a D. L. Cleggovej [13], Ze stanovenie reflektovaného podielu svetla je pre
kvantitativne 0i¢ely nevhodné, lebo tato veli¢ina nie je v jednoduchom vztahu
k mnozstvu latky v Skvrne.

2. Extrakcia Skvrny a mikrochemické stanovenie latky

Vseobecnym pripadom kvantitativne] metédy papierovej chromatografie
je extrakcia latky z chromatogramu a jej dalie mikrochemické stanovenie.

Bolo to opat v odbore aminokyselin, kde sa vyskasaly najvhodnejsie
metody.

A. Polson, V. M. Mosley a R. W. G. Wyckoff [23] extrahovali
acetonom Skvrny aminokyselin (sfarbené ninhydrinom) a aminokyseliny sta-
novili v extrakte mikrokolorimetricky.

Int cestu zvolili A. J. P. Martin a R. Mittelmann [4], ako aj
T. S. G. Jones [23], ktori fixovali aminokyseliny na papieri v podobe
komplexnych mednatych soli, ktorych mnoZstvo urdili po extrakeii polarogra-
fickym stanovenim Cu. ' '

3. Metédda velkosti $kvin

Osobitnti zmienku zasluhuje aj elegantny spdsob kvantitativneho stano-
venia latky z velkosti Skvrny podla R. B. Flshera, D. S. Parsonsa
a G. A. Morrisona [24] .

Metdda sa zakladd na pozorovani, ze sa velkost $kvrny pri rovnakom
vyvolani chromatogramu pravidelne zmenSuje s klesajicou koncentriciou
latky v p6vodne nanesenej £kvrne. ;

Planimetrovana velkost $kvrny je vzna¢nom rozsahu priamo imern4 log.
obsahu latky v S8kvrne a z ciachovacej priamky mozno Iahko nijst neznamu
koncentraciu latky.

Autorom sa zatial podarilo dokazaf zmieneny linearny vzfah pre jedno-
dimenziondlne rozdelovacie chromatogramy niektorych aminokyselin a nie-
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ktoryeh cukrov. Publikované boly velmi slubné vysledky, ktoré sa dosiahly
s glycinom, alaninom; kyselinou glutaminovou, arabindzou a xylézou v rozsa-
hu 0,3—3 ug. Skvrny aminokyselin sa farbily znimym sp6sobom pomocou
ninhydrinu, kym $kvrny aldopentéz pomocou amoniakilneho A,NO;.
Je oprivnend domnienka, Ze uv edenu metddu bude mozné pouzit aj v mno-
hych inych prlpadoch
Sihrn

1. Autor opisuje podstatu rozdelovacej chromatografie ‘a jej vztah
k a,dsorpénej chromatografii. :
2. Odporacéa Rutterovu adsorpénit chromatograflu (organickych farbiv)

na papieri ako vhodnd met6édu na vyber papiera pre rozdelovaciu chromato-
grafiu. »

3. V rozvedenej forme podava tedriu rozdelovacej chromatografie podla
A. I. P. Martina a A. L. M. Syngeho.

4. Na priklade rozdelovacej a adsorpénej chromatografickej analyzy
technického benzénhexachloridu (BHC) dokézal, Ze medzi oboma spésobmi
chromatografie existujit rézne stupne prechodu.

5. Poukazal, %e rozdelovacia chromatografia je formélne osobitnym pri-
padom adsorpénej chromatografie ovladanej adsorpénou izotermou:

i=:K(:l/“
m

s hodnotou exponenta 1/n = 1.
6. Podal prehlad kvantitativnych metéd rozdelovacej chromatografie.

K TEOPUH U NPAKTHUKE PACHPEIEJIMTEJbHON XPOMATOTPA®HH

PYOOJIb® CMPX
Huctutyr azpoxumudeckol rexnoasoeuu. Bparucaasa
Brrsogu
ABTOp OIHCHIBaeT CYIIHOCT> DAaCNpefeJIMTEJibHOH XpomaTorpaduH H ee OTHOLUIe-
e K ancopﬁuuouﬂou XpoMarorpagu.

2. OH peKOMeHayeT ajfCOPGLUHOHHVIO XpoMaTtorpaHi (GpraHHYeCKHX Kpacme.neu) Pyr-
Tepa Ha Gymare Kak ynoGHBI meron BhGOpa Gymard [Jsi paclpedeNHTeIbHOH XpoMaro-
rpagHH.

3. Jlana Teopus pacnpejenHTcabHOi xpomatorpaduu no A. W. I Mapruny u P.
JI. M. CuHre.

4, Ha npumepe pacnpegesiuTesqbHOrO H aJCOPOLHOHHOrO XpPOMAaTo-rpaHYecKoro dHa-
JI132 TEXHMYECKOro rekcaxJop HHkjaorekcana (BMC) nokazaHO, YyTO HMEKOTCH PasHble CTe-
MeHH nepexona Mexay ofonMu cnocobaMu XpomaTorpadHi.

5. ABTOp mMOKa3aj, uTO pacnpeieNdTe/bHas XpomalorpadHs ssasercd (GOpMaTbHO
OTAEJbHEIM CJIyuaem a,vxcop6u:uomlon XxpoMaTorpad s, KOTOPYIO BHPaXalOT H30TEPMbl an-
COpOUHH:

X 1/n
ks K.c
C BeJMYMHOW MOKasaTeneir 1/m ==], .
6. dau 0630p KOJHMYECTBEHHBIX METOZOB pacnpeieiTesbHOH XpomarorpaguH.
Hoayueno 6 peCakyuu 18-z0 cenrabpa 1952 e.
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BEITRAG ZUR THEORIE UND PRAXIS DER VERTEILUNGSCHROMATOGRAPHIE

RUDOLF SMRZ
Forschungsinstitut fiir agrochemische Technologie in Bratislava

Zusammenfassung

1. Der Autor beschreibt das Prinzip der Verteilungschromatographie und ihre
Beziehung zur Adsorptionschromatographie.

2. Er empfiehlt Rutters Adsorptionschromatographie (von organischen Farbstoffen)
auf Papier als geeignete Methode zur Auswahl des Papiers fiir die Verteilungschromato-

raphie.
gep 3. In ausfiihrlicher Form gibt er die Theorie der Verteilungschromatographie nach
A. 8. P. Martin und R. L. M. Synge.

4. Am Beispiel der verteilungs- und adsorptionschromatographischen Analyse von
technischemm Benzolhexachlorid (BHC) bewies er, dass zwischen den beiden chromato-
graphischen Methoden verschiedene Ubergangsstufen existieren.

5. Weiter zeigte er, dass die Verteilungschromatographie formell einen speziellen
Fall der Adsorptionschromatographie darstellt, wenn letztere durch die Adsorptionsiso-
therme

L
m
mit dem Wert des Exponenten 1/n = 1 beherrscht wird.

6. Schliesslich gab er eine Ubersicht der quantitativen Methoden der Verteilungs-
chromatographie.

In die Redaktion eingelangt den 18. IX. 1952
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