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Vyvoj biochémie v minulom storoéi a v prvych desatro¢iach tohto storoéia
bol zna¢ne zdriovany nedostatkom Specidlnych biochemicko-analytickych
a prepara¢nych metéd. Nebola k dispozicii metéda, ktord by dovolovala sle-
dovat pri metabolizme pohyb gamovych mnoZstiev latok dasto Struktirne
velmi blizkych, a tak sa biochémia v tejto dobe zaoberala prevazne statickou
castou. Az zavedenie biochemickych metéd, z ktorych azda najpodstatnejsou
mierou sa uplatnili metédy chromatografické, spésobilo prudky a nedakany
rast biochémie. Po druhej svetovej vojne najvacsi podiel na tomto vyvoji ms
chromatografia a elektroforéza na papieri; moznosti oboch tychto metod sa
v poslednom case este zvysili spojenim s metédou pouZitia radicaktivnych izo-
topov. Tato papierovad chromatografia a papierova elektroforéza radioaktiv-
nych latok zacina dnes tvorit zaklad akejkolvek biochemickej price a o nie-
kolko rokov stane sa zaiste najbeznejSou biochemickou technikou.

Vyznam chromatografickych met6d pre biochémiu som zdéraznil preto, Ze
tu tieto metédy vznikli a eSte dnes st stdle najrozsirenejSie v biochemickych
laboratéridch. Ich pouzitie sa v8ak neobmedzuje len na biochémiu; dnes maja
uZz svoje miesto v medicine, farmacii, potravinarstve, poInohospodarskom vy-
skume, vo fyzikalno-chemickych laboratéridch, v organickej syntéze, analy-
tickych laboratériach, zadinaju sa uplatiiovat ako prevadzkové kontrolné me-
tédy v tovariiach atd. Pre chromatografické metody st charakteristické slova
Arne Tiselia [13]: ,,Je velmi zriedkavym zjavom pre novi techniku, aby pre-
nikla do vSetkych oblasti Sirokého pola vedy. Takato vynimku tvoria prave
metoédy chromatografické, pre ktoré by sme dnes uz len tazko hladali nejaké
odvetvie chémie, kde by doteraz neboli tispesne aplikované; a pritom su ich
moznosti stale eSte daleko od toho, aby mohli byt v najblizsej dobe vycerpané.*

Dnes sa méloktora ind metéda moéze pochvalit takou oblubou ako chromato-
grafia. Svedéi o tom bohatd literatara, ktora zahriiuje asi 6500 prac, z ktorych
celé dve tretiny st venované chromatografii na papieri a elektroforéze na pa-
pieri. Este vidésiemu rozdireniu chromatografickych metod, predovietkym
v odboroch leZiacich mimo biochémie, je na zdvadu jednak to, Ze sa s nimi
Studenti — okrem malych vynimiek — eSte stdle nestretavaj ani na vysokych
Skolach, a jednak je to nedostatok sibornej literatiry, najmé kniznej, kde by
boli zachytené vietky chromatografické prace. Hladanie literatary po jednot-
livych gasopisoch je pri takom velkom mmozstve pric zdlhavé a pri dneinom

*Tento referdat bol predneseny na chromatografickom kurze, ktory usporiadalo Pove-
renictvo zdravotnictva v Bratislave v diioch 22.—24. okt6bra 1953.
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nedostatku odbornej literatGry pre mnohych pracovnikov celkom nemozné.
V poslednom ¢éase vyslo niekolko malo prac, ktoré zachycuja bibliografiu o ad-
sorpénej chromatografii [17, 21], chromatografii vymeny iénov [128], chroma-
tografii na papieri [151, 181] a elektroforéze na papieri [312].

Tento stiborny referat si nemoéze nijako robit narok na tplnost; pri uvede-
nom pocte prac by to bolo nemozné a celkom zbytoéné, pretoze je to tlohou
jednak kniznej literattry, jednak niektorych prehladnych referdtov. Jeho ulo-
hou je zoznamit pracovnikov vSetkych odborov s elementarnymi zakladmi
chromatografickych met6d. Struéne preberieme tedriu, najméi teériu rozdelo-
vacej chromatografie, ktorou sa neddvno v tomto ¢asopise zaoberal R. Smrz
[87]; onie¢o podrobnejSie sa budeme zaoberat metodickou dastou. Z aplikécii
vyberieme len niektoré typické priklady. Z literatiry uvedieme vSetku lite-
ratiru knizna a prehladné referaty, dalej prace zdkladného vyznamu, najmi
pokial ide o dast metodicki, a z aplikacii uvedieme len niektoré najnovsie
vyznamnejsie prace.

Prv nez pristipime k rozdeleniu chromatografie do jednotlivych skupin,
musime si predovSetkym nejako definovat, ¢o povaZujeme za chromatogra-
ficktt metédu. VSeobecne mézeme povedat, ze vSetky chromatografické metody
st zaloZené na rozdielnej migrdcii rozpustenej litky v polyfdzovom systéme.
Weil a Williams [40] definuja chromatografiu ako ,,proces, kde dochadza
k rozdeleniu zmesi latok separaciou vSetkych alebo aspoii niektorych zloziek
tejto zmesi v koncentraénych zénach vo fazach, ktoré st odlisné od tych, v kto-
rych bola tato zmes pdvodne pritomnd, bez ohladu na podstatu sil, ktoré spd-
sobujt pohyb latky z jednej fazy do druhej alebo z jedného bodu do druhého
v tej istej faze‘.

Jednotlivé chromatografické techniky si podla experimentdlneho usporia-
dania rozdelime do dvoch skupin:

A. stlpcova chromatografia,

B. chromatografia na papieri.

Z niekolkych dévodov, ktoré uvedieme neskorsie, zaradime eSte ako tretiu
skupinu:

C. elektroforézu na papieri.

A. Stipeova chromatografia

Pri stlpcovej chromatografii dochddza k nepretrzitému reverzibilnému roz-
delovaniu rozpustenych latok obydajne medzi dve nemie$atelné fizy, z ktorych
jedna nepohyblivé ($tacionirna) je navrstvena do stipca a druhd sa cez Mu
pohybuje (mobilna fiza). Najviési vyznam dosahuju tie systémy, kde nepohyb-
liva faza je tuhd alebo kvapalnd. Podla vyberu tejto nepohyblivej fazy a si-
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¢asne podla povahy sil, ktoré urcéujt distribuciu rozdelovanej latky medzi
obidve fazy, rozliSujeme chromatografiu adsorpént, kde Staciondrna faza
je tuhd a k oddelovaniu latok dochadza na zaklade réznej adsorpcie oddelo-
vanych latok na tato tuhu fazu, dalej chromatografiu rozdelovaciu s ne-
pohyblivou kvapalnou fazou, kde k oddelovaniu dochddza na zaklade réznych
rozdelovacich koeficientov oddelovanych latok medzi dvoma systémami ne-
mieSatelnych rozpustadiel, a napokon chromatografiu vymeny idénov,
kde je oddelovanie zalozené na rozdielnej vymene iénov latok na stipei priro-
dzenych alebo umelych ionexov. Okrem tychto troch hlavnych skupin jestvuje
eSte niekolko mensich skupin (vysolovacia chromatografia, chemicka chroma-
tografia, elektrochromatografia a i.), ktoré vSak okrem nepatrnych vynimiek
nie sa také dodlezité ako prvé tri skupiny.

Toto rozdelenie je, pravda, schematické, lebo prevaznu viésinu latok po-
uzivanych ako $tacionidrna faza by sme mohli dobre zaradit do dvoch i troch
uvedenych skupin. Pri danych experimentdlnych podmienkach sa vSak ob-
vykle uplatiiuje prevazne iba jeden z uvedenych typov, takze toto rozdelenie
ma svoj vyznam.

1. Adsorpénd chromatografia

Je vieobecne zname, Ze pri styku dvoch faz sa Géinkom medzipovrchovych
sil hromadia v medzifazi latky z jednej alebo obidvoch faz, ¢iZe ako hovorime,
dochadza k adsorpcis. Tento zjav je velmi obvykly pri styku plynov alebo roz-
tokov s tuhou fazou, ktort nazyvame adsorbovadlom, a oddavna sa pou-
ziva v chemickych laboratéridach na odstrafiovanie neziadtcich zloziek roztoku
(napr. na odfarbovanie roztokov karborafinom) alebo naopak na skoncentro-
vanie potrebnej latky na adsorbovadle. Adsorpciu v tomto zmysle mozno teda
v optimalnom pripade vyuzit na oddelenie dvoch latok, z ktorych jedna sa na
pouzitom adsorbovadle silne adsorbuje, druhd v8ak nie. V minulom storodi
sa konali pokusy navrstvit adsorbovadlo v rarke do stipca a oddelovat potom
latky v roztoku nalievanim na takto pripraveny stipec. Avsak tieto pokusy
nemohli byt Gspe$né pre preparativne oddelovanie latok, lebo staly pritok
roztoku latok nedovoloval dokonalé oddelenie: pri tomto usporiadani bolo na-
najvys mozné ziskat v éistom stave len ¢ast latky, ktora sa najmenej adsorbova-
la, takze pretekala prva stipcom.

Radikdlnu zmenu v tychto pokusoch priniesol az rok 1903, ked sa ruskému
botanikovi M. S. Cvetovi [23] podarilo vyuZit adsorpciu na oddelenie nie-
kolkych latok v roztoku. Preberieme si klasicky Cvetov pokus: Cvet si pripra-
vil stipec z jemne rozpraikovaného uhli¢itanu vapenatého a na takto pripra-
veny stipec nalial petroléterovy extrakt zeleného listia. Na rozdiel od predché-
dzajtcich pracovnikov v8ak tento roztok nenalieval dalej na stipec, ale po na-
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adsorbovani roztoku premyval stipec ¢istym petroléterom. Pritom pozoroval,
ze povodne naadsorbovany pigment sa premyvanim petroléterom rozdelil na.
rad pasov alebo zén, ktoré putovali po stipci réznou rychlostou: najpomalsie
sa pohyboval zlty pis, potom dva zelené a najrychlejsie boli tri z1té pasy. Tym-
to pokusom sa dokazalo, Ze chlorofyl je zloZzeny pigment, a sticasne sa ziskal
velmi jednoduchy sposob na jeho oddelovanie. Schematicky by sme mohli
(‘vetov klasicky pokus znazornit asi takto:
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Obr. 1.

Cvet ttito svoju pracu v tom istom roku publikoval pod ndzvom O novej kate-
yorie adsorpényjch zjavov a o ich pouZiti v biochemickej analyze. Novi metddu
pomenoval metédou chromatografickou, lebo sa spocéiatku zdalo, Ze sa dé
pouzit len pre farebné latky. V nasledujtcich rokoch chromatografiu dalej
rozvijal, vysvetlil a zhrnul jej principy v monografii o prirodzenych farbivach.

Napriek velkym mozZnostiam, ktoré chromatografia v tom dase prinisala,
okrem malych vynimiek sa nerozsirovala a na celych dvadsatpit rokoy sa na
fu zabudlo. Az r. 1931 ju opit uviedol Kuhn so spolupracovnikmi — najmé
v chémii karotenoidov — a odvtedy sa zacdina jej rozmach, ktory vrcholi v dase
okolo druhej svetovej vojny.

Aby sme dobre porozumeli chromatografii a mohli ju lepsie vyuzit, budeme
sa najskor zaoberat teoretickymi zdkladmi adsorpénej chromatografie. Za-
kladom adsorpénej chromatografie je adsorpcia, ktorda odliluje tento typ
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chromatografie od chromatografie rozdelovacej a chromatografie vymeny
i6nov. Tato adsorpcia spo¢iva v hromadeni latky pritomnej v jednej fize do
hraniénej oblasti medzi dvoma fazami, t. j. do tzv. medzifidzia. Adsorbovani
latku v tomto medzifazi pataju zdsadne dva druhy sil: su to predovSetkym sily
van der Waalsove, ktorymi sa vzajomne pritahuji molekuly plynov a kvapa-
lin; tito adsorpénd vizba je velmi labilna a nazyvame ju fyzikdlnou adsorp-
ciou. Druhy typ st sily chemické, pri uplatiiovani ktorych hovorime o tzv.
chemisorpcii; tato vizba je omnoho pevnejsia. Pri adsorpénej chromatogra-
fii sa ovela GastejSie uplatiiuje prvy druh sil; vyskyt chemickej vizby je vo
vidiine pripadov neziadiei.

Pri adsorpénej chromatografii pracujeme so sustavou tuhé fiza — roztok;
mnozZstvo adsorbovanej latky sa v tomto systéme meni s jej koncentriciou
v roztoku. Tento rovnovazny stav pri danej teplote mozno vyjadrit krivkou,
ktord sa po svojom objavitelovi nazyva Langmuirovou adsorpénou izotermou.
Langmuir si predstavuje cely povrch tuhej fizy rozdeleny na elementirne
plosky, z ktorych kazda méze putat nanajvys jednu molekulu adsorbovanej
latky; tieto plosky sa postupnym zvySovanim koncentracie latky v roztoku
postupne obsadzujt, a% sa povrch nasyti. Daldim zvySovanim koncentracie
latky v roztoku uz nemoéze dochadzat k dalsej adsorpeii, pretoze vietky plosky
81 uZ obsadené. Langmuirova adsorpéna izoterma bola odvodend teoreticky
a jej rovnica je:

iy 2 Z.w.C
B 1+ w.c
kde n, znamena pocet moélov adsorbovanej latky na jednotku plochy alebo
na jednotku hmoty, 2z je maximalny podet moélov, ktoré zodpovedaja Gplné-
mu nasyteniu povrchu adsorbovanou litkou, w je adsorpény koeficient, cha-
rakteristicky pre adsorpént schopnost uvazovanej latky na pouZitom adsor-
bovadle, a ¢ znaéi koncentriciu latky v roztoku. Grafickym zndzornenim tejto
rovnice je hyperbola (obr. 2).

Obr. 2.
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Z Langmuirovej rovnice vyplyva, Ze pri nizkej koncentracii mozno v meno-
vatelovi ¢len w.c vzhladom na jednotku zanedbat, takze n, je potom priamo
amerné koncentracii; adsorpénd izoterma je teda v tejto oblasti priamkou, éo je
vyhodné pre rozdelenie niekolkych ldtok v stipei. Naopak pri vysiej koncen-
trdcii mozno zanedbat v menovatelovi jednotku vzhladom na vyraz .c,
takZe vykratenim zlomku dostaneme rovnicu, kde n, = 2z, t. j. maximalnemu
poétu mélov latky, ktors sa méze na stipec naadsorbovat. Ako dalej ukazeme,
tento pripad je pre rozdelenie niekolkych latok menej priaznivy.

Pri premyvani stlpca &istym rozpastadlom, alebo ako hovorime pri vywijani
chromatogramu, naadsorbovana latka sa sdasti rozpuasta, pretekajacim roz-
pistadlom je nesend na dalsie zrnko adsorbovadla, kde sa opit naadsorbuje,
a tento reverzibilny proces prebieha pri vyvijani nepretrzite. Podet tychto
elementarnych aktov by sme si mohli zhruba vypoditat [8]. Vezmime napr.
stlpec adsorbovadla dlhy 30 cm; zrnietka maj v priemere asi 0,01 ecm. Pri
vyvijani teda dochddza tritisickrat k adsorpcii a desorpeii, kym latka pretecie
do filtratu. Uvedeny pripad mozno prirovnat napr. k destildcii, kde oby¢ajna
destilaéni aparaturu nahradime destilaénou kol6nou s velkym poétom po-
schodi.

Na stlpci teda mame vidy v rovnovéhe latku naadsorbovanti a rozpustent.
Podiel ¢asti naadsorbovanej k 8asti rozpustenej zdvisi od tvaru adsorpénej
izotermy a mozno ho z nej aj lahko vypoéitat. Cim m4 latka strmsin adsorpéni
izotermu, tym sa silnejSie adsorbuje a tym sa stéasne pomalSie pohybuje na
stlpci. Podmienkou pre dobré rozdelenie niekolkych l4tok na stipci je, aby sa
adsorpénéd rovnovaha ustalovala rychle. lebo inak by dochddzalo k diftziam

¢ v rozloku Hi ¢ na adsorb

(

J
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pasov, ¢o by bolo rozdeleniu na zdvadu. Slaba diftzia v8ak nastava takmer
v kazdom pripade.

Uvazujme teraz o idedlnom pripade, ked adsorpénou izotermou je priamka.
K rozdeleniu dvoch litok na stipci méze dojst iba v tom pripade, ked adsorpéné
izotermy maji réznu smernicu. Prikladom by mohli byt tri latky, z ktorych
laitka T mé najstrmsiu izotermu (zviera najviacési uhol s osou z). latka IIT m4i
izotermu s najmensim sklonom (s osou x zviera najmensi uhol) a latka II stoji
uprostred. Prevedme si teraz uvedené izotermy na pomery na stipci (obr. 3).

Schéma ukazuje, ze latka I (s najstrmSou izotermou) je najsilnejsie drzana
adsorbovadlom, zatial ¢o latka III (s najmensim sklonom izotermy) adsorbuje
sa najslaksie, a preto postupuje najrychlejsie.

Na zadiatku sme si ukazali, Ze redlna adsorpénd izoterma ma tvar hyperboly.
V uvaZovanom useku je teda povrch adsorbovadla nasyteny, zvySok latky uz
nemdze do tohto povrechu vstiapit, éo mé za nasledok jednak zrychlenie pasa,

jednak oneskorenie tohto zvysku latky za hlavnym pasom,

A alebo ako hovorime, tvorbu chvostov. Schematicky by sme

mohli znazornit takyto chromatogram latok A a B asitak-
to (obr. 4).

Doteraz sme uvazovali o adsorpcii a oddelovani latok,
ktoré sme dosiahli premyvanim stipca éistym organickym
rozpustadlom, t. j. eluéngm vyvijanim. Tento spdsob sa pri
adsorpénej chromatografii pouziva najcastejsie, lebo pren
nie je potrebné nijaké zariadenie. Prakticky sa toto eluéné
vyvijanie robi tak, Ze sa roztok latok naleje na stipec. po
naadsorbovani sa vyvija rozpastadlom, v ktorom je od-
delovans latka rvozpustend, a po dostatoénom rozdeleni sa
nech4 stipec vyschnit, adsorbent s vytvorenymi pasmi sa
pozorne vytladi zo stipca, pasy sa mechanicky rozrez
a latky sa z adsorbovadla eluuji. Vyhodnejsie a dnes po-
uZivanejSie je tzv. prietokové eluténé vyvijanie. Princip
tohto spdsobu a postup pri fiom je Gplne rovnaky ako pri
klasickom usporiadani, len s tym rozdielom, Ze namiesto
vytlatenia premyvame stlpec rozptstadlom tak dlho, aZ
sa jednotlivé pasy naadsorbovanych latok postupne do-
stanu do filtratu. Tato metéda je vyhodna najmi pre od-
delovanie bezfarebnych latok, kde nepozniame ich polohu

Obr. 4. Redlna
adsorpéndizoterma
latok A a B (hore)
a zodpovedajice

pomery na stlpei
(dolu), kde

7 — koncentracia

latok v roztoku,

a — koncentréacia

na adsorbovadle.
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objemy filtratu, v ktorych potom stanovujeme niektora
z fyzikalno-chemickych konstant (optickt aktivitu, index
lomu, pH roztoku a pod.), alebo roztok odparime, zvazime



sudinu a stanovujeme pripadne bod topenia. Ak v zavislosti od poradia frakeii
graficky vyjadrime niektord z tychto hodndt, mézeme kvalitativne i kvanti-
tativne zistit zloZenie zmesi. Taky priklad rozdelenia zmesi kyseliny laurovej
a palmitove]j [13] je zrejmy z obr. 5.

50
=
X
=1
g
0 3 10 1S
mi
Obr. 5. Eluéné analyza zmesi kyseliny laurovej a palmitovej v etanole na stipci aktivneho
uhlia.

Registracia sa robi interferometrickou metédou (podla Claessona [13]).

Druhym typom chromatografického vyvijania je tzv. frontdina analyza.
Tato metoda je jednoduchsia ako eluéné vyvijanie: do adsorpénej rarky vlie-
vame stdle roztok analyzovanych latok a po prietoku sledujeme koncentriciu
eludtu najcéastejéie meranim indexu lomu. Najprv vyteka zo stipca &isté roz-
pastadlo, potom postupne ldtka s najmensou adsorpénou schopnostou atd., az
nakoniec vyteké nalievany roztok. Pomery na stipei pri frontalnej analyze
[41] si méZeme opét schematicky znazornit (obr. 6).

Grafickym znézornenim zavislosti zistenej koncentracie od objemu roztoku
po prietoku bude stupiiovitd krivka, kde kazdy stupeii znamena preniknutie
novej latky do filtratu. Tato metdda sa prirodzene neda pouzit na preparativne
oddelovanie, ale ma svoje vyhody pri analytickom stanoveni.
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Konecne tretim typom vyvijania je typ vytesiiovaci. Metdda je podobnd ako
pri vyvijani eluénom, lenZe namiesto premyvania stipca organickymi rozpas-
tadlami sa stlpec premyva roztokom latky, ktors sa silnejsie adsorbuje ako
oddelované latky; t4to silnej$ie adsorbovans latka potom vytestiuje zo stipca
ostatné slabsie adsorbované latky. Pritom dochédza na stlpci k retazovitému
vytestiovaniu a zo stlpca vytekaju frakeie, ktoré obsahuju &isté latky. Tieto
mozno znova sledovat napr. interferometricky. Znazornime si opit schematicky
oddelovanie zmesi troch latok II, III, IV na stIpci; vytestiovalo sa latkou I
(obr. 7).

¢ v rozloku ¢ na adsorb.

Grafickym vyjadrenim dostaneme krivku podobni krivke pri frontélnej
analyze, avSak s tym rozdielom, Ze v tomto pripade kazdy stupeni oznacuje
individudlnu latku. Tato metédu mozno pouzit aj na preparaéné téely.

Metédu vytesiiovacieho vyvijania dalej zlepsil Tiselius a Hagdahl [34]
zavedenim met6édy nosiového vytesiiovania (carrier displacement). Aby sa pri
vytesiiovani zabranilo prelinaniu dvoch litok na rozhrani pasov, vklada sa
medzi tieto pasy vidy dalsia latka, ako je zrejmé z grafu na obr. 8. Tato me-
téda sa zaviedla najmi na oddelovanie aminokyselin a peptidov na stlpei ak-
tivneho uhlia.

Zariadenie a material

Takmer vo vetkych pripadoch vysta¢ime s jednoduchou sklenou rarkou na
dolnom konci ztaZenou, do ktorej vkladdame ktsok vaty na zadrzanie adsorbo-
vadla. Potom do rarky nalievame suspenziu adsorbovadla vo vhodnom orga-
nickom rozpuastadle; dalSou moznostou je naliat rozpustadlo do zazatkovanej
rarky a nasypat adsorbovadlo do rozpustadla. Délezitou podmienkou je, aby
bol stlpec po celej dizke pravidelny, bez trhliniek. Preto sa dnes uZ celkom
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upusta od pouZivania vyvev alebo naopak od pretlaku na zrychlovanie vyvi-
jania. Adsorbent nechdme v rirke usadit a nadbytok rozpustadla zlejeme, az
je nad hornym koncom stlpca vrstva rozpustadla len asi 1 cm vysoka. Potom
opatrne, aby sa mnezviril stipec, nalievame roztok oddelovanych létok a po
vysiaknuti do stipca premyvame ¢istym organickym rozpastadlom. Treba dévat
pozor, aby horny koniec stipca nikdy nevyschol, lebo by sa tym tvorili trhlinky.

konc
|

200,

K

Obr. 8. Grafické zndzornenie vytestiovacieho vyvijania (hore).
Na dolnom grafe je zrejmy princip nosi¢ového vytestiovania (podla Tiselia [13]).

Pri prietokovej eluénej chromatografii je vyhodné natavit na spodny zaZeny
koniec riarky kohtutik, ktorym méZeme regulovat rychlost toku, pripadne moé-
ieme vyvijanie lahko prerusit. Pre adsorpént chromatografiu vicsieho mnoz-
stva latok odporiaca Herout [1] pouzivat Siroké sklené rurky, ktoré vsadzuje
do Biichnerovho lievika a stmeli sadrou alebo inym vhodnym tmelom.

Obr. 9. Pristrojna analyzu na mikrokoléne (podla Drakea [27]).
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Pre pracu v mikromeradle zostrojil Drake [27] pristroj, ktory je na
obr. 9. Pod chromatografickym stipcom je umiesteny valcovy bubon, na
ktorom je navinuty filtracny papier. Tento bubon sa otéca a sti¢asne sa pohy-
buje paralelne podla osi. Kvapky odkvapkéavajice zo stipca ddvaju na filtraé-
nom papieri ovalne S$kvrny, ktoré mozno detegovat vhodnym éinidlom. V pri-
pade, Ze by sa bubon pohyboval iba pozdl% svojej osi, bez otacania, bolo by
potom mozné nakvapkané latky podrobit priamo chromatografii na papieri.

Délezitou otazkou pri adsorpénej chromatografii je volba vhodného adsorpé-
ného materidlu. Ako adsorbovadlo mozno teoreticky pouzit kazdu praskovitu
latku, ktord nie je rozpustna v pouZitom organickom rozpustadle, ani s nim
nereaguje. V principe rozoznavame dva typy adsorbovadiel: polarne &ize
hydrofilné, ktoré st najrozirenejSie, a nepolarne &iZe hydrofdbne, ktorych je-
dinym pouzivanym zastupcom je aktivne uhlie. Z hydrofilnych adsorbovadiel
je najrozsirenejsi kysliénik hlinity, ktory si v laboratériu pripravime niekolko-
hodinovym zihanim hydroxydu hlinitého pri 300—400° C. Podla stuptia vyzi-
hania ziskavame kysli¢énik hlinity o réznej aktivite. Preto Brockmann [25]
zaviedol jeho testovanie pomocou &iestich azofarbiv: podla zachytenia jednot-
livych farbiv na stipci kysli¢nika hlinitého sa uréuje jeho aktivita a oznaduje sa
rimskymi éislicami I—V najaktivnejsi je kysliénik hlinity I, bezne pouZivany
kysliénik hlinity mé aktivitu II. Predpis na pripravu kysli¢énika hlinitého a jeho
testovanie pozri napr. v sborniku Chromatografie [1]. Technicky kysliénik
hlinity obsahuje alkalie, najmé uhli¢itan sodny; Merckov kysli¢nik hlinity
pre chromatografiu obsahuje malé mnozstva hlinitanu sodného, takze vo vod-
nej suspenzii reaguja oba alkalicky. Vo viéSine pripadov nie je to oddelovaniu
na zavadu, skor naopak. Iba pri niektorych kyslych latkach je tato alkalita
$kodliva, lebo tieto litky sa na zadiatku stipca zachycuji pevnou chemickou
vidzbou a nedaji sa vymyt. Prave tak sa m6zu niektoré latky vplyvom tejto
alkality rozkladat (steroidy, antibiotikd, niektoré alkaloidy a pod.). V tomto
pripade je vhodné premyvat kysliénik hlinity zriedenou kyselinou chlorovo-
dikovou, chloridové iény vymyt destilovanou vodou a potom vyzihat.

Okrem kysliénika hlinitého [36], ktory sa pouziva ako najsilnejsie adsorbo-
vadlo, ako slabsie adsorbovadld sa pouZivaja roézne zli¢eniny vapnika, napr.
uhli¢itan vapenaty, Stavelan vapenaty, kysliénik vapenaty a pod., dalej kys-
licnik alebo uhli¢itan horeénaty, rézne kremiditany hlinité a mnoho inych
latok.

Rovnako délezitou zlozkou pri adsorpénej chromatografii je volba vhodného
organického rozpustadla. Je ddlezitym pravidlom, aby pouzité rozpustadlo
bolo &isté, najlepsie predestilované, lebo stopy neéistot a vlhkost znedistuji
analyzované litky a dezaktivuja adsorbovadlo. Trappe [35] usporiadal chro-
matografické rozpustadla do tzv. eluotropického radu. Na prvom mieste st
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tu rozpudtadla nepoldrne alebo slabo polarne, dalej nasleduji rezpustadla
postupne polarnejsie, ktoré s zarovent dobrymi eluénymi prostriedkami: he-
xén, cyklohexan, tetrachlérmetan, trichloretylén, toluén, benzén, chloroform,
éter, etylacetat, aceton, propanol, etanol, metanol, veda a pyridin. Z tohto
radu sa viak beZne pouziva len skrateny eluotropicky rad, t. j. petroléter,
benzén, chloroform, éter, acetén a metanol. Pri eluénom vyvijani postupujeme
spravidla tak, Ze stipec najprv premyvame v mélo poldrnom rozpastadle a po-
tom postupne priddvame poldrnejsie rozpustadld. Koncentriciu poldrnejse]
zlozky pri vyvijani mozZno zvySovat i plynule, ¢o nazyvame gradientovym
eluénym vyvijanim; v niektorych pripadoch je tento postup vyhodnejsi.

Pre uplnost sa eSte zmienime o ozrejmeni ¢ize detekeii oddelovanych latok
v stlpei. Dnes uZ této detekcia priamo na stlpci nemd taky vyznam ako v pr-
vych rokoch pouzivania chromatografie, lebo sa vicésinou pouziva prietokova
chromatografia, kde oddelované latky stanovujeme az v eluate. Pri klasicke;j
adsorpénej chromatografii bolo vSak potrebné latky na stlpci nejako ozrejmit.
Metéd bolo mnoho; z najpouzivanejsich uvadzame aspoil pozorovanie fluores-
kujacich latok v ultrafialovom svetle alebo naopak impregniciu adsorbovadla
fluoreskujticou latkou, takze analyzovana latka sa pri pozorovani v ultrafialo-
vom svetle prejavovala ako tmavy péds na fluoreskujticom pozadi [24].

Pouzitie

Adsorpénu chromatografiu mozno poutzit pri izolacii latok a priidentifikéeii.

Pri dzoldcit moZno chromatografiu pouzit predovSetkym na rozdelenie
zmesi latok Strukturalne blizkych (najmi izomérov), na skoncentrovanie
materidlu zo zriedenych roztokov a koneéne na Gistenie latok. Pri identifikdcit
je najrozsirenej§im spdsob porovnania neznamej latky so Standardom, éo pri-
pomina bod topenia zmesi; ak ide o tG istd latku, musi na stlpei so Stan-
dardom tvorit jediny pas. Adsorpéna chromatografia je dolezita aj pri rieSeni
Struktiiry latok. Zistilo sa, Ze jestvuje vztah medzi molekulovou konstittaciou
a adsorptivitou latok. Pri chromatografii na polarnych adsorbovadlach zvy-
$uji niektoré polarne skupiny adsorpént schopnost chromatografovanych la-
tok. Brockmann a Volpers [26] usporiadali tieto skupiny do radu s kle-
sajiicou adsorptivitou:

-COOH, -CONH,, -OH, -NH,, -COOCH,, -N(CH,),, -NO,, -OCH,, -H, -CI.

Treba pripomenut, ze sa dalej uplatiiuje aj podet tychto skupin a ich po-
loha; velky vyznam ma aj mnozZstvo a poloha dvojitych a trojitych vizieb.
Takmer kazdy chemicky zasah do $truktiry sa moze rozpoznat chromatogra-
ficky.
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Obzvlast velky vyznam mala adsorpéna chromatografia pre rozvoj chémie
karotenoidov. Ukazeme si to na priklade niekolkych zndmejsich karotenoidov,
ktoré sa v pomerne velkej molekule lisia iba poétom a usporiadanim dvojitych
viazieb pri celkove rovnakom elementarnom zloZeni [18].

Tab. 1. Adsorpcia niektorych karoténov (v klesajucom rade)

latka dvojité viazby i z toho konjugované |

| | o ! ]

i lykopén CyoHsg 13 ' 11 !

y — karotén CioH;e 12 | 11 :
8 - karotén CyoHse 12 i 10
p — karotén CaoHse 11 l 11
10

o — karotén CyoHse } 11 ‘

Dnes sa adsorpéna chromatografia najviac pouziva na oddelovanie fareb-
nych latok rastlinného, ako aj ZivocéiSneho p6vodu, dalej na izolaciu vitaminov
a horménov prevazne steroidnej Struktary, na izoldciu alkaloidov z prirodze-
ného materialu a na izolaciu antibiotik. Pri ndmelovych alkaloidoch sa adsorpé-
né chromatografia dokonca pouziva i priemyslove. Inak je zatial v priemysle
snaha vyhybat sa chromatografickym postupom, najmi pre velkd spotrebu
organickych rozptstadiel a e$te nedokonalé zariadenie. V analytike stratila
dnes adsorpéné chromatografia po zavedeni chromatografie na papieri svoje
byvalé postavenie; vyznamne sa tu vSak uplatiiuje aj dnes ako frakénd me-
téda, najmé pre stanovenie latok v prirodzenom materiali.

O adsorpénej chromatografii bolo napisanych niekolko knih [16—22] a pre-
hladnych referatov [28, 30, 31, 41, 43]; tiplné bibliografia chromatografickych
préc z rokov 1938—1949 je v knihe L. Zechmeistera [21] a E. Lederera
[17] a novsie prace v prehladoch H. H. Straina [10—12]; aplikidciou adsorpé-
nej chromatografie vo farmaécii sa zaoberd prehladny referat K. Macka [32]
a M. W. Patridgea [7]. Z prehladnych referatov o pouziti v chémii steroidov
treba menovat pracu T. Reichsteina a C. W. Shoppeeho [33].

I1. Rozdelovacia chromatografia

Pri rozdelovacej chromatografii sa na oddelenie dvoch alebo viacej latok
vyuZiva ich rozdielny rozdelovaci koeficient medzi dve nemieSatelné roz-
pastadla. Toto rozdelenie mozno vyjadrit Nernstovym vztahom:

C

- « = konst.,

°L
kde cg je koncentracia latky v jednej faze, ¢, koncentracia v druhej faze
a « je tzv. rozdelovaci koeficient. Z tejto rovnice je zrejmé, Ze rozdelovacou
izotermou bude priamka.
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V pripade dvoch ldtok, ktoré maju dostatoéne rozdielne rozdelovacie koefi-
cienty, mozno ich oddelenie dosiahnut vytrepdvanim medzi dve nemieSatelné
rozpistadls; toto oddelenie viak nebude nikdy tplné. Ak sa tieto dve latky
svojimi rozdelovacimi koeficientmi velmi neliSia, bude mozné dosiahnut ich
oddelenie iba vtedy, ak budeme vytrepavanie niekolkokrat za sebou opakovat.
V najjednoduchSom pripade mozno na takéto opakované vytrepavanie pouzit
rad oddelovacich lievikov a do kazdého z nich dat jednu fazu, napr. S. Do
prvého oddelovacieho lievika priddme este jednu fizu L, v ktore] je rozpustena
rozdelovana zmes. Po pretrepani prvého oddelovacieho lievika prepustime
faizu L do dalsieho oddelovacieho lievika a do prvého oddelovacieho lievika
pridame ¢ist fazu L; cely tento postup sa viackrat opakuje podla poétu odde-
Tovacich lievikov. Oddelované latky, ktoré si rozpustnejsie v rozpustadle S,
budi sa hromadit v prvych oddelovacich lievikoch, kym latky rozpustnejsie
vrozptstadle L sa budi hromadit v poslednych oddelovacich lievikoch; latka,
ktorej rozdelovaci koeficient sa bude rovnat jednej, bude sa hromadit prave
uprostred radu oddelovacich lievikov. Cim viac bude oddelovacich lievikov,
tym dokonalejsie bude rozdelenie zmesi latok. Schematicky je to pre oddelovanie
troch latok s rozdelovacimi koeficientmi x = 0,5, 1,0 a 2,0 zndzornené na obr. 10.
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Obr. 10. Protipradové vytrepavanie troch latok s rozliénymi rozdelovacimi koeficientmi
(=K)

Na hornom grafe je zndzornené vytrepavanie v 800 rarkach, na dolnom iba v 80 (podla
Cramera [150]).
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Teoretické i praktické zavery tohto protipridového vytrepdvania boli odvo-
dené v pracach A. J. P Martina a R. L. M. Syngeho [77]. Za tieto préce,
ktoré viedli k zavedeniu rozdelovacej chromatografie a chromatografie na pa-
pieri, boli autori r. 1952 odmeneni Nobelovou cenou. Tito autori pri§li vSak
¢oskoro na genialnu myslienku preniest nepohybliva fizu S v oddelovacich
lievikoch na praskovity material, ktory je silne hydrofiiny. Bol to najprv sili-
kagél, ktory napojili vodou a dali do stipca podobne, ako sme si ukézali pri
adsorpénej chromatografii. Tymto stipcom nechali pretekat organickt vrstvu
L, ¢o malo za nasledok rovnaky oddelovaci efekt ako velmi vysoky podet odde-
Tovacich lievikov. Celkové pokusné usporiadanie je analogické s eluénym vy-
vijanim pri adsorpénej chromatografii: opat dochidza ku kontinuitnému sle-
dovaniu rovnovéznych reakecii, avSak oddelovanie na rozdiel od adsorpénej
chromatografie sa dosahuje na zaklade rozdielnych rozdelovacich koeficientov
a pouzity silikagél neslizi ako adsorbovadlo, ale ako nosi¢ Stacionarnej fazy S,
ktorou vo vicsine pripadov byva voda.

Teoretické odvodenie rozdelovacej chromatografie nedavno uverejnil v Che-
mickych zvestiach R. Smrz [87].

Zariadenie a material

Zariadenie je celkom podobné ako pri adsorpénej chromatografii. Z nosicov
Staciondrnej fdzy sa po prvykrat poutzil silikagél (v laboratériu si ho pripravime
z obchodného vodného skla, ktoré zrazame kyselinou chlorovodikovou; sili-
kagél pouzivany v laboratéridch do exsikdtorov je pre tento del nevhodny),
ktory sa obvykle napaja 50—55%, vody. Silikagél ako nosi¢ ma vSak t nepri-
jemna vlastnost, Zze sa sGcasne uplatiiuje aj ako adsorbent. Preto r. 1943
Martin a Synge [78] obratili pozornost na praskovita celulézu, ktora mala
vyhodnejie vlastnosti. A odtial bol uz len krok k nahradeniu stipca celulézy
pruzkom filtraéného papiera, ¢o dalo vznik rozdelovacej chromatografii na
papieri. Tato metdda, ktord sa svojim experimentdlnym usporiadanim lisila
od stlpcovej chromatografie, ¢oskoro sa odtrhla od rozdelovacej chromatogra-
fie a dnes ju zaradujeme do samostatnej skupiny chromatografie na papieri,
ktora nielen svojimi moZnostami, ale aj svojim rozSirenim predstihla skupinu
stipcovej chromatografie. Okrem uvedenych nosi¢ov je este velmi rozsireny
Skrob, menej kremelina a iné latky.

Pokial ide o rozpiéstadlovi ststavu, musime vidy brat do tvahy dve fazy:
zakotvenu a pohybliva. Obvykle byva jedna z oboch faz polarna,! druha menej
polarna alebo nepoldrna. Najdastejsi je pripad, ked zakotvena faza je poldrna:

1 SpravnejSie by bolo hovorit skér o rozpustadlach schopnych tvorit s rozpustenymi
latkami intermolekulové vodikové mostiky, t. j. prakticky o rozpustadlach hydrofilnych.
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najbeznejsim poldrnym rozpustadlom je voda. Pohyblivi fazu v tychto pri-
padoch tvori vid§inou n-butanol, chloroform, etylacetat a iné rozpustadla.
Tento spdsob vyvijania je vyhodny na oddelovanie latok, ktoré maja rozde-
lovaci koeficient posunuty v prospech Staciondrnej vodnej fazy; nevhodny je
pre latky rozpustnejsie v organickom rozpustadle, lebo potom sa tieto latky
vymyvaji s ¢elom organického rozpustadla. Pre tieto latky musime potom
rozlozenie oboch faz modifikovat. Ako nepohybliva fazu pouzijeme nepolarne
alebo malopolarne rozpastadlo a ako mobilni fazu naopak rozpustadlo po-
lirne. Tento spésob nazyvame obratenie faz; postupuje sa pri nom tak, Ze
sa ziadand nepoldma faza (napr. petrolej alebo vazelina) naleje na stipec,
alebo sa na nosi¢ nepohyblivej fazy, obvykle na praskovitu celulézu. vopred
rachyti tuha latka alebo viskézna tekutina, ktord méze zachytit malo polarne
rozpustadlo. Boldingh [45] to riesil tak, Ze na celulézu zachytil kaucuk, na
ktory potom zachytil benzén a oddeloval tak etylestery mastnych kyselin,
pricom na vyvijanie pouzil metanol alebo metanol s aceténom. Prive tak
mozno na tento ucel pouzit silikonovanu celul6zu alebo kremelinu [69,1].

Riarku mozno nosi¢om plnit naplavenim v organickom rozptstadle, podobne
ako pri adsorp¢énej chromatografii; ¢astej$ie sa vSak pousiva utlkanie nosica
s potrebnym obsahom vody alebo naplavenie nosi¢a v §tacionarnej faze, ktord
sa potom zleje a jej nadbytok sa zo stipca vytesni mobilnou fazou.

Pri rozdelovacej chromatografii na stipei pouzivame takmer vo vietkych
pripadoch prietokové eluéné vyvijanie. Jednotlivé frakcie hodnotime podob-
nym spésobom ako pri adsorpénej chromatografii a vysledky, opit zaregistru-
jeme graficky. Rozdelovacia chromatografia v porovnani s adsorpénou chroma-
tografiou sa najviac uplatnila na oddelovanie homolégov.

Pri aplikdcidch prichddza do ivahy oddelovanie niekedy desiatich az dvad-
siatich létok vedla seba. Na dosiahnutie tiplného oddelenia je ¢asto potrebné
pripravit si stipec dlhy i niekolko metrov a odoberat znadné mnozstva frakeii.
Kedze ide vii¢sinou aj o kvantitu, treba frakcie odoberat v presnych objemoch;
to vyzaduje, aby pri takejto chromatografii sedel laboratérny pracovnik cel-
kom malo vyuzity i niekolko dni. Preto sa v minulych rokqch skonstruovali
pristroje, ktoré automaticky zachytdvaju a vymienaja frak@:ie. Pri vietkych
typoch tychto pristrojov tvori zédklad kruhovita doska, na ktorej st v kruhu
umiestené skimavky alebo bani¢ky, do ktorych sa zberaju. frakcie. Najbez-
nejSie sa pouzivaju automatické zberale frakcii, pri ktorych chromatograficky
stipec je umiesteny stabilne, ale doska so zbernymi nddobami sa otac¢a. Toto
otitanie méze byt alebo kontinuitné, alebo diskontinuitné. V prvom pripade
sa na skamavky natavi akysi lievik, ktory siaha az k susednej skimavke, takze
roztok odkvapkavajici z chromatografickej rarky neméze odkvapkavat medzi
dve skimavky [44]. V druhom pripade ide vidy o posun iba o jednu nadobku;
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tento diskontinuitny posun sa deje po dodani impulzu motoru, ktory otaca
kolesom, a je rieSeny bud pomocou spinaca, ktory je ovlddany hodinovym
strojom [49], alebo sa frakcie odvazuja [61], alebo pri najdokonalejSom zberagi
podla Moora a Steina [88] sa jednotlivé kvapky registruji fotoé¢lankom
a poctitatom impulzov. Tento pristroj znazoriiuje obr. 11. Menej sa pouzivaja
pristroje, kde koleso s nddobkami je umiestené pevne a otaca sa rameno, do
ktorého odkvapkavajt kvapky z chromatografického stipca [44]. Fajko$ [55]
skonStruoval pristroj na zaklade otacajucej sa dosky a sifénu [66], ktory od-
meriava frakcie; k tomuto pristroju je zarovenl pripojena vyhrievana desti-
laéna komora, ktora stucasne zahustuje ziskané frakeie.

Obr. 11. Automaticky: zberal frakeii podla Moora a Steina [88] z Vyskumného
ustavu pre farméciu a biochémiu v Prahe.
Kvapka, ktora vyteka z chromatografickej rurky do podstavenej skimavky, prechadza
fotoclankom s pocitatom impulzov. Impulzy sa séitaju a po dosiahnuti nastaveného poétu
kvapiek sa uvedie do pohybu péka, ktord pootodi kruhovy nosié¢ skimaviek. Chromato-
graficka rurka ma4 zariadenie, ktoré umoziiuje chromatografiu pretlakom inertného plynu.
(Foto J. Chrast.)
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Pouzitie
Rozdelovacia chromatografia sa zaviedla na analyzu aminokyselin vznik-
nutych hydrolyzou bielkovin. V tejto oblasti mala doteraz aj najvécsie Gspe-
chy. K najvyssej dokonalosti ju vo svojich pracach priviedli Moore a Stein,
ktorym sa na stipci krobu podarila separicia i kvantita osemnéstich amino-
kyselin. Oddelenie‘je zrejmé z obr. 12.
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Obr. 12. Rozdelovacia chromatografia aminokyselin na stipei Skrobu podla Moora
a Steina [81].
Ako rozpustadlo sa pouZila stastava n-butanol—n-propanol — 0,IN-HCl (1:2 1) a od
Sipky po 82. frakeiu sustava n-propanolu s 0,56N-HCL (2 1). Cisla na osi « zna&ia mililitre
eludtu. pri ktorych prechddza maximum uvedenych aminokyselin, &isla na osi y znadia
milimély aminokyselin.

Okrem oddelovania aminokyselin sa rozdelovacia chromatografia uplatiiuje
pri kvantite zmesi cukrov (najmé pri stanoveni Struktary rozliénych polysa-
charidov). dalej pri oddelovani organickych kyselin, alifatickych alkoholov,
steroidov purinovych latok a i. Zasadne mozno vSetky latky, ktoré sa oddelujt
pri chromatografii na papieri, rozdelit chromatografiou na stlpeci préskovitej
celulozy.

Rozdelovacou chromatografiou sa zaoberd iba malo knih [1, 2, 92] a niekolko
prehladnych referatov [566, 70, 75, 93]; doneddvna sa v tychto referatoch
spojovala rozdelovacia chromatografia na stlpei s chromatografiou na papieri.
Price, ktoré sa zaoberaju technikou, boli uvedené na inom mieste; z aplikdcif
uvddzame najdélezitejsie prace o aminokyselindch a peptidoch [67, 69, 72,
76—178, 80, 81, 84—86, 88, 90, 91], cukroch [63, 64], organickych kyselinich
(45, 46, 50, 52, 54, 65, 71, 74, 79, 83], alkoholoch [62], steroidoch [47, 68, 82],
antibiotikach [60, 89], alkaloidoch [53] a i. [73]. Detailnej$ie odkazy st uvedené
v prehladnych referatoch a knihach.
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111. Chromatografia vymeny 16nov

Moznost pouzitia vymienia¢ov iénov na demineralizdciu vody je znama v la-
boratdriach i v prevadzke uz viac ako jedno storocie. K ich rozsireniu vsak do-
chadza az r. 1935, ked Adams a Holmes kondenzdciou formaldehydu s fe-
nolsulfonovymi kyselinami pripravili umelé zivice, ktoré mali vyhodnejsiu
vymenna schopnost ako pdvodne pouzivané prirodzené hlinitokremicitany.
Vyroba syntetickych organickych vymietacov iénov najroznejsich typov vedie
najmi v poslednych niekolkych rokoch k prudkému rozmachu tohto typu
chromatografickej metody.

Pod nazvom vymienacov idnov alebo ionexov si dnes predstavujene vysoko-
molekulové latky prirodzené alebo umelé, ktoré st schopné v roztokoch elek-
trolytov zamienat rozlicné iény. Dnes st ovela rozsirenejsie ionexy umelé.
syntetické, a preto sa v dalSom budeme zaoberat prevazne nimi. Ionexy delime
na vymienadce, ktoré st schopné vymienat kationy (st to tzv. katexy), a na vy-
miefiace, ktoré vymieniaju aniony (tzv anexy). Tato vymenu pri katexoch
sposobuju kyslé skupiny, najmé skupiny -SO;H, -COOH a fenolickd skupina
-OH; pri anexoch st to zasadité skupiny -NH,, -N(CH,), a i. Tieto skupiny
mozu byt viazané bud priamo na aromatickom jadre, alebo v boénom retazei.
Tieto zivice sa vil&inou pripravuji kondenzaciou amoniaku s prislusnym fe-
nolom alebo s kyselinou fenolsulfénovou; ak ide o anexy, kondenzaciou formal-
dehydu s aromatickym aminom. Je v8ak mozna aj kondenzacia napr. styrénu
s vinylchloridom a nasledujtca sulfonécia.

Ako priklad mozno tu uviest $trukturu najmodernejsich katexov, ktoré st
zaloZené na styrénovej baze a st dodato¢ne sulféonované [137].

SH fqu
o= CH - CH~CH~ GH- CH - CH_
SQH
|
—~CH ~CH—~CH~CH,~CH~-CH

SQH (13)
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Podobnym prikladom méze byt aj zivica anexového typu [125]:

OH OH OH oH
_c/-/,f(::h CH2—~<>— CH2~<>— CH2—©—CH5

CHN-CH,  CHNHMCH,  CHAHCH,  CHCH,
CH, cH,
1
CHsN-CH,  CHNHCH  CHNHOH,  CHMCH,
-CH2J:>__ cH, _@ CHZ—Q' o, —¢~%
oH o OH O
(14)

Funkciu katexu a anexu si mézeme schematicky znazornit takto:

katex-H KC1 katex-K HCI,
anex-OH + H(Cl - anex-Cl — H,0.

Ak teda premyvame katex, na ktorom s zachytené vodikové iony (hovo-
rine, Ze katex je v H-cykle), roztokom napr. chloridu draselného, zachycuju sa
na ziviei iény draslika a stipcom preteké kyselina chlorovodikové. Obdobny
pripad nastdva aj pri premyvani anexu. Stipec ionexu méze byt v akejkolvek
forme; napr. katex méze byt v Na-forme a moéze sa na lom vymienat aj vapnik
za sodik. O vymene ionov rozhoduje predovsetkym velkost elektrostatickych
sil, ktorymi su iény viazané na polarne skupiny prislusného ionexu. Z toho
dévodu iény o vy$Som mocenstve vytesiiuju idny o nizSom mocenstve; ak ide
0 iény s rovnakym mocenstvom, uplatni sa objem i6nu: iony s mensim obje-
mom budil vytesiiovat iény s vad§im objemoni. Prave preto mozno ionexy
pouzit na chromatograficka separaciu.

Chromatografia vymeny iénov sa teda hodi na separiciu latok disociujicich,
¢i uz anorganickych alebo organickych. Ak ide o latky nedisociujice, mozno
tasto pouzit napr. tvorbu réznych komplexov ¢im potom mozno oddelovat
aj tieto latky.

Zariadenie a material

Zariadenie sa vobec nelisi od zariadenia pouzivaného pri ostatnych typoch
stlpcovej chromatografie. Ako pri rozdelovacej chromatografii aj v tomto pri-
pade sa uplatiiuji automatické zberace frakeii.

Délezita je vsak volba vhodného ionexu. Pre chromatografické tcely sa naj-
lepsie osvedéujt ionexy typu Amberlite a Dowex. Tieto Zivice treba vSak najprv
uviest v stlpei do prislusného cyklu: do H-cyklu sa katex uvedie premytim
kyselinou chlorovodikovou, kym do OH-cyklu premyvanim amoniakom, naéo

g 131



sa dokladne premyvaji vodou. Na takto pripraveny stipec sa potom nalieva
roztok latok, ktoré chceme oddelif, a po ich zachyteni v hornej &asti stipca
litky opif vyvijame. Vyvijanie mozno robit podobnym spésobom ako pri
adsorpénej chromatografii, a to eliciou. Na eltciu sa v8ak pouzivaja roztoky
rozliénych tlmicov. Partridge [130—135] vo svojich pricach na oddelovani
aminokyselin dava prednost vytestiovaciemu vyvijaniu; aminokyseliny zo
stlpca silne kyslej Zivice vytestiuje amoniakom, kym zo zdsaditej Zivice kyse-
linou chlorovodikovou. V tomto pripade znova®dochadza k retazovému vy-
testiovaniu na stipei.

Pouzitie

Chromatografia na ionexoch sa dnes pouziva jednak na tcely preparacné,
jednak na cely analytické. Pri preparacii sa ionexy pouzivaju predovsetkym
na skoncentrovanie latok z prirodzeného materidlu, ako aj na d&istenie latok.
Poziadavky kladené na akost ionexov v tomto pripade nie su také velké ako
pri pouziti v analyze, najmi pri stanoveni kvantitativnom.

V tomto referate sa budeme zaoberat skor analytickymi aplikdciami. Chro-
matografia vymeny iénov mala a azda md najvicsi vyznam pri oddelovani
vzdenych zemin [104, 108, 109, 139], pretoze aZz dodnes bolo toto oddelovanie
jednym z najtazsich. Na vyvijanie tychto latok sa pouzila vytestiovacia chro-
matografia kyselinou citrénovou, s ktorou vzacne zeminy davaji komplexy.
V poslednom dase mal tento sposob velky vyznam pri oddelovani a ziskavani
¢istych transuranov [8].

V organickej analyze sa s uspechom pouzila chromatografia vymeny iénov
predovSetkym pri kvantitativnom stanoveni aminokyselin [95—97, 106, 123,
140], najmé v hydrolyzatoch bielkovin, kde tdto metoda patri dnes k najlepsim.
Separacia aminokyselin na stipci sulfénovaného katexu polystyrénového typu
(Dowezx 50 ) je znizornena na obr. 15.
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Obr. 15

Elucia sa deje kyselinou chlorovodikovou so stipajicou koncentraciou [123].
Ako sme u% spomenuli, Partridge [130—135] pouZziva na oddelovanie ami-
nokyselin vytesiiovacie vyvijanie v troch stupiioch:)
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1. Hydrochloridy aminokyselin sa oddeluji na stlpci polystyrénového ka-
texu a aminokyseliny sa vytesiiuju roztokom NaOH. Tento stupeii sa pouziva
na izolaciu zasaditych aminokyselin: argininu, lyzinu a hydroxylyzinu.

2. Eluat kyslych a neutrilnych aminokyselin sa frakciuje na stipci Zeo
Karb 215; v tomto pripade sa vytesiiuje zriedenym amoniakom. Ziskajt sa
tym zmieSané frakcie, ktoré sa oddeluja individuilne, a to

3. na stlpci silne z4saditého anexu Dowex 2, kde sa vytesiiuj zriedenou ky-
gselinou chlorovodikovou. Tento spésob mozno s vyhodou pouzit aj na prepa-
raéné ziskavanie kry§talickych aminokyselin.

V poslednom &ase sa ionexova chromatografia dobre uplatiiuje v analytike
cukrov [105, 118, 147], ktoré sa prevadzaja na boratové komplexy, najms viak
sa uplatiiuje pri kvantitativnej analyze rozli¢nych alkaloidov [112, 114, 115,
136, 145].

Niekolko prac bolo venovanych aj chromatografii peptidov a proteinov
[102, 107, 129, 138], purinovych latok [98, 146] a i. [94, 110, 113, 116, 117,
126, 127].

Ionexom bolo venovanych niekolko kniZnych publikacii [121, 125] a nie-
kolko prehladnych referatov [100, 101, 103, 111, 119, 137, 141—143]. Uplm’l
bibliografiu analytickych aplikdcii predneddvnom publikoval Osborn [128].

B. Chromatografia na papieri

Chromatografia na papieri v dnesnom slova zmysle vznikla r. 1944 zo stlp-
covej rozdelovacej chromatografie na praskovitej celuléze a mala sluzit najmi
na identifikdciu aminokyselin v mikromeradle. Dnes patri chromatografia
na papieri k najbeZnejSej biochemickej analyze. To malo za nésledok, Ze sa
niektori autori zacali podrobnejsie zaoberat histériou chromatografickych
metéd. V literatre sa dnes rozpuatal boj o chromatografické prvenstvo [29,
185, 262]. Pokial ide o chromatografiu na papieri, vyslo jej zavedenie podla
Deckers [167] z troch idei:

1. pouzitie papiera pre analytické ucely,

2. oddelovanie latok kapilarnym putovanim na pérovitom médiu,

3. zlepSenim tychto oddelovacich efektov pouzitim techniky elu¢ného vy-
vijania. )

Runge prvy pouzival papier na to, ¢o by sme dnes nazvali zrdZacou analyjzou
na papieri (Tipfelanalyse). Jeho povazuja Weil a Williams [262] za vlast-
ného zakladatela chromatografie na papieri. Dalou vyvojovou fazou bola
kapildrna analyjza, ktorej zakladatelom bol Schoenbein. Jeho metédu doko-
nale prepracoval jeho Ziak Goppelsréoder. Schoenbeinovi bol velmi jasny
vyznam tejto rodiacej sa metédy. V zdvere svojej prvej prace o kapildrnej
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analyze r. 1861 uviedol [4]: ,,Verim, Ze dosiahnuté vysledky maji svoj vyznam
a budu slazit najma analytikom ako kvalitativna metoda v takych pripadoch,
kde nemozno pouzit ostatné metdédy a ¢inidla, ako je to napr. pri zmesi roz-
pustenych organickych pigmentov.”“ Tento druh analyzy vyuziva zjav ze
roztok napr. farebnych ldtok kvapnuty na papier rozpija sa zo stredu $kvrny
na vsetky strany, pri¢om sa jednotlivé farbivd oneskoruji za najrvchlejsie
postupujucim rozpastadlom. Tento spésob bol neskér modifikovany tak, Ze
sa pruzok filtra¢ného papiera jednym koncom ponoril do roztoku oddelovanych
latok; rozptstadlo s oddelovanymi latkami potom kapilérnymi silami vzlinalo
tymto papierom, éim nastavalo ¢iastoéné oddelenic. Tento sposob je vlastne
zhodny s frontdlnou analyzou; na stipec sa tak isto nalieva stale rovnaky roztok
latok a do filtratu prichddza najprv latka najmenej adsorbovana, potom po-
stupne latky silnejsie sa adsorbujuce. Povedali sme si vSak uz. Ze tito metodu
nemozno pouZzit na preparativne tcely, pretoze v ¢istom stave mozno takymto
sposobom ziskat len najrychlejsie putujucu latku. A tu je pradve vyznamny
Cvetov objav, ze latky moZno oddelovat vymyvanim &istym organickym roz-
pustadlom. Dnes nas udivuje, Ze to trvalo tak dlho, kym bola kapildrna ana-
lyza spojend s Cvetovym vyvijanim. Tento posledny krok musel takmer 40
rokov ¢akat na svoje uskutoénenie. Boli to predovietkym prace Consdenove,
Gor donove a Martinove [164], ktoré povazujeme dnes za klasické, pre-
toze tvoria vedecky zdklad chromatografie na papieri. Praca Liesegangova
[208], uverejnena takmer stdasne, nebola uz taka tspesna.

Skér ako sa budeme zaoberat mechanizmom chromatografie na papieri,
v kratkosti si objasnime jej princip. Analyzovand latka v roztoku sa kvapne
na filtraény papier v mnoistve ca 1—100 yg a po uschnuti sa papier vlozi do
skleného zliabku s ¢istym organickym rozpustadlom tak, aby nanesena latka
bola niekolko em pod hladinou rozpustadla. Papier si zo zliabku kapilaritou
nasiva rozpustadlo, pridom je nanaSand latka rdznou rychlostou unasana po
papieri. Len &o &elo rozpustadla dosiahne spodny koniec papiera, prerusi sa
vyvijanie, rozpustadlo sa nechd odparit a Skvrna oddelovanej latky sa ozrejmi,
¢ize deteguje nejakou obvyklou Specifickou farebnou reakeciou. Celé toto za-
riadenie musi prirodzene byt v uzavretom priestore, aby sa organické roz-
pustadlo na takej velkej ploche neodparovalo.

Pri chromatografii na papieri podobne ako pri rozdelovacej chromatografii
predpokladdéme predovsetkym rozdelovaci dej oddelovanej latky medzi dve na-
vzajom nemieSatelné rozpastadla. Podmienkou dobrého tvaru skvin bude teda
linedrna rozdelovacia izoterma. Rychlost putovania oddelovanej latky po pa-
pieri mozno vyjadrit tzv. koeficientom Ry, ¢o je pomer vzdialenosti stredu
putujtcej 8kvrny od $tartu k vzdialenosti ¢ela putujicej mobilnej fazy od
Startu. (Na obr. 16 Ry = afc.) Tieto hodnoty Ry sa mézu pohybovat od 0 do 1.
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Pri rozdelovacej chromatogratii sme odvodili, Ze pohyb oddelovanej litky
bude zavisiet od smernice priamky ¢ize od rozdelovacieho koeficienta. Pohyb
gkvrny nepriamo zavisi od rozdelovacieho koeficienta. Ak je teda latka roz-
pustnejsia v Staciondrnej fdze, na chromatograme bude putovat pomalsie.
Ak by teda bola mnohondsobne rozpustnejsia v zakotvenej fize nez napr. v pre-
tekajicej faze butanolickej, po skonéeni vyvijania bola by latka na Starte
v mieste nanesenia, kym pri mnohonasobne vyssej rozpustnosti v butanole nez
vo vode putovala by s ¢elom rozpustadla. V" prvom pripade by mala Ry = 0,
vdruhom Rp = 1.
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Obr. 16. Schematické naznacéenie chromatografie dvoch latok A a B podla Cramera
[150]. Ry latky A bude a/c a Ry latky B bude b/ec.

To by bol, pravda, idealny priklad, keby obidve fazy boli na papieri pritomné
vpomere 1 1. Na papieri v8ak byva v skutotnosti v prevahe jedna z obidvoch
fiz. V pripade butanolu nasyteného vodou uvadza Consden a spol. [164],
7e prierez butanolickou vrstvou je 3 az 4-krat vicsi ako prierez $taciondrnou
fazou. Pri poditani hodnoty Ry musime teda okrem rozdelovacieho koeficienta
vziat do ivahy eSte prierez jednak Stacionarnej fazy, ktory oznacime Ag,
jednak mobilnej fazy, ktory oznaéime A;. Uvedeni autori vo svojej prvej
praci odvodili vztah pre vypocet hodnét Ry, pripadne prevratenim vztahu
pre Ry ziskali vzorec pre vvpocet rozdelovacieho koeficienta a z vykonanej
chromatografie.

Vztah pre Ry je: SR S
p ¥l R o= g AJA,
vztah pre « je: AL (_]_ l)
Ag \R;



Prvy vyraz mozno pouzit pri Gvahe, ¢ v uréitej sustave mozno oddelit dve
alebo viac latok, ktorych rozdelovacie koeficienty pozname, z druhého vyrazu
mozno zasa naopak pre neznamu litku vypoéitat napr. z mnoistva 1 ug jej
rozdelovaci koeficient. Tento druhy vyraz bol stcasne dokazom spravnosti
tedrie R. Consdena a spol. [164], Ze pri chromatografii na papieri sa uplatiiuje
rozdelovanie medzi dve kvapalné fazy a nie adsorpcia. Dokazalo sa to tymto
pokusom: niekolko aminokyselin sa chromatografovalo na papieri v ststave
n-butanolu nasyteného vodou. Tym sa zistili ich hodnoty Ry, avSak na vypo-
¢itanie ich rozdelovacieho koeficienta bolo eSte treba zistit hodnoty A;, a Ag.
Tieto hodnoty nemozno zatial priamo merat; Consden a spolupracovnici ich
vypoditali tak, ze suchy papier, na ktorom sa chromatografovalo, zvazili pred
vyvijanim a po skonéeni vyvijania. Rozdiel vah znamend vahu butanolu a vody
na papieri. Podfa medzindrodnych kritickych tabuliek pri pouZitej teplote vy-
vijania sa viaZe na celulézu 229, vody, z ¢oho mézeme butanol ur¢it nepriamo.
Tak sa zistil pomer A;/Ag a tym aj rozdelovaci koeficient, ktory bol v zhode
s rozdelovacimi koeficientmi spomenutych aminokyselin, ktoré zistili priamym
meranim England a Cohn.

Neskorsie rézni autori vo svojich pracach zistili odchylky vypoéitaného
rozdelovacieho koeficienta od koeficienta, ktory sa zistil chromatografiou na
papieri. NajvyraznejSie odchylky sa zistili pri aromatickych aminokyselindch.
Tieto odchylky sa prisadili adsorpeii. Podla Martinovej neskorsej prace
[216] vSsak nesmieme usudzovaf, Ze zakotvenou fazou je len voda; Martin
predpokladé, Ze cukorné refazce ,,amorfného‘* podielu celulézy st volne po-
hyblivé, takie Stacionarnu fazu tvori vlastne pomerne dost koncentrovany
roztok cukru vo vode. Rozdelovaci koeficient je potom prirodzene iny ako roz-
delovaci koeficient v ¢istej vode. Dnes povazujeme v mnohych pripadoch ad-
sorpciu pri chromatografii na papieri za vec Uplne samozrejmu, avsak s tym,
ze hlavnym dejom pri vyvijani je rozdelovanie medzi dve kvapaliny.

Z tetrie A. J. P. Martina a spol. [164, 216] vyplyvaju niektoré vyznamné
moznosti, ako napr. moznost predvidat rozdelenie latok na papieri, zistovat
rozdelovaci koeficient neznamej latky z gamovych mnozstiev; sic¢asne je vsak
zrejmé, akd vyznamnua tGlohu mé pomer A;/Ag na pohyblivost §kvin. Tato
otdzka tzko savisi s otdzkou sytenia komory. Komora, v ktorej prebieha chro-
matografia, byva obvykle sytend parami mobilnej, ako aj Staciondrnej fazy,
aby sa tieto rozpustadld nemohli odparovat. Zaroven sa vSak ma papier sytit
vodou, ktora potom slazi ako Stacionarna faza. PretoZe viak rovnovahy v plyn-
nej faze prebiehaji velmi pomaly, dizka sytenia komory m4 velky vyznam na
velkost hodnoty Ry. Zavislost sytenia papiera vodou, ktord bola nasytens
butanolom, je zrejma z grafu na obr. 17. Z grafu vidiet, Ze papier nie je nasy-
teny vodou ani po tyzdni sytenia. Ak vyvijame v komore ¢erstvo nasytenej
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vodou, bude sa papier malo sytit vodou, bude teda mat pomerne mala hodnotu
prierezu Staciondrnou fazou a hodnoty Ry budi pomerne vysoké. Ale ak
budeme komoru dlhsi ¢as sytit, pripadne ak do nej dame papier na sytenie
niekolko hodin pred vyvijanim, bude prierez $tacionidrnou fizou vaési, v dé-
sledku &oho sa znizia hodnoty Ryp. Takymto spdsobom ndm teda tedria A. J. P.
Martina a spol. méze vysvetlit, preéo napr. pri vyvijani atropinu mézeme dostat
v jednom pripade hodnoty Ry 0,90 a pri dlh§om syteni komory a syteni papiera
pred vyvijanim hodnotu iba 0,56 [244].
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Obr. 17. Grafické znazornenie zavislosti sytenia papiera vodou od doby sytenia.

Technika

Jednotlivé Giastkové operacie opiSeme tak, ako prichddzaju za sebou pri
chromatografii na papieri. Predovietkym to teda bude volba vhodného nosiéa
Stacionarnej fazy — filtraéného papiera. Consden a spol. mali veelku $tastie,
e na prvé chromatografické pokusy pouzili prave filtraény papier Whatman 1,
ktory sa az dodnes povaZuje za najlepsi a najpouzivanejsi papier. Mozno pove-
dat, Ze kto ma papier Whatman 1, nemusi sa uz viac zaoberat otazkou papiera.

Aké podmienky kladieme na chromatograficky papier? Papier pre chroma-
tografické ucely [201] musi byt vyrobeny z najhodnotnejsieho papiernického
materidlu — z lintersu; je to nespriadatelny chipkovity podrast bavlny. Tento
materidl sa voli preto, aby papier neobsahoval nijaké latky extrahovateIné
organickymi rozpustadlami a aby neobsahoval tazké kovy. Vietky tieto latky
moézu byt na zdvadu preto, lebo mézu znizovat alebo tplne zabranit farebnej
detekeii, alebo mézu (napr. tazké kovy, najmi med) tvorit s oddelovanymi
latkami komplexy, ktoré putuji inou rychlostou. Dalsie vyhodné alebo nevy-
hodné vlastnosti ziskava papier pri spracovani. Tu sa uz uplatiiuje jeho struk-
tara. Z vlastnosti dobrého papiera kladieme déraz na vhodnt saciu vysku
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a dalej na pravidelny, nanajvys jemne oblaéikovity povreh. Nepravidelnosti
v povrchu sa mézu uplatiiovat jednak pri toku rozpustadla, jednak pri kvanti-
tativnom vyhodnocovani chromatogramu. Dalej nem4 mat papier pokial moz-
no adsorpéné vlastnosti.

Vsetkym tymto podmienkam vyhovuje veelku papier Whatman 1. Pre nie-
ktoré ucely mozno tak isto pouzit papier Whatman 4, ktory mé vyhodu v tom,
ze teGie omnoho rychlejsie ako Whatman 1. Tato vyhoda je v8ak na druhe;j
strane neutralizovand tym, Ze tvar $kvin nebyva okrahly, ale vi#$inou tvori
$kvrny ovélne predizené, o méze byt niekedy na Skodu dobrej separdcii. Pre
kvantitativne uc¢ely ma byt vyhodny silnejsi papier Whatman 3 MM. Z nemec-
kych papierov Schleicher-Schiill je najvyhodnejsi papier ¢. 2043 b, ktory sa
svojimi vlastnostami takmer vyrovna papieru Whatman 1. U nas sa zatial
vyraba malé mnozstvo papiera v neratovickej Spolane a v papierniach vo Vel-
kych Losinach. Obidva tieto papiere mozno nudzove pouzit na chromatogra-
fické ticely. Co do rychlosti toku a oddelovania litok mohli by sme ich pri-
rovnat k papieru Whatman 4. Ich nevyhodou je vsak pritomnost dost velkého
mnozstva neistét, najmi organického pévodu, a velka variabilita medzi roz-
nymi Sarzami. Podrobnejsiu pracu o tvchto papieroch publikoval Hais [186].
Papiere Whatman i Schleicher-Schiill sa k nam stéle eSte dovazaja, hoci v ob-
medzenom mnozstve.

Po vybere vhodného papiera si tuzkou oznac¢ime miesto $tartu a miesta, kde
nanesieme vzorky analyzovanych latok. Je prirodzené, Ze na Startovnu ¢iaru
mozeme podla velkosti papiera (ktord sa riadi velkostou komory) naniest Tu-
bovolné mnozstvo analyzovanych vzoriek. Tieto vzorky vsak treba umiestit

Obr. 18. NanéSanie analyzovanych vzoriek na filtraény papier: schnutie sa urychliuje
féhnom.
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dostatotne daleko od seba, aby jednotlivé vzorky nesplynuli. Tato vzdialenost
volime obvykle na 3—4 em. Vzorky nanasame na papier poloZeny na tyéinkdch,
ktoré su zapustené do dreveného ramu (obr. 18), mikropipetou, injekénou strie-
kackou alebo §tetéekom. Mnozstvo nandsanej vzorky sa riadi jej koncentriciou
a po¢tom pritomnych ldtok. Vacésinou to byva 10—200 41, v niektorych pripa-
doch, ked sa analyzovana latka vyskytuje len vo velmi nizkej koncentracii,
musime nanasat aj 1 ml. Naniest celé mnozstvo tekutiny nie je mozné, pretoze
by sa §kvrna prili§ rozpila. Preto nanaSame po malych kvantach, $kvrnu neché-
me zaschnit a nanasame dal§i podiel. VysuSovanie sa najlep§ie urychluje fu-
kanim horiceho vzduchu. Najlepsie sktisenosti mame so suenim pomocou ka-
dernickeho vysufovaca vlasov (féhnu). Toto nanaSanie vzoriek vyzaduje naj-
dlhsiu aktivnu dobu pri chromatografovani na papieri.

Po naneseni vzoriek dame papier do komory, kde sa deje vyvijanie. Tvar
a velkost komory sa riadi spésobom vyvijania, a preto sa o nich zmienime
pri vyvijani. Zasadne rozozndvame tri sposoby vyvijania, ktoré sa navzajom
lisia tym, v akej polohe sa na papieri pohybuje rozpustadlo pouzivané ako mo-
bilnd faza.

Najdlhsie sa pri papieri pouziva vyvijanie zostupné. ESte dnes sa najcastej-
sie pouziva v laboratoériach, hoci vyzaduje z moznych sposobov vyvijania re-
lativne najkomplikovanejsie zariadenie. Toto zariadenie sa sklad4d zo skleného
podstavea, na ktorom je upevneny skleny Zliabok. Do tohto zliabku sa ddva
mobilna faza. Chromatogram sa do zliabku oby¢ajne upeviiuje pomocou
ty¢inky (obr. 19). Spésob zostupného vyvijania sa v chromatografickych la-
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Obr. 19. Stojan so #liabkom pouzivany na zostupné vyvijanie (podla Z.Prochazku
[226]).

boratériach udrzuje najmi preto, ze dovoluje vyvijat ,na prietok” Velmi
¢asto totiz nardzame na pripady, ked velmi vyhodné rozpustadlové sustavy.
ktoré dobre oddeluju a ddvaju okrahle §kvrny, sposobuji len maly pohyb od-
delovanych latok. V tomto pripade nenechdme &elo rozpustadla dotiect iba
na dolny okraj, ale nechdme rozpastadlo z dolného okraja papiera odkvapkavat.
Aby sa nerusil tok a aby kvapalina po celej Sirke odkvapkavala, na dolnom
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okraji papiera sa vystrihna zuby. Takyto chromatogram sa potom méZe nechat
bezat aj tri tyZdne. Tento spdsob vyvijania sa najviac pouZiva v chémii cukrov.

Inou takouto modifikiciou zostupného vyvijania je opakované vyvijanie.
M4 rovnakiu tlohu ako prietokova chromatografia. Toto vyvijanie sa deje tak,
ze chromatogram normalne vyvijame, a ked dosiahne éelo dolného okraja,
vyberieme ho, osuSime a opét vyvijame v tom istom smere. Toto mozno opa-
kovat niekolkokrat za sebou. Vyhoda tohto spdsobu v porovnani s prietokovym
vyvijanim je v tom, Ze nam nijaka rychlejsia latka nemoéze z papiera utiect.

Pri oddelovani aminokyselin z bielkovinovych hydrolyzitov sa zasa stre-
tavame s pripadom, ked treba stanovit asi dvadsat latok vedla seba, z ktorych
niektoré maji podobné hodnoty Rg. Viésinou maja tieto latky v inej sustave
rozpustadiel iné hodnoty Ry, o mozno vyuzit na uplna separaciu tychto latok
dvojrozmerovou chromatografiou. Postup je tento: Vezme sa S$tvorcovy harok
papiera a do jeho lavého horného rohu nakvapkime analyzovanu vzorku.
Chromatogram potom vyvijame obvyklym zostupnym vyvijanim. Ked &elo
dojde dolu, vyberieme papier z komory a nechame rozpastadlo odparit. Potom
papier obritime o 90° a vyvijame v druhom smere, kolmom na smer prvého
vyvijania, inou sistavou rozpustadiel (obr. 28).

Druhym typom je vyvijanie vzostupné alebo vzlinavé. Vyhoda tohto uspo-
riadania je v tom, Ze nevyzaduje nijaka aparatiru. Pri p6vodnej metéde Wil-
liamsovej a Kirbyovej [150] sa vzorky analyzovanych litok nanest
asi 5 cm od dolného okraja papiera, papier sa potom stoéi do valca a bocné
hrany sa zo&ija nitou alebo kanceldrskou zosivadkou. Tento papier sa potom
priamo postavi do misky s organickym rozpustadlom, umiestenej vo vhodnej

{ 1

Start

Obr. 20. Zariadenie pre vzostupné vyvijanie. )
V Iavo jep6vodné zariadenie podla Williamsa a Kirbyovej [150], vpravo je papier
zaveseny na veko komory (podla Cramera [150]).
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komore alebo valci. Pri inej uprave mozno papier zavesit napr. na veko ko-
mory a na dno opét naliat organické rozptstadlo (obr. 20). Fuéik a Pro-
chazka [174] vyvijaja vzostupne vo flasi od uhoriek, kde je papier pripevneny
girokou korkovou zdtkou; ndm sa pri analyze namelovych alkaloidov ako ko-
mora najlepsie osvedéila fla§a na mlieko. Na metédu vzostupného vyvijania
mozno pouzit aj skimavku, kde je horny koniec prazku upevneny v zatke
skamavky (obr. 21) [235, 236]. Nevyhoda tejto metédy spociva v tom, Ze
v jednej skiimavke mozno analyzovat iba jednu vzorku. Vyhodou je moZnost
pohodIného a rychleho vyskusania velkého poétu rozpustadlovych kombindcii.

R!aze&;lﬂ@
|

O [aLanin

O GLYCH

J

Obr. 21. Skdamavkovéd mikrometéda vzostupného vyvijania podla Rocklanda a spol.
[235].
VlIavo zariadenie pre vyvijanie, vpravo detegovany chromatogram zmesi alaninu a glycinu.

Koneéne tretim typom, ktory sa najmé v tomto roku zaéina velmi rozsirovat,
je vyvijanie kruhové, zndme uz v minulom storodi pri kapilarnej analyze. Opit
ho zaviedol Rutter [237], ale najviéSiu zasluhu o jeho roz§irenie ma Giri
[176—179]. Kruhové vyvijanie moZno najlepsie robit v prazdnom exsikatore;
kruhovy papier s latkou nanesenou do stredu sa vlozi medzi veko a spodnu
tast exsikatora. Sustavu rozpuastadiel mozno mikrobyretou umiestenou v tu-
buse exsikatora nakvapkavat do stredu nanesenej §kvrny (obr. 22), alebo mozno
papierovym knétom, ktory je prestréeny stredom $kvrny. nasavat rozpastadlo
z dna exsikatora.” V papierovom kruhu mozno vystrihnat i pasik, ktorym
si papier podobne ako kndtom nasava rozpustadlo z podstavenej misky. Pri
vyvijani sa namiesto §kvin vytvaraji kruhové pasy, vyhoda ktorych v po-
rovnani so 8kvrnami ziskanymi pri ostatnych typoch vyvijania je v tom. ze st
omnoho uzsie, ¢o velmi ¢asto umoznuje stanovit dve latky, ktoré by pri ostat-
nych typoch vyvijania splynuli v jednu $8kvrnu. Donedavna sa tato metoda
malo pouzivala preto, Ze fiou bolo mozné analyzovat iba jednu vzorku. Tato
tazkost prekonava novy spdsob Giriho. Do stredu kruhového filtraéného pa-
piera sa tuzkou oznaéi kruh o priemere asi 4 em, na ktory mozno naniest az
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Obr. 22. Kruhové vyvijanie v exsikatore.
Rozpustadlo sa nakvapkdava z mikrobyrety na nanesent Skvrnu. (Foto (. Zimmer-
manin.)

Obr. 23. Schematické znazornenie kruhového vyvijania, kde sa v papieri vystrihol
pésik, ktorym si papier nasava rozpusStadlova sustavu. Na papier sa naniesli roztoky
cukrov (ako prvé je uvedend litka najpomalSia):

1. rafinéza, galaktéza, xyloza; 2. melibiéza, glukéza, ribéza; 3. zmes vSetkych 11 cukrov:
4. malt6za, sorbéza, ramnéza; 5. sacharoza, arabinéza.

Pouzilo sa opakované vyvijanie (2x) v sdstave n-butanol — acetén — voda (2: 1)
a detegovalo sa anilindifenylaminfosfaitom (podla Giriho a Nigama [177]).
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osem vzoriek latky. Z jednotlivych nanesenych latok dostaneme pri vyvijani
pasy v tvare kruhového vyseku (obr. 23).

S otdzkou vyvijania prirodzene najtesnejsie stvisi otdzka vyberu vhodnej
sistavy rozpistadiel. Za vhodna povazujeme th sustavu, v ktorej Ry analyzo-
vanych latok lezi medzi 0,05--0,9. pricom Ry hodnoty dvoch oddelovanych
litok sa maja li8it aspoii o 0,05. V" pripade nizkych Ry a vyvijania na prietok
mozno viak stanovit vedla seba aj litky s Ry, lisiacim sa o 0,03. Skvrny latok
maji byt okrahle a nemaja za sebou zanechavat chvosty. Rozpustadlo nema
robit tazkosti pri odstranovani z papiera a jeho zvysky nesmt rusit detekeiu.

Podla povahy oddelovanych latok mazeme ststavy rozpastadiel rozdelit do
4 skupin [Decker, 167]:

I. Pre silne hydrofilné latky, t. j. také, ktoré sa omnoho lepsie roz-
pistaji vo vode ako napr. v alkoholickych rozpastadlach, je najvyhodnejsie
pouzit nizsie alifatické alkoholy s réznym obsahom vody (10—409,).

2, Stredne hydrofilné latky. ktoré st obvykle onie¢o rozpustnejsie
v niz8ich alkoholoch, najlepsie sa oddeluju v butanolickych ststavéch. pri-
padne v ststavach s etylacetdtom. benzénom a pod.

3. Lipofilné latky su charakterizované nerozpustnostou vo vode a roz-
pustnostou v organickych rozpastadlach. Na ich vyvijanie nemozno pouzit
obvyklé sustavy, kde Stacionarna faza je tvorena vodou. Jednou z moznosti
oddelit ich je impregnéacia papiera polarnejsim organickym rozpuastadlom, napr.
metanolom, propylénglykolom, formamidom a i. Papier sa impregnuje bud
tak, Ze sa komora nasyti prislusnym organickym rozpastadlom (pri zakotveni
nizsich alkoholov), alebo v pripade formamidu alebo propylénglykolu sa papier
niekolkokrat pretiahne roztokom tychto latok v prchavom organickom roz-
pustadle: toto rozpastadlo sa rychle odparuje a papier je potom impregnovany
ziadanou polarnejSou fazou. Na tychto papieroch sa obycajne vyvija benzé-
nom, toluénom alebo chloroformom. Tento spdsob sa dnes najviac pouZiva
pri oddelovani mélo polarnych latok. Daldiu moznost prind$a napojenie papiera
menej polarnou organickou fazou: tento sp6sob ,,obratenia faz‘“ sme prebrali
v kapitole o rozdelovacej chromatografii; intt modifikaciu obratenia faz opisali
Kostit a Slavik [204]: pri ich metode sa papier acetyluje a na acetylovany
papier sa zachytava nepolarne rozpustadlo a opit sa vyvija polarnou fazou.
Treti sposob je vlastne prenesenie adsorpénej chromatografie na papier: papier
sa impregnuje anorganickym adsorbovadlom, takmer vyluéne kysliénikom hli-
nitym. Téato impregndcia [242] sa robi tak, Ze sa papier premyje roztokom
siranu hlinitého, nadbytok kvapaliny sa odsaje medzi dvoma filtraénymi pa-
piermi a umiesti sa do komory nasytenej parami amoniaku. Vo filtra¢nom
papieri sa jemne vyzraza hydroxyd hlinity, ktory sa aktivuje zahrievanim pa-
piera na vyssiu teplotu. Na takto pripravenom papieri sa potom vyvija rovna-
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kymi rozpustadlami, ako sme uviedli v kapitole o adsorpénej chromatografii.
Vyhodou tejto metédy je velmi lahkd moznost jej prenesenia na stlpec kyslic-
nika hlinitého, nevyhodou je tvorba pretiahnutych adsorpénych $kvfn.

4. Kyseliny a zasady robia tazkosti najmi tym, Ze na papieri dochddza
k ich ¢iasto¢nej disocidcii a tym k tvorbe chvosta. Tato disocidciu mozno po-
tlagit pouzitim kyslych rozpustadlovych ststav na vyvijanie kyselin a zisadi-
tych sistav na vyvijanie zasad.

Pre rozpustadld plati prirodzene to isté, na éo sme upozornili pri stipcovej
chromatografii, Ze totiz musia byt vzdy Gisté, najlepsie Cerstvo predestilované.
Pri ststavach, ktoré obsahuja butanol alebo iné alifatické alkoholy a silnu
organicku kyselinu, treba brat do tvahy, Ze po urditej dobe dochadza k esteri-
fikicii tychto alkoholov, ¢im sa v nich znizuje rozpustnost vody, a to m4 za
nasledok zmenu pohyblivosti oddelovanych latok. Sustavy sa pripravuja
(pokial sa inak neuvadza) tak, Ze rozpastadlo zmieSsame v udanych pomeroch
v oddelovacom lieviku, dokladne pretrepeme a po oddeleni obidvoch vrstiev
pouZijeme vrstvu organického rozptstadla na vyvijanie; komoru sytime obi-
dvoma vrstvami.

Okrem vyvijania je pri papierovej chromatografii najdolezitejsie odkrytie
latky na papieri, t. j. detekcia. Detekciu mozno uskutocéniovat jednak na za-
klade fvzikalnvech vlastnosti latky (z tejto skupiny je najrozsirenejsie objave-
nie latok na zaklade ich fluorescencie v ultrafialovom
svetle ortutovej vybojky), jednak chemickymi reakciami
alebo aplikaciou rozliénych ¢inidiel. V pripade, Ze reak-
ciou vznikaju produkty malo rozpustné v pouzitom roz-
toku, mozno ¢inidla aplikovat kipanim. Najobvyklejsie
je v8ak postriekanie chromatogramu rozprasovacom.
Na postrek mozno pouzit rozprasovaé na vonavku alebo
rozpraSovacé Specialne pripraveny pre chromatografické
tcely (obr. 24); mozno pouzit aj vyrobok Stopangin-
SPOFA. Do rozprasovada zavadzame obyéajne stladeny
vzduch z bomby alebo za pouzitia kompresora (mozno
pouzit aj olejovii vyvevu v obratenej funkecii). Mozno,
Obr. 24. Kozprasovas  Pravda, fukat aj tstami, ale tento spdosob je menej
na chromatografickii  vhodny, pretoZe postrek nie je pravidelny.

detekeiu (podla , . .

Cramera [150]). Zo vSeobecne pouzivanych nedpecifickych detekingch

¢inidiel treba menovat detekciu acidobazickymi indika-
tormi (najviac sa pouziva brémfenolova alebo bromtymolova modra), ktorymi
odkryvame nielen kyseliny a zasady, ale aj amfotéry, dalej detekciu zalozenu
na oxydacii alebo redukeii, pricom sa zmena farby bud detekéného ¢inidla,
alebo detegovanej latky meni (najviac sa pouziva amoniakalny dusiénan strie-
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borny  alkalicky manganistan draselny, trifenyltetrazoliumchlorid a i.),
a napokon nespecificka detekciu jédom, ktorym sa mnoho litok rézne za-
farbuje. Specifické &inidla rozoberieme v osobitnej ¢asti tejto kapitoly.

Osobitnt skupinu detekcii tvoria enzymatické a bioautografické metddy.
Enzymatické metody sa pouzivaju pre ddkaz enzymov, menej sa pouzivaja
pre dokaz substritu. Prakticky sa tento spésob detekcie robi napr. u amylaz
tak, Ze papier postriekame roztokom s$krobu, inkubujeme niekolko hodin
vo vlhkej komore a po uschnuti postriekame roztokom jédu; miesta amyldz
saroztokom nefarbia. takZe sa javia ako biele Skvrny na fialovobelasom pozadi.
Velmi efektna je detekcia protedz: na vlhky papier prilozime kinofilm  (emul-
ziou na papier) a opit nechame niekolko hodin inkubovat. Protedzy rozloZia
zelatinu v emulziu, ¢o sa prejavi spriehladnenim filmu, a zdroven sa toto roz-
lozené miesto prilepi na chromatogram, takZe sa po redukeii striebra objavia
gedivé kviny (obr. 25).
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Obr. 25. Priklad enzymatickej detekcie trypsinu.

Na chromatogram sa po skonéenom vyvijani priloZil kinofilm; po vhodnej dobe inkubécie
sa miesto, kde je lokalizovany trypsin, prejavi spriehladnenim emulzie. Po odlepeni
filmu dostdveme Sedivé Skvrny na bielom podklade.

Sustava: 409,-ny etanol, 1,5%-ny NaCl.
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Pri bioautografickej metode sa chromatogram po vyvolani poloZi na agarova
pddu, kde je naockovany citlivy mikréb, pre ktory je napr. hladany vitamin
potrebnym rastovym faktorom; agarovd pdda je kompletna, s vynimkou
detegovaného vitaminu. Mikrob potom vyrastie len na mieste, kde je lokalizo-
vany hladany vitamin. Tdto metoda sa pouziva najmé pri papierovej chroma-
tografii vitaminov a antibiotik, kde naopak mikréb v mieste antibiotika ne-
narastie. Znac¢nou prednostou bioautografickej metdédy je jej citlivost, ktora
byva 100-—10 000-krat vécsia nez pri detekeii chemicke;j.

Inou &pecidlnou detekciou je odkrytie latok oznackovanych radioaktivnymi
izotopmi. Papierova chromatografia radioaktivnych latok sa najviac pouziva
pri sledovani enzymatickych reakeii; velmi podstatnou mierou prispela k vy-
svetleniu Studia fotosyntézy; rozsirena je pri sledovani osudu lie¢iv v organiz-
me. Chromatograficka technika sa pri pouZiti radioaktivnych ldtok nelisi od
normalnej chromatografickej techniky; je odli$na iba v otdzke detekeie. Radio-
aktivne latky mozno detegovat tzv. autoradiografickym spoésobom, pri ktorom
sa chromatogram po vyvijani prilozi na citlivy réntgenovy film; po dlhsej
dobe sa na tomto filme po vyvolani objavia tmavé $kviny na mieste, kde bola
radioaktivna latka. Druhy spdsob, pouZivany najmé na kvantitativne stano-
venie, je metdda radiometricka, kde radioaktivita lokalizovanid v Skvrnach
na chromatograme sa premeriava Geiger-Miillerovym alebo inym poéita¢om.
U nas sa doteraz papierovd chromatografia radioaktivnych latok vo vicsSej
miere nerobi pre nedostatok radioaktivnych izotopov, najmi rddioaktivneho
uhlika. Vel'mi pekny prehladny referat o tejto metode mal Hais [188] a i.
[209, 260].

Hodnotenie chromatogramu

Koneénou fazou kazdej chromatografie je kvalitativne, pripadne aj kvanti-
tativne hodnotenie. Pri kvalitativnom hodnoteni robime zavery:

1. z pohybu $kvrny,

2. z detekcie.

Pohyb Skvin sa vyjadruje hodnotami Ry, ktoré sa dasto udavaju ako kon-
Stanty. V teoretickej ¢asti sme si viak ukézali, Ze na ich hodnoty mé vplyv
napr. vek rozpustadla, sytenie komory, dalej sa vyznamne uplatiiuje teplota
(pri vyssej teplote byva spravidla vyssie Ry), dizka chromatogramu a iné fak-
tory [196, 267]. Preto sa odportéa vZdy nechat subeZne putovat latku Stan-
dardnit, pripadne ju naniest k analyzovanej latke (obdoba zmesového pasa pri
adsorpénej chromatografii). Niekedy je vyhodné, najmi ak vyvijame na prie-
tok, pouzivat tzv.hodnoty Rx, ¢o je pomer vzdialenosti Skviny od Startu ku
vzdialenosti najrychlejsie putujicej $kvrny. Tieto hodnoty Rx maja ttt vyhodu,
Ze na ne nema podstatny vplyv vek rozpustadla, teplota a pod. K druhému
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bodu mozno pripomenut, ze ak Skvrna hladanej latky nereaguje s pouzitym
detekénym ¢inidlom, neobsahuje hladant latku alebo asponl ju neobsahuje
v mnozstve vicéSom, ako je citlivost pouzitého ¢inidla. Toto pravidlo ma vak
svoje vynimky, lebo reakeiu latok méze ovplyvnit rozpastadlova stastava alebo
pritomnost inych latok v roztoku.

Zaverom ku kvalitativnemu hodnoteniu chromatogramu mozno cdporacat.
aby sa nikdy nevyvodzovali zavery z jediného chromatogramu, ale aby sa
identifikdcia latok robila najmenej v dvoch rozpustadlovych ststavach. Sa-
¢asne nikdy nespoliehajme na hodnoty Ry; skor mézeme déverovat hodnotam
Ry, ale najlepsie je vidy pouzit standard zmiesany s podobnymi latkami, aké
st obsiahnuté v analyzovanej vzorke.

Donedavna sa niektori chemici pozerali na chromatografiu na papieri skep-
ticky, pretoze ju povazovali za metddu vyluéne kvalitativnu. Najmé v posled-
nych troch rokoch bola vsak kvantitativna chromatografia na papieri v niekto-
rych odvetviach tak prepracovand, ze ju mozno nielen porovnat s beznou
kvantitativnou analyzou, ale tuto moéze dokonca predstihnat. Ako priklad
uvediem kvantitu aminokyselin v bielkovinovych hydrolyzatoch, kvantitu cuk-
rov v polysacharidovych hydrolyzatoch a najmé# kvantitu penicilinu. Azda
najpresnejSou je tu kvantita za pouzitia radioaktivnych izotopov.

Kvantitativne stanovenie latok chromatografiou na papieri mozno robit
dvojakym spésobom: in situ alebo po eldcii. Prva metoda sa pouziva najmi
pre rychle stanovenie, druh4 metéda, ktord je zdlhavejsia, pre presnejsie sta-
novenie.

1. Metody in situ

a) Stanovenie podla plosnej velkostt Skvin. Fisher a spol. [170] zistili empi-
ricky vztah medzi plo§nou velkostou $kvrny (A) a mnozstvom latky v Skvrne
(q), ktory mozno vyjadrit rovnicou:

log q = k.A,

kde k je konStanta, experimentalne zistend pre jednotlivé analyzované latky.
Pri tejto metdde, ktora je zo vSetkych uvedenych metéd najjednoduchsia,
treba viak vzdy udrzovat konstantné podmienky, z ktorych menujeme predo-
vietkym nanasanie rovnako velkych $kvin na start, dalej teplotu, rovhomerny
postrek pri detekeii atd.

b) Kvantita podla intenzity §kvrny. Chromatogram sa vydeteguje ako v pred-
chadzajicom pripade a vyhodnocuje sa fotometricky. Obyéajne sa to robi tak,
ze sa papier bud rucne, alebo automaticky pohybuje pred Strbinou fotobunky
od startu k ¢elu a priepustnost alebo adsorpcia sa registruje v zavislosti od Ry.
Aby sa znizila adsorpeia papiera a zvy&ila jeho priepustnost, prazok sa oby-
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¢ajne premastuje parafinovym olejom. Tato metdéda je vyhodns najmé pre
vyhodnocovanie papierovych elektroferogramov sérovych bielkovin.

Do tejto skupiny mozno zaradit aj tzv ultrafialovi papyrografiu [191],
kde sa 8kvrny registruja bez chemickej detekcie v ultrafialovom svetle ortu-
tovej vybojky spdsobom, ako sme vyssie uviedli.

c¢) Vizualny odhad plosnej velkosti a intezity &kvrny. Tato metoda sa pouziva
predovietkym v tych pripadoch, ked nam ide o rychly pribliZzny kvantita-
tivhy odhad, pricom chceme dostat lepsie vysledky ako v pripade a. Ide tu
najmé o hodnotenie surovej zmesi viacerych latok z prirodzeného biologického
materidlu. Najjednoduchsie sa tdto analyza robi prostym porovnanim nezné-
mej zmesi ldtok so Standardnym radom. DokonalejSou je metdda zostupnych
kvant analyzovanej vzorky a vzostupnych kvant standardu. Této metdda sa
velmi dobre osvedéila Francovi a Haisovi [171] najmé pre kvantitu amino-
kyselin v bielkovinovych hydrolyzatoch, pri analyze organickych kyselin, chlor-
amfenikolu, pri pelentdnovych latkach a i. Jej princip je zrejmy z obr. 26.

5430 N1O 5?0 N‘20 Sfp N\?o

0 ¢ &0

Obr. 26. Schéma zistovania kvantity vizudlnym odhadom ploSnej velkosti a intenzity
Skvrny podla Franca a Haisa [171].
s — Standard, N — analyzovan4 latka, &islice znaéia naneseny objem roztoku.

Rovnako velké Skvrny analyzovanej vzorky sa nanaSaji na parne miesta na
Starte vo vzostupnom rade 10, 20, 30 4l a na neparne miesta sa naniSa v zo-
stupnom rade porovnavacia vzorka zndmeho zloZenia (30, 20, 10 4l). Na chro-
matograme po detekeii potom porovnavame velkost a intenzitu vidy dvoch
susednych §kvin. Odchylka pri tejto metéde byva maximélne 5—109%,.

d) Retenénd analyza. Princip tejto metdédy, ktora zaviedol Wieland [257],
je zrejmy z obr. 27. Chromatogram po vyvijani oto¢ime o 90° a nechame po

Obr. 27. Princip Wielandovej retenénej analyzy (podla Cramera [150]).
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tom vzlinat roztok éinidla, ktoré reaguje s latkou na chromatograme. Ked
gelo vzlinajiceho roztoku dojde ku $kvrne, zadrzuje sa v mieste Skvrny, éim
vznika cipovita medzera, ktorej velkost je imernd mnozstvu latky v Skvrne.
Premeranim tejto plochy zistime mnoZstvo analyzovanej latky.

2. Metdédy po elteii

Pri tychto metdédach moézeme analyzovanu latku eluovat bez predchadza-
jucej detekcie, alebo napr. pri tvorbe zafarbenych §kvin az po detekeii. V prvom
pripade musime v8ak poznat polohu $kvrny neznamej latky; obycajne sa to
robi tak, Ze sa niekolko §kvin tej istej latky nanesie na §tart a po skondeni vy-
vijania sa krajné pruzky vidy s jednou analyzovanou latkou odstrihnd a tie
sa deteguja. Podla polohy §kvin sa potom eluuje stredné nedetegovand cast.
Postup pri tejto elucii je obvykle analogicky ako pri chromatografickom vy-
vijani, ktoré mozno pripadne modifikovat tym, Ze priazky pritisneme medzi
dve skielka alebo sklené dosky. V eluate mozno stanovit latky beZznymi mikro-
kvantitativnymi metédami. Kedze obvykle pracujeme s mnozstvom asi 100 g,
velmi ¢asto sa pouziva kolorimetria alebo spektralna fotometria eludtov, ktors
nevyzaduje vicsie mnozstvo latok. Dost vyhodna je aj kombinécia chroma-
tografie na papieri s polarografiou.

Okrem tychto metéd mozno v pripade papierovej chromatografie radioak-
tivnych latok pouzit pre kvantitu spominané uz radiometrické metédy alebo
vyhodnocovanie biologickym alebo enzymatickym testom.

Ku vsetkym uvedenym metédam stanovenia po elucii treba pripomenut,
ze podmienkou dobrych vysledkov je uplné oddelenie latok na papieri; v pri-
pade, Ze sa dve Skvrny i len nepatrne dotykaja, nemozno tieto metédy pouzit
a treba sa obratit k metddam in situ, kde to nie je tolko na zavadu.

Aplikacia

Aminokyseliny [168a, 195, 197]. Oddelovanie aminokyselin je dasove
najstar§im a zaroveii najpouzivanej§im odvetvim chromatografie na papieri.
Velmi délezitou pri chromatografii na papieri je volba vhodnej rozpustadlovej
stustavy. Pre analyzu aminokyselin z hydrolyzatov sa eSte aj dnes najcastejsie
pouziva dvojrozmerovd chromatografia: v jednom smere sa vyvija feriolom
s amoniakom a v druhom smere obvykle n-butanolom s kyselinou octovou.
Charakteristicky dvojrozmerovy chromatogram je na obr. 28. Dvojrozmerovs
chromatografia je vS8ak menej vyhodnd pre kvantitativne stanovenie. Hais
a spol. [190] odportdaju pri kvantitativnom stanoveni aminokyselin v hydro-
lyzatoch vyvijat jednosmerne v ststave t-butanolu s bordtovym tlmi¢om
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o pH = 8,5 a komplexonom III, pri¢om sa tak isto aj pH papiera ustaluje
uvedenym tlmi¢om. Touto metédou sa dobre oddeli leucin, izoleucin, fenyl-
alanin, metionin, valin, tyrozin, prolin, alanin, treonin (obr. 29). ZvyS3ujace
aminokyseliny sa oddelia v ststave fenolu s fosfatovym tlmi¢éom o pH = 12
a komplexonom III. Dobrou ststavou pre polarnejsie aminokyseliny je buta-
nol s kyselinou mravéou a pre menej polarne butanol s benzylalkoholom a tlmi-
¢om o pH = 8,5 [214]. Komplexon sa do uvedenych sustav pridiava preto,
aby viazal tazké kovy z papiera, ktoré by inak tvorbou komplexov rusili pohyb
aminokyselin po papieri.

Aminokyseliny sa detegujt takmer vyluéne ninhydrinom, ktory mézeme
nazvat idealnym detekénym éinidlom. Je citlivy na aminokyseliny v mnozstve
okolo 1 ug. S vidsinou aminokyselin reaguje modrym az fialovym zafarbenim,
iba s prolinom a hydroxyprolinom déva zltd $kvrnu. Okrem ninhydrinu, ktory
je Specificky pre vietky aminokyseliny, mozno pouzit este cely rad $pecifickych
detekényeh éinidiel. Najdolezitej§ie z nich je Paulyho ¢inidlo, diazotovany
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Obr. 28. Dvojrozmerovy chromatogram zmesi aminokyselin.
Najprv vyvijame sistavou sekundérny butanol  kyselina mravéia — voda (75 15 10),
oznatené B, v druhom smere 809%,,-nym vodnym fenolom, oznadené F.
CYS — cystin, ASP — kyselina asparagové, SER — serin, GLU — kyselina glutaminov4,
GLY -— glyein, LYS — lyzin, THR — treonin, ARG — arginin, OPRO — oxyprolin,
ALA — alanin, TYR — tyrozin, PRO — prolin, VAL — valin, PHE — fenylalanin,
LEU — leucin a izoleucin.
Veelku velmi podobny chromatogram dostaneme, ak pouZijeme sistavu n-butanolu
s kyselinou octovou a vodou (podla H. Zahna a F. Cramera [150]).
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Obr. 29. Priklady dobrych ststav pre oddelenie aminokyselin v bielkovinovych hydro-
lyzdtoch a sti¢asne ukazka kvantity podla Franca a Haisa [171].
1. lyzin, 2. histidin, 3. arginin, 4. asparagin, 5. metionin, 6. serin, 7. glycin, 8. kyselina
asparagova, 9. treonin, 10. kyselina glutaminovéd, 11. alanin, 12. prolin (jeho Zlt4 Skvrna
nebola fotograficky zachytend), 13. tyrozin, 14. valin, 15. metionin, 16. fenylalanin,
17. izoleuein, 18. leucin.
Viavo: sastava tercidrneho butanolusboratovym tlmi¢omo pH = 8,5 akomplexonom III.
A, D, G je 30, 20 a 10 ul Standardnej zmesi aminokyselin, B, C—E, F —H, I st vidy dve
analyzované vzorky nanasané vo vzostupnom kvante 10, 20 a 30 ul. Na chromatograme
sa porovnaji vidy dve susedné skvrny o rovnakej intenzite zafarbenia a rovnakej vellkosti
plochy.
Vpravo: ststava n-butanolu s kyselinou mravéou a vodou (75 15 10). Na Start je na-
nasany Standardny roztol aminokyselin v zostupnom mnoizstve 30, 25, 20 a 10 ul (A, C,
E. i) a analyzovany roztok vo vzostupnom mnoZstve 10, 20, 25 a 30 ul (B, D, F, H).
Vyvijanie na prietok 74 hodin. (Chromatogramy I. M. Haisa a Z. Franca.)

sulfanilamid, pre histidin a tyrozin; metionin a cystin sa odkryvaju jodoplati-
¢itanom draselnym, prolin a hydroxyprolin izatinom a arginin sa deteguje
Sakaguchiho ¢inidlom (zmes a-naftolu s modovinou; chromatogram sa po po-
striekani tymto éinidlom postrieka eSte roztokom brému v hydroxyde sodnom).
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Niz§ie peptidy mozno oddelovat tym istym spdésobom ako pri chromato-
grafii aminokyselin. Pre vysSie peptidy a bielkoviny je vyhodnejsie oddelo-
vanie elektroforézou na papieri. Chromatografiu na papieri mozno pouzit viade
tam, kde sa aminokyseliny vyskytuja. Vyskyt aminokyselin sa sledoval v rast-
linnom materidli, v plesniach, kvasinkach, baktéridach a virusoch. V" medicine
sa chromatografia na papieri pouziva na stanovenie aminokyselin v krvi, moéi
a v rozliénych tkanivach [175, 202]. Na tomto mieste je nevyhnutné upozornit
aj na zaujimava aplikdciu chromatografie na papieri v analyze maliarskych
spojiv, ktoré predneddavnom opisali Macek a Hamsik [213b]. Azda najvadsi
vyznam dosahuje pri vyskume struktary bielkovin a peptidov [160, 239, 250,
251]. Zakladom kazdej prace pri tomto vyskume je kvalitativna a kvantitativna
analyza vSetkych aminokyselin po totdlnej hydrolyze, ktord sa obycajne robi
6N -kyselinou chlorovodikovou v zatavenej skimavke. V daldej fize sa robi
analyza niZ§ich peptidov, vzniknutych parcidlnou hydrolyzou bielkoviny (kys-
lou alebo enzymatickou); tieto peptidy treba najprv frakciovat, ¢o sa obycajne
robi stipcovou chromatografiou alebo preparaénou elektroforézou, a potom sa pri
nich stanovuje poradie pritomnych aminokyselin. Na tento uéel sa vyuZivaja
koncové aminokyseliny s volnou skupinou -NH, alebo -COOH, ktoré sa v prvom
pripade prevadzaji najéastejSie na dinitrofenylderivaty reakciou s 2.4-di-
nitrofluérbenzénom (po hydrolyze peptidu mé takto oznacena aminokyselina
iné vlastnosti a mozno ju chromatografiou na papieri lahko identifikovat) [198],
v druhom pripade sa obvykle karboxyl redukuje na alkoholickt skupinu, takze
po hydrolyze stanovujeme aminoalkohol [172].

Najviac sa sktmalo zloZenie inzulinu, najmid v pracach Sangerovych
[238—240], dalej zloZenie hypofyzarnych horménov, réznych vajeénych biel-
kovin, krvnej a svalovej bielkoviny atd.

Bielkoviny a enzymy st makromolekuly a teda nemézeme u nich pred-
pokladat rozdelovanie medzi polarne a nepolarne organické rozpustadlo. Pri
chromatografii tychto latok sa vyuziva tzv. vysolovacia adsorpcia, t. j. pod-
porenie adsorpcie zniZenim rozpustnosti proteinov napr. vyvijanim vodnym
alkoholom, aceténom alebo rézne koncentrovanymi roztokmi soli. Chromato-
grafia na papieri bola celkom uspes$na pri oddelovani enzymov; oddelovali sa
amyldzy z rdézneho zdroja, napr. amyldza pankreaticka, klickovad diastdza
a takadiastdza za pouZitia sistavy etanol — 39%,-ny Na(l. Na detekciu sa po-
uziva enzymatickd detekcia, ako sme sa o nej zmienili vo vSeobecnej casti.
Pokial ide o sérové bielkoviny, elektroforéza na papieri je nepomerne lepSou
metddou, hoci sa v minulych rokoch objavilo niekolko chromatografickych
prac. NajlepSou sa tu zd4d Zimmermannova praca [268], kde sa oddeluju
albuminy od globulinov v ststave obsahujtcej vodu, nasytenu butanolom s ma-
lym mnozstvom propanolu a dodekansulfénanom sodnym. Nemozno vSak od-
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sudzovat ani prace Franklinove a Quastelove [173], ktori pouZivaji dvoj-
rozmerovii chromatografiu a vyvijaja réznymi roztokmi soli a cukrov za po-
uzitia povrchovo aktivnych latok.

Cukry [166, 168b, 222, 224, 233]. Papierova chromatografia tychto litok
je dnes popri aminokyselindch najrozsirenej$im tsekom. Z rozpustadlovych
glistav najrozsirenejsie su sistavy butanolické, najmi stistava n-butanolu s ky-
selinou octovou a vodou (4 1 5), kde maji cukry nizke hodnoty Ry, ale
pritom sa navzdjom dobre oddeluji. Preto sa na ich vyvijanie pouziva pre-
vazne prietokovd chromatografia alebo opakované vyvijanie. V butanolickych
sastavach plati pravidlo, Ze ¢im vicsia je molekula analyzovaného cukru,
tym putuje na chromatograme pomalsie [193]. NajvysSie Ry budi mat mono-
sacharidy (a z nich napr. pentézy vysSie nez hexédzy), pomalSie putuji disa-
charidy, trisacharidy atd. Ak chceme stanovit oligosacharidy o troch aZ Siestich
cukornych jednotkdch, musime vyvijat aj tyzdeii. Pre skrdtenie analyzy tychto
dolezitych ldtok navrhli neddvno Bayly a Bourne [156] prevedenie oligo-
sacharidov na koreS§pondujiuce N-benzylglykozylaminy, ktoré potom davaja
ovela vySSie hodnoty Ry. Okrem butanolu s kyselinou octovou sa najlepsie
osved¢ili ststavy fenolu s amoniakom, kolidin alebo etylacetdtové ststavy.

Azda najlepsie oddelenie monosacharidov vedla seba dosiahol neddvno Giri
a spol. [177] za pouZitia kruhového vyvijania. Oddelil vedla seba 11 cukrov
v sistave butanol-acetén-voda (20 70 10) pri opakovanom vyvijani (obr. 23).

Na detekciu cukrov [253] sa vyuziva ich redukénd schopnost, ¢o sa predtym
robilo postriekanim chromatogramu amoniakalnym roztokom dusi¢nanu strie-
borného. Dnes ddvame prednost trifenyltetrazéliumchloridu alebo kyseline
3,4-dinitrosalicylovej, pripadne kyseline 3,5-dinitrobenzoovej. Zo Specifickych
¢inidiel pouzivame fenoly alebo aminy, ktoré davaja farebné zliceniny s deri-
vatmi furfuralu, ktoré sa uvoliiuji zo §kvin cukru zahriatim so silnymi mine-
rédlnymi alebo organickymi kyselinami. Tak mozno rozli§it aldézy od ketéz;
medzi aldézami mézeme potom eSte uréit, ¢éi ide o pentdzy alebo ketdzy. Dnes
najpouzivanej$im ¢inidlom na aldézy je kysly ftalan anilinu (pripravuje sa
zmieSanim distého anilinu s kyselinou ftalovou). Po postriekani reagujt pen-
tozy cerveno, aldohexézy hnedozlto. Pre ketdézy sa nam najlepSie osveddila
mocovina s kyselinou chlorovodikovou. Inak sa pouZzivaju rozli¢né fenoly,
ako a-naftol, naftorezorcinol a i. '

Z aplikacii treba spomenut velmi podetntt skupinu prac, ktoré sa zaoberajt
Strukttrou polysacharidov [210]. Z tychto novsich prac uvadzame aspoti vy-
skum $truktary polysacharidovej zlozky latky krvnej skupiny A [223] a ky-
seliny hyalurénovej. Pokial ide o stanovenie volnych cukrov, vela prac bolo
venovanych rastlinam. najmé stanoveniu volnych cukrov v potravinich, v pol-
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nohospodarstve a 1. [212, 221, 234, 254]; v zivodiSnom materidli sa cukry sta-
novujd najma v krvi a moéi.

Alkoholy aldehydy a ketény [150]. Tejto skupine sa doteraz veno-
valo menej pozornosti, pretoZze na stanovenie tychto latok existuja iné citlivé
metddy (najmé polarografia). Tieto latky sa len v nepatrnom mnozstve vysky-
tuja v prirodzenom materiali a vo vicSine pripadov sa im nepripisuje nijaky
zvlastny vyznam pre organizmus. KedZe ide o kvapaliny, z ktorych velka cast
je eSte velmi prchava, chromatografuju sa po prevedeni na rozliéné derivaty;
alkoholy vicéSinou na 3,5-dinitrobenzoaty alebo xantogenaty, alifatické alde-
hydy a ketony na 2,4-dinitrofenylhydrazény. Jednoduchsia je chromatogra-
fia aromatickych aldehydov.

Obr. 30. Kruhovéa papierovd chromatografia organickych kyselin podla Giriho a spol.
Vyvijalo sa ststavou n-butanolu s kyselinou mravéou a vodou (30 21 30) a dete-
govalo sa roztokom brémkrezolovej zelene.

O — kyselina $tavelovd, T — kyselina vinna, C — kyselina citrénovd, M — kyselina
jablénd, M, —— kyselina maleinovd, M, — kyselina malénovd, S — kyselina jantérové,
F — kyselina fumarovd, A — kyselina adipové.
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Organické kyseliny tvoria pomerne velki skupinu latok s ¢astym pouzi-
vanim chromatografie na papieri. Kyseliny obvykle rozdelujeme do troch sku-
pin, ktoré sa navzdjom odlisujit metédou:

a) Mastné kyseliny [153]; pri niz§ich mastnych kyselinach je na zavadu ich
prchavost (preto sa chromatografuju ako soli, najlepSie etylaminové alebo
sodné), pri vyssich mastnych kyselinach zasa ich nerozpustnost v polarnych
rozpastadlach. Moznostou ich oddelenia sa zaoberali viaceré prace, ale az dve
posledné, ako sa zda, buda tispe$né: papier sa impregnuje olivovym olejom
a ako rozpustadlo sa pouzije vodny etanol. Touto metddou sa oddelovala ky-
selina palmitova, stearova, olejova a iné [245].

b) Dalsiu skupinu tvoria organické hydroxykyseliny. kyseliny dikarbonové
a trikarbénové [162, 249]. Ich tazkost spoc¢iva v tom, Ze ako volné kyseliny st
na chromatograme disociované, ¢o sa prejavuje tvorbou chvostov, ktoré
znemoziuju dobri separaciu. Tomu mozno Celit pridanim silnej kyseliny do
rozpustadlovej sustavy, ktora tuto disocidciu potlaéi (obr. 30). Z rozpustadlo-
vych ststav je najvhodnejsi butanol s kyselinou octovou a vodou. Tieto latky
mozno detegovat postrekom papiera acidobazickym indikatorom, najéastejsie
bromfenolovou alebo brémtymolovou modrou. Pretoze sa na potlacenie disocia-
cie pouzivaju kyslé rozpustadlové stustavy, je potrebné, aby sa po skon¢enom
vyvijani prchavé kyselina z rozpustadlove] stGstavy nechala z papiera vyprechat
a az potom sa papier postriekal slabo zalkalizovanym indikatorom.

¢) Posledntt skupinu tvoria ketokyseliny, ktoré sa takmer vyluéne vyvijaji
po prevedeni na 2,4-dinitrofenylhydrazony v stustavéch butanolickych obvykle
s pridavkom amoniaku [169, 255].

Chromatografia na papieri sa vyznamne uplatituje najmé pri sledovani en-
zymatickych dejov, na klinikdch sa pouziva na stanovenie ketokyselin v krvi
a modi a ak sa osvedéi aj papierova chromatografia vyssich mastnych kyselin.
bude to neobyéajne cenny prinos, lebo pre tieto kyseliny neexistuje doteraz
nijaka ina vhodna metoda.

Fenoly [155]. Na ich vyvijanie sa obvykle pouziva sustava butanolu s ky-
selinou octovou, do ktorej sa priddva malé mnozstvo glykolu alebo krezol
s kyselinou octovou. Ich detekcia je velmi jednoducha. Fenoly sa odkryvaju
postrekom chloridom Zelezitym, s ktorym tvoria rozne farebné kvrny, alebo
diazotovanou kyselinou sulfanilovou. Chromatografia na papieri sa pouzila
pri §tudiu tychto latok v rastlinach, dalej pri metabolizme réznych lieéiv (ako
napr. v obsiahlej §tadii o pelentane [187]), pri analvze fenolu v mo¢i, mozno
ju pouzit v laboratdriach organickej syntézy a i.

Steroidy [153, 219, 241, 242]. Na ich rozdelovanie sa dnes pouzivaju pre-
vazne ststavy, kde je zakotvené polarnejSie organické rozpustadlo (obvykle
to byva formamid alebo propylénglykol), a na vyvijanie sa pouziva benzén
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s chloroformom. Dal§ou moznostou je pouzitie adsorpénej chromatografie
na papieri (s papierom impregnovanym hydroxydom hlinitym) alebo prevedenie
steroidov na vhodné derivaty, napr. Girardove T-hydrazény pre steroidné
ketony.

Z detekénych metdd [205] je pre redukujice steroidy najvhodnejSou detekeia
trifenyltetrazoliumchloridom; pre neredukujice steroidy sa pouZiva alebo
nespecifickd reakcia s jodom, alebo detekeia koncentrovanou kyselinou sirovou
a sledovanie fluorescencie v ultrafialovom svetle [265]. Postup pri detekeii je
tento: Na sklenu dosku nalejeme v tenkej vrstve kyselinu sirovi, polozime
na Hu chromatogram a zvrchu ju prikryjeme dal§ou sklenou doskou. Pozoru-
jeme fluorescenciu v ultrafialovom svetle a svietiace §kvrny ihned zakreslime
tuzkou na sklo, ktoré prikryva chromatogram, a potom ich prekreslime na pa-
pier. Tato metdéda sa vyborne osvedduje pri stanoveni estrogénnych litok
z biologického materiilu.

Chromatografii steroidov bolo v poslednom éase venovanych velmi mnoho
prac. Analyzovali sa rozliéné steroly, estrogény [265], gestagény, androgény
a 17-ketosteroidy, najviac v8ak kortikoidy [266], dalej sa oddelovali steroidné
glykozidy a steroidné kyseliny [229].

Puriny a pyrimidiny [161]. Stédiu nukleinovych kyselin a ich zlozkam
— purinom a pyrimidinom — venovala sa v poslednom éase velka pozornost
pre ich biologicky vyznam. Chromatografia na papieri prispela tu znacénou
mierou pri rieSeni Struktary nukleinovych kyselin; na zdklade chromatogra-
fickych poznatkov sa dnes cely rad autorov stavia proti tetranukleotidovej
teorii, podla ktorej maja byt jednotlivé bazy pritomné v ekvimolarnych po-
meroch. Chromatografia na papieri umoznila aj sledovanie nukleinovych ky-
selin v mikroorganizmoch, ¢o nebolo pred jej zavedenim mozné.

Z rozpustadlovych sustav st najvhodnejsie butanolické rozpustadla. Na de-
tekciu sa pouziva alebo silna fluorescencia v ultrafialovom svetle, alebo sa de-
teguje dusiénanom striebornym a dvojchrémanom draselnym. V miestach
purinov alebo pyrimidinov zostdvaja po premyti kyselinou dusiénou ¢ervené
skvrny, lebo vzniknuté komplexné derivaty s purinmi alebo pyrimidinmi st
i v tejto kyseline nerozpustné. Kvantita sa oby¢ajne robi spektrofotometricky
po elucii 8kvin z papiera.

Alkaloidy [218, 220, 243]. Pri papierovej chromatografii tychto latok poé-
sobi tazkosti vacsia rozpustnost alkaloidov v mobilnej fize a dalej ich diso-
cidcia. Tymto poruchdm mozno zabranit a pohyb alkaloidov mozno spomalit
upravou pH rozpustadlovych ststav (okyslenim) alebo impregnaciou papiera
anorganickymi solami. Zo sustav je najrozsirenejsi butanol s kyselinou octo-
vou alebo chlorovodikovou na obyéajnom papieri alebo na papieri impregno-
vanom octanom sodnym, pripadne chloridom draselnym. Na detekciu je naj-
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vyhodnejsie Dragendorffovo ¢inidlo, obsahujtce zasadity dusiénan bizmutity.
Chromatografia na papieri sa opéit najviac pouziva v odbore, kde doteraz
chyba ind vhodna metéda: pri nimelovych alkaloidoch [157, 213c]; dalej sa
touto metédou oddelovali alkaloidy chininovnika, tabakové alkaloidy [206], ku-
rarové alkaloidy, zmes morfinu, skopolaminu, sparteinu a strychninu a iné 14t-
ky [213a]. Z ostatnych aminov, ktoré sa oddelovali chromatografiou na papieri,
uvedieme aspon cholinové latky, dalej stanovenie adrenalinu vedla noradre-
nalinu, oddelovanie lokalnych anestetik [252], stanovenie histaminu v biolo-
gickom materiali, stanovenie réznych lie¢iv (najmé sulfonamidov [194, 256],
Jaffé-pozitivnych latok [203] a mnoho inych).

Vitaminy Chromatografiou na papieri sa oddelovali azda vsetky vitaminy.
Najvicsi uspech sa viak dosiahol [228, 248] pri oddelovani kyseliny askorbovej
(otdzka askorhigénu [227, 230]) a skupiny vitaminu B: tiaminu, riboflavinu,
kyseliny pantoténovej, listovej [154], nikotinove] a najmi skupiny vitaminu
B,, [154, 259. 261], kde cely pokrok v poznani ti¢inného principu preti perni-
cidznej anémii sa velmi urychlil spojenim metédy chromatografie na papieri
s mikrobiologickym kvantitativnym testom. Pri pouZiti mikréba Escherichia
coli na bioautograficku detekeciu mozno odkryt i jednu desattisicinu gama vita-
minu B,,. O rozpustadlovych sustavach tu nemozno veobecne hovorit, lebo
st pri jednotlivych vitaminoch zna¢ne odli¥né; na detekciu sa vyuziva re-
duké¢na schopnost, fluorescencia, bioautografia a i.

Antibiotika [150]. Najviac prac bolo venovanych penicilinu, vyvijanie
ktorého sa dosiahne éterom nasytenym vodou alebo réznymi tlmi¢mi pri teplote
4—5° C, pretoze pri laboratérnej teplote by mohlo déjst k jeho rozkladu. Za
pouzitia bioautografie mozno oddelit peniciliny G, F, dihydro-F, K a i. Z inych
antibiotik sa chromatografovali streptomycin a u nds v poslednom éase naj-
mi chloromycetin [211], éo stvisi s jeho uvedenim na trh. V zahraniéi byva
obycajne kazdy objav nového antibiotika spojeny s pouzitim chromatogra-
fickych metod. Pokial ide o antibiotika peptidického charakteru, chromatogra-
fia na papieri sa pouziva pri vyskume Struktary [246].

Anorganické latky [159, 225]. U nds mame na vysokom stupni polaro-
grafiu a analyzu pomocou komplexonov, ¢o azda vedie k tomu, Ze sa papierovej
chromatografii tychto latok venovalo u nds malo pozornosti.

Chromatografiu na papieri mozno vak i na tomto tseku vhodne pouzit ako
rychlu a citliva met6du. Na vyvijanie mozno pouzit organické rozpustadld,
avSak rozdelovaci dej, ku ktorému na papieri dochadza, zaiste nie je rozdelo-
vanim medzi dve navzdjom nemieSatelné rozpustadld, ale ide predovsetkym
o adsorpciu a vyznamne sa moze uplatiiovat i schopnost papiera ako vymieniaca
iénov. Obycajne sa deteguje Specifickymi organickymi alebo anorganickymi
¢inidlami.
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Z velmi dastych aplikacii uvddzam stanovenie Pb, Cu, Bi, Cd, Hg alebo As.
Sb, Sn, alebo Fe, Al, Cr, dalej Ni, Mn, Co, Zn, alebo Ca, Sr, Ba, alebo Li, Na, K.
dalej rozliénych aniénov atd.; papierova chromatografia tychto latok sa velmi
uplatnila pri analyze réznych sliatin.

Okrem uvedenych prac bolo chromatografii na papieri venovanych niekolko
monografii {148—152]a prehladnych referatov [158, 163, 165, 167, 180,
182—184, 189, 192, 199, 200, 207, 215. 217, 226, 231, 232, 247, 258, 263, 264].

(. Elektroforéza na papieri

O zaradovani elektroforézy na papieri do skupiny chromatografickych me-
tod st doteraz v literattire spory. Zalezi na tom, ¢o povazujeme za chromato-
grafiu; hoci by podla definicie H. Weila a T. J Williamsa_[40], uvedenej
nzaciatka u naSho referatu, elektroforéza na papieri patrila k chromatogra-
fickym metodam, stavia sa eSte rad pracovnikov k tomuto bodu zédporne. Jed-
nako vSak takmer vSetei autori najnovsich monografii a prehladnych referatov
zaraduji elektroforézu k tymto metédam. Dévody, ktoré k tomu vedu, st
vacsinou vyluéne praktické: rozhoduje tu najmé pouzitie papiera ako inertného
nosi¢a a dalej to, Ze s vynimkou vyvijania je ostatna technika (nanasanie,
detekcia, kvantita atd.) celkom obdobna chromatografii na papieri. Princip
metddy elektroforézy na papieri je rovnaky ako pri elektroforéze podla Tiselia:
zmesi latok sa oddeluja na zaklade svojej réznej pohyblivosti v elektrickom

o ox ® R

R D x ™

TR RS I R 5 :
i AR I U R
== albumin /] x-globulin
\ g-globulin [|| y-globulin
Obr. 31. Princip volnej elektroforézy krvného séra v U-riwke.
Pri grafickom znézorneni sa registruje prvd derivicia indexu lomu svetla. Plocha pod
jednotlivymi maximami je iimerné koncentrécii prislusnej latky (podla de Waela [272]).
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poli. Pri tejto klasickej volnej elektroforéze [312] mame v rarke tvaru U roztok
latok, z ktorych napr. latka A je zaporne nabitd, latka B je nenabitd a latka C
je kladne nabita. Tieto latky nech st rozpustené v elektrolyte. Do U-rtrky
zavedme elektricky prud tak, aby v jednom ramene bola katoda a v druhom
anéda. Zaporne nabité diastocky A potom putuji k andde, kladne nabité
¢iastocky C poputuji ku katdde a latka B sa nebude v elektrickom poli pohy-
bovat. Touto volnou elektroforézou nemozno ziskat vietky tri zlozky v distej
forme, ale mézeme sa tak vyhodne presvedéit o pritomnych latkach v roztoku,
ak sledujeme ich pohyb na zaklade indexu lomu; tymto spésobom mozno re-
gistrovat rozhranie putujucich latok (obr. 31). Volna elektroforéza sa velmi
vyhodne vyuZziva pri analyze vysokomolekulovych latok, kym pre latky nizko-
molekulové je vcelku malo vvhodna. Pri hladani novej moZnosti elektroforézy
sa azda najpodstatnejSie uplatnila otazka finanéna: pristroje pre volnu elek-
troforézu st velmi drahé a kedze treba dnes elektroforézu robit ako beznu
analytickt metodu vo vSetkych nemocniciach a klinikach, hladal sa spésob,
ako zjednodusit a zlacnit aparataru. Medzi prvymi GspeSnymi autormi boli
Wieland a Fischer [338].

V' ¢om sa javi rozdiel v porovnani s volnou elektroforézou a aké ma tato
metoda vyhody a nevyhody?! Rozdiel je predovsetkym v tom, Ze elektrofore-
tickd migracia v (/-rtirke bola nahradena migraciou v pevnom médiu, kon-
krétne vo filtratnom papieri, ktory je napojeny prisludnym tlmiéom, a dale]
v tom, ze kontinuitna opticka registracia priebehom pokusu je nahradend
detekciou po skoncenej migracii, ktorda sa nijako nelisi od spésobu detekcie
pri chromatografii na papieri.

Z vyhod elektroforézy na papieri v porovnani s volnou elektroforézou treba
predovsetkym spomenut moznost kompletnej separacie vietkych latok; tuto
separaciu mozno dosiahnut vystrihnutim $kvin alebo pasov s oddelenymi
latkami a ich eltciou, pripadne pre izolaciu viésieho mnozstva latok mozno
pouzit elektroforézu kontinuitni, o ktorej sa zmienime neskorsie. S otazkou
kompletnej separacie stvisi moznost vykonania dvojrozmerovej elektroforézy
na papieri, ¢o sa robi obdobnym spdsobom ako pri dvojrozmerovej chromato-
gratii na papieri. Niekedy je eSte vyhodnejsia kombindcia papierovej elektro-
forézy a chromatografie: v jednom smere robime papierovi elektroforézu
a v druhom papierovii chromatografiu. Tymto spésobom mozno oddelit latky.
ktoré pre oddelenie volnou elektroforézou vobec neprichadzali do tvahy.
Dalsou vyhodou je mosnost oddelovat nizkomolekulové litky a dokonca mo#-
nost oddelovat anorganické iény, ¢o bolo pri volnej elektroforéze celkom vy-
icené. Konecne poslednou a azda najviéSou vyhodou je moznost analyzy
malého kvanta ldtok: toto mmozstvo sa obvykle pohybuje v mnozstvach
radove 100 az 1000-krat mensich, aké treba na volnu elektroforézu.
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Z nevyhod uvedieme niekedy neprijemnu adsorpciu niektorych makromo-
lekul na filtraénom papieri, éo zapridifiuje chvosty a zabrafiuje dokonalému
oddeleniu zmesi latok. Pokial ide o presnost kvantitativneho stanovenia v po-
rovnani s normélnou volnou elektroforézou, sam Tiselius [298] vyhlasuje,
Ze je to doteraz sporna otazka.

Technika a zariadenie

Prvou fazou elektroforézy na papieri bude opit vyber nosi¢a — filtraéného
papiera. Mohli by sme o lom zhruba povedat to isté, ¢o sme uviedli o chromato-
grafickom papieri, len s tym rozdielom, Ze pri elektroforéze na papieri mame
viéSinou vys§ie naroky. Na elektroforeticky papier kladieme dve hlavné pozia-
davky: aby ¢o mozno najmenej adsorboval [310] a aby mal pravidelny povrch,
éo je podmienkou pre presné kvantitativne stanovenie. Z papierov sa najlepsie
osvedéuje Whatman 2, Whatman 1 a Schleicher-Schiill 2043 b.

Vzorku nanasame na suchy alebo mokry papier. Na suchy normalne v pri-
pade latok, ktoré sa suchom nedenaturuji; si to najmé také latky, ktoré ma-
me rozpustené v organickom rozpuastadle nemiesatelnom s vodou. Po naneseni
papier z obidvoch stran pretiahneme elektrolytom a pockame, az sa obidve
naimpregnované Casti spoja, alebo mozno $tart postriekat tlmicom z rozpra-
8ovaca, ktory pouzivame na detekciu. Prinanasani za vlhka pretiahneme papier
tlmidom, nadbytok kvapaliny odsajeme medzi dvoma filtraénymi papiermi
a nanaSame vzorku latky vo vodnom rozpustadle. V tomto pripade musi byt
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Obr. 32a) Schematické zndzornenie pa-

pierovej elektroforézy latok A4, B, C na-

nesenych na Start S. Celé toto zariadenie

treba priklopit sklenym zvonom, aby ne-

nastalo rusivé odparovanie tlmita (podla
Haisa [285]).

160

Obr. 32b) Zariadenie pre elektroforézu
na papieri.

Dolu: elektroforéza medzi dvoma skle-

nymi alebo pertinaxovymi doskami.

1. dosky z plastickej latky alebo zo skla,
2. filtradény papier, 3. platinové elektrédy,
4. nadoba s elektrolytom.

Hore: dosky 1 st nahradené vlhkou ko-
morkou, ktora tvoria dva obdi#nikové
rdméeky 6, medzi ktorymi je umiesteny
filtradény papier 5. Raméeky st z obidvoch
strén uzavreté dvoma sklenymi tabulami
7. Nadoby na elektrolyt a elektrédy st
také isté ako v predchadzajicom pripade.



nandSana vzorka dost koncentrovana, aby sme nemuseli naniest viac ako 20—
40 pl; maximdlne mozno tak naniest asi 80 y,l. NandSanie za vlhka sa pouziva
najmi pre latky bielkovinovej povahy. Oproti chromatografii na papieri je
vyhodnejsie nanasat pas namiesto $kvrny, lebo v tomto pripade byva dokona-
lejSia separacia.

Papier s nanesenou vzorkou umiestujeme do aparatiry, kde je obvykle
papier zaveseny alebo napnuty v atmosfére nasytenej vodnymi parami, alebo
je stladeny medzi dvoma doskami (obr. 32). Obidva druhy zariadenia maja svo-
jich obhajcov i odporcov. Vyhoda prvej metddy je v tom, Ze nedochadza k po-
ruchdm pohybu oddelovanych latok na rozhrani elektrolytu a dosik a teda
vzniknuté pasy zostavaju ostré. Nevyhodou je moznost odparovania kvapaliny
z papiera (lebo takmer nikdy nedosiahneme dokonalé utesnenie), ¢o mé za na-
sledok vysychanie prazka najméi na prostriedku papiera a novy pritok elek-
trolytu z elektrolytickych nadob. Tento tok skresluje pohyb pasa. Pri me-
todach, kde sa pouziva umiestenie pruzka medzi dve dosky, st tieto poruchy
odparovania eliminované, ale zasa moéze dochadzat k povrchovym zjavom na
rozhrani medzi elektrolytom a doskou. Dal$ou nevyhodou je mo#né zahrievanie
papiera. Na eliminaciu povrchovych zjavov sa v pripade pouzitia sklenych
dosiek natiera ich povrch parafinom alebo réznymi olejmi, ¢im sa stane nezma-
éavym, alebo mozno namiesto sklenych dosiek pouzit dosky z plastickych
latok.

Pokial ide o elektrody a elektrodové priestory, dnes sa pomerne najviac po
uzivaju elektrody platinové a okrem toho aj uhlikové. Hladina elektrolytu musi
byt v elektrédovych nadobkach rovnako vysoka, inak by dochddzalo k prete-
kaniu z jednej nadoby do druhej. Dalej sa treba vystrihat toho, aby v priebehu
elektroforézy nastala v elektrédovych nidobkach zmena pH. Najlepsie sa
tomu zabrani mostikovym zariadenim. Ako zdroj napéitia sa obvykle pouziva
usmernovaé cd 100 do 300 V Inak mozno pouZit aj anédové batérie. Intenzita
pridu sa riadi pouzitym potencidlovym spadom, iénovou silou elektrolytu
a vlastnostami a plochou papiera; byva obydajne niekolko miliampérov. Na
pohyb oddelovanych latok méa najviacsi vplyv ich pohyblivost, potencidlovy
spad a doba. Pohyblivost latok, ktoru oznadujeme u, je za idedlnych podmie-
nok vyjadrena vyrazom:

Q

6nr.n ’

u =
kde @ znamena naboj, 5 viskozitu a » je polomer molekuly. Draha s. ktora
latka prebehne pri elektroforéze, je potom dand vyrazom:

s = u.(E/l).t,

kde E|l je potencidlovy spad, t. j. potencidlovy rozdiel vo voltoch na koneci
elektroferogramu dlhého I cm: ¢t je doba trvania elektroforézy. Pohyblivost
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pri elektroforéze na papieri. vypocitana z drahy s, byva mensia ako pohybli-
vost pri volnej elektroforéze. Z vlastnosti oddelovanych latok sa najviac
uplatiiuje ich ndboj. Cim vidsi je naboj, tym rychlejsie sa Gastice pohybuja.
Pri elektroforéze na papieri najcastejsie prichadza do uvahy oddelovanie
aminokyselin, peptidov a bielkovin, teda latok amfotérneho charakteru. Pri
tychto amfotéroch moZno naboj menit zmenou koncentracie vodikovych
ionov. Vezmime si napr. najjednoduchsiu aminokyselinu, glykokol:

NH,+ NH, NH,

H, (1’71-]22 (l)I-I2
CI‘OOH (1700 — (IJOO —
pH =2 pH =6 pH = 12

YV kyslom prostredi disociuje iba aminova skupina a glykokol putuje ako
kation. V alkalickej oblasti vSak bude disociovat karboxyl a glykokol putuje
ako anion. Pri pH 6 sa budt disociovat obidve polarne skupiny, takze vysledny
naboj bude nulovy. Toto pH, ked molekula je prakticky elektroneutrilna,
nazyvame ,,izoelektrickym bodom™ Na elektroforéze sa to prejavi tak, ze
latka zostava na Starte. Tento izoelektricky bod je délezitou konstantou pre
pocetné bielkoviny. Pri elektroforéze na papieri mame moznost pomerne lahko
ho ur¢it: latku elektroforezujeme pri réznom pH a vzdialenost, kam latka do-
putovala, nanesieme na graf v zavislosti od pH. Obycajne ziskavame linearnu
zavislost a priamka pretina Start pri pH, ktoré je izoelektrickym bodom odde-
Iovanej latky.

Pri kazdom stanoveni pohyblivosti latok treba brat do Gvahy pridenie kva-
palin. Zistilo sa, ze moze byt zapri¢inené odparovanim alebo nerovnakou
vySkou hladiny v elektrodovych nadobkach; dalej sa eSte moéze uplatiiovat
elektroendoosméza, zjav, pri ktorom elektricky neutralna kvapalina putuje
v elektrickom poli. Pri elektroforéze na papieri je totiz sama celuléza nabita
zaporne a tak sa elektrolyt voc¢i nej nabija kladne a putuje ku katéde. Tento
pohyb byva niekedy dost vyrazny a mozno ho zistovat elektroforézou nejakej
nenabitej astice. Pre tento ucel je vhodny dextran; mozno pouzit aj glukézu
pri kyslom pH a kreatinin pri alkalickom pH. Skvrny tychto latok potom
predstavuju vlastny start, od ktorého treba pocitat pohyblivost.

Elektrolyt volime oby¢ajne taky, aby oddelované latky boli v iom dobre
rozpustné a dobre disociované. Molarita tlmi¢a sa obvykle voli 0,025 az 0,1;
¢im je nizia, tym viadsia byva pohyblivost, ale tym Iahsie dochddza k poruchdm
sposobenym iénmi samotnej vzorky. Pre oddelovanie bielkovin sa najviac
pouziva veronalovy tlmi¢ o pH = 8§,6.

Detekcia je celkom obdobna detekeii pouzivanej pri chromatografii na pa-
pieri. Tba pre odkryvanie bielkovin bola vypracovana nova metéda. Vyuziva

162



sa tu ich afinita k rozlitnym organickym farbivam, najcastejsie k brémfeno-
lovej modrej. Vyfarbovanie sa deje tak, Ze bielkoviny najprv fixujeme na ce-
lulézové vldkno varom alebo lepsie tazkymi kovmi, obyéajne sublimatom, a po-
tom cely prazok papiera ofarbime prislusnym farbivom. Nato papier odfarbi-
me obvykle zriedenym roztokom kyseliny octovej, takze dostaneme z1té Skvrny
na bielom pozadi. Pre lepsiu viditelnost kvin mozno elektroferogram vystavit
cinku par amoniaku, ¢im zlté zafarbenie brémfenolovej modrej prechadza
do modra.

Aj pri kvantite mozno postupovat tak, ako sme o nej hovorili pri chromato-
grafii na papieri. NajpouzivanejSou je elicia farbiva jednotlivych prazkov
z papiera a fotometrické premeranie ziskaného roztoku, alebo fotometrické
premeriavanie odfarbeného papiera, ktory sa spriesvitni napr. parafinovym
olejom, ¢o je rychlejsie. Toto premeriavanie transparencie, o ktorom sme sa
zmienili v kapitole o chromatografii na papieri, mozno zmechanizovat napr.
pouzitim mechanickej éasti polarografu: pohyb papiera sa v tomto pripade
skoreluje s ota¢anim bubna, kde je navinuty polarograficky fotograficky papier,
takze dostdvame krivku priamo na fotografickom papieri.

Uspechy elektroforézy na papieri ako analytickej metody viedli rad autorov
k prepracovaniu tejto metddy pre prepardciu. Z tychto metdéd uvadzame tri
najdolezitejsie:

Obr. 33. Schematické znézornenie plynulého oddelovania zmesi troch latok kombinaciou
toku elektrolytu v smere kolmom na smer elektrického pradu.
Z — #liabok, K — papierovy knét, ktorym sa naséva zmes oddelovanych latok (podfa
Haisa [285]).

1. Papier sa zavesi podobne ako pri dvojrozmerovej chromatografii hornym
koncom do zliabku s elektrolytom (obr. 33). V tomto zliabku alebo nad nim
je oddelene umiestena nadobka s roztokom oddelovanej latky a té je spojena
(papierovym knétom) so stredom horného okraja filtraéného papiera. Po okra-
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joch papiera st nasité platinové elektrody. Kvapalina s oddelovanymi latka-
mi putuje dolu po papieri a ¢astice pri tom putuji podla svojho niboja vejaro-
vite na stranu. Papier ma na dolnom okraji vystrihnuté zuby, pod ktoré st
podstavené nadobky, do ktorych sa zachytiavaji jednotlivé oddelené frakcie.
Podmienkou tspeSného oddelenia je dékladné utesnenie nadobky, v ktorej sa
tento typ elektroforézy deje [274].

2. Druhym typom je kontinuitna elektroforéza, ktort u nas neddvno navrhol
Dvoiak a spol. [276]. Jej princip je zrejmy z obr. 34. Nadobky s elektrolytom

. sa umiestia do r6znej vysky. V nadobke 4, ktora
w] . jeumiestena nizsie, jeroztok latky, ktora chceme
=== oddelit. V nadobke B je &isty elektrolyt. Papier

je umiesteny pod sklom, ktoré sa chladi vodnym
chladi¢om. R6zna vyska hladin sposobuje pra-
denie elektrolytu z nadobky B do nadobky A4.
A Mame napr. oddelit roztok latok kladne na-
Obr. 34. Schematické znazor- Dbitych; v tomto pripade umiestime katédu do
E?éiri. k%n‘fi)nflﬁ{?j :fggf)fg%{ n‘édoblj:y B. Pri d.anom exI‘)er-ime'ntvélnoT uspo-
(Hais [285].) riadani sa vytvoria na papieri prieéne pasy a do
nadobky B méze putovat iba talatka, ktord ma
naboj taky velky. ze prekonava priadenie kvapaliny, ktoré ju strhuje naspét.
Ak nam tato latka preputovala z niddobky 4 do nddobky B, mézeme alebo
zvy$it napétie, alebo znizit nadobku B, takze v nadobke B moézeme zachyta-
vat aj latku s mens§im nabojom. Tato metoda, ako sa zda, bude mat obrovsky
vyznam pre preparativne oddelovanie latok. Zatial nebola este celkom pre-
pracovani a bola publikovana iba v predbeznom oznameni.

3. Poslednym typom st stipcové metody [312], pri ktorych prazok filtraé-
ného papiera nahradzujeme stipcom rozpraskovanej celulézy, stohmi filtraé-
ného papiera (chromatopile) alebo niekolkymi vrstvami hrubého filtraéného
papiera, ¢o je analogické chromatografii na stipcoch pragkovitej celuléozy.

B

Aplikacia

Aminokyseliny a peptidy Pri analyze aminokyselin davame prednost
chromatografii na papieri; pri bohatsej zmesi aminokyselin méze viak elektro-
foréza na papieri chromatografiu vhodne doplnit. Vyznamne sa uplatiiuje ako
rychla metéda na dékaz pritomnosti kyslych, zasaditych alebo neutralnych
aminokyselin. Elektroforéza na papieri sa viac uplatiiuje [292, 293, 330] pri
oddelovani peptidov (obr. 35).

Bielkoviny Tieto latky sa oddeluju elektroforeticky najcastejsie, pretoze
s vynimkou volnej elektroforézy neexistuje pre ne nijaka ind natolko vhodné
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Obr. 35. Sledovanie syntézy bielkovin v bunkédch kvasiniek po podani acetdtu so zna¢ko-
vanym karboxylom 4C elektroforézou na papieri. Aminokyseliny a peptidy sa detegovali
radioautograficky (podla Turbu a Essera [330]).

metoda. Najviac sa tato metdda rozsirila v lekarskej diagnostike, kde sa na
patologicky stav usudzuje podla tzv bielkovinového spektra, ¢o je kvantita-
tivne vyjadreny pomer albuminov k «, f# a p-globulinom. Ako elektrolyt sa
takmer vyluéne pouziva veronalovy tlmi¢ o pH asi 8,6. Jednotlivé bielkovi-
nové frakcie sa po skonéenej elektroforéze vyfarbuja brémfenolovou modrou

a kvantita in situ [300, 331] sa robi obvykle auto-
matickou registraciou [320] (obr. 36), alebo sa robi
po elucii, ked sa v eludtoch stanovuje dusik kjeldahli-
zdciou, pripadne sa pouZije polarografia [288, 289].

Okrem uvedenych bielkovin sa analyzovali lipoidné
latky v sére [275, 278], bielkoviny v cerebrospindlnom
likvore [323], r6zne enzymy (pepsin [286], cytochrém
(! [321], amylazy [316, 335], trypsin [316, 335] a pan-
kreatické proteolytické enzymy trypsin, chymotrypsin
a elastazy [318], proteohormény (najmia ACTH [303,
305, 306], choriongonadotropin [269], hormoény pred-
ného laloku hypofyzy [307] a i. [297]) a napokon
uroproteiny [302, 328].

Cukry Cukorné zisady a kyseliny mozno elektro-
foreticky oddelit od neutrdlnych cukrov; pre neu-
tralne cukry sa vyuziva ich tvorba boritanovych

| A iali aﬁi B ; b4
| 30

{19 [6] 22] 23

Obr. 36. Papierovy elek-
troferogram séra nefroti-
ka podla Lohssa a spol.
[302].
V normélnom sére su al-
buminy (A) omnoho vys-
Sie, kym globuliny, najmii
&y, S niZsie.

komplexov [270, 314], ktoré potom st negativne nabité. Pri oddelovani cukiov
v8ak davame prednost metédam chromatografickym. Vyhodnejsie je pouzit
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elektroforézu na papieri pri sledovani éistoty rozliénych polysacharidov a mu-
kopolysacharidov, pripadne na ich oddelenie. Tymto latkam sa doteraz ve-
novalo len velmi malo pridc: oddelovali sa iba heparin, chondroitin, kyselina
hyalurénova, rozne polysacharidy z pneumokokov a kyselina alginova (322,
[324].

Anorganické latky Elektroforéze na papieri sa venovalo viacej prac
[301, 329]. Velmi nddejna sa tu zdd moznost pouzit komplexony, ktoré mézu
obratit smer putovania rozliénych katiénov, a elektroforézu mozno teda vy-
uzit napr. na zistovanie naboja komplexu, jeho stalosti pri réznom pH a pod.
(Macek, Ptibil; nepublikované).

Z inych latok sa elektroforézou na papieri oddelovali vitaminy (najviac
prac sa tu venovalo vitaminu B, [277, 287]), organické kyseliny [314] a zasady
(malo prac sa zatial venovalo §tudiu alkaloidov [213, 283, 336]), zlozky nuklei-

novych kyselin [309] a i.

Niekolko referatov savenovalo technike elektroforézy na papieri [271—273,
279281, 284, 285, 290, 295, 296, 298, 299, 304, 308, 311—313, 318, 332, 333]
a klinickému pouzitiu [282, 291, 294, 315, 317, 319, 320, 325—327, 334,
335, 337].

MUDr. 1. M. Haisovi dakujem za preéitanie a prediskutovanie celého referdtu.

Stihrn

1. Autor podéva prehlad vSetkych typov chromatografickych metéd a elek-
troforézy na papieri.

2. V kapitole o stipcovej chromatografii podrobnejsie rozoberd chromato-
grafiu adsorpénu, rozdelovaciu a vymeny iénov; pri jednotlivych typoch sa
strudne zmiefiuje o teoretickych zakladoch chromatografie, dékladnejsie pre-
bera d¢ast metodickt a poukazuje na najdolezitejsie aplikacie.

3. V kapitole o chromatografii na papieri sa preberaju pokusy, ktoré viedli
k ich zavedeniu. V metodickej dasti sa prediskutovala otazka vhodného papiera
pre chromatografiu, zariadenia, spésobu vyvijania, detekcie a kvalitativneho
i kvantitativneho hodnotenia chromatogramu. Z aplikacii sa venovalo najviac
miesta aminokyselindm, cukrom, organickym kyselindm a steroidom.

4. Zaverom podava autor prehlad o najdolezitejSich technikidch elektro-
forézy na papieri s niektorymi prikladmi pouzitia.
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