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Badania nad zastosowaniem bibultowej
chromatografii rozdzielczej do wykrywania miedzi
w roztworach o malym stezeniu i w materiale
biologicznym
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Investigations on the Application of Partition Paper
Chromatography for Detecting Copper in Solutions of Weak
Concentration and in Biological Material

Badania chromatograficzne przeprowadzare nad zwigzkami organicz-
nymi mialy znacznie wiekszy zakres i rozwijaly sie szybciej niz nad zwigz~
kami nieorganicznymi. Tlumaczy sie to prawdopodobnie tym, ze 1) substancje
‘nieorganiczne zaadsorbowane z trudem dajg sie¢ eluowaé, 2) na ruch katio-
néw wplywa wiele czynnikéw: pH, temperatura, rodzaj i stan bibuly, jakos$é
anionu, substancje towarzyszace, uklady rozpuszczalnikéw, rodzaj komple-
ksu oraz 3) zwiazki nieorganiczne dysocjujg i ulegaja hydrolizie. Poczgwszy
od roku 1949 rozwéj chromatografii rozdzielczej zwigzkéw nieorganicznych
posuwa sie bardzo szybko i zajmuja sie nia Arden, Burstall Davies,
Linstaed, Lederer, Omnie i inni. (1), (2), (5), (6).

Celem niniejszej pracy bylo opracowanie prostej metody zageszczania
chromatograficznego oraz zastosowania jej do wykrywania miedzi w roztwo-
rach silnie rozcieniczonych i w materiale bioclogicznym. Przeprowadzenie
badan nad zwigzkami miedzi jest uzasadnione zaréwno ze wzgledu na problem
zatrué¢ zawodowych, jak na duza role miedzi w ustroju a takze na zwiekszony
jej poziom przy niektérych chorobach (choroba Wilsona i inne).

I. METODY BADAN I MATERIAL

1. W toku badan stosowano réine techniki chromatografii roz-
dzielczej na bibule.
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a) Chromatografia zstepujgca robiona byla w kamerze drewnianej
oszklonej o wymiarach 70X54X35 cm. Dzigki znacznym wymiarom
kamery mozna bylo wykonaé¢ rownoczesnie kilka préb w tych
samych warunkach.

Najlepsze wyniki otrzymywano woéwczas, gdy bibule z nakrop-
long substancjg umieszczano w suchej rynience i pozostawiano przez
kilka godzin w celu wysycenia parami rozpuszczalnika. Po doklad-
nym wysyceniu wypelniano rynienke do 3/4 odpowiednio dobranym
rozpuszczalnikiem. Kamere uszczelniano bardzo dokladnie.

Metoda ta badano: a) Rf b) intensywnos¢ i wielko$¢ plam dla
réznych stezen badanej substancji, ¢) wplyw substancji towarzysza-
cych, i d) przydatnosé réznych gatunkéw bibuly.

b) Chromatografia zstepujgca w cylindrze.

Zamiast proponowanego przez W. Hermanowicza i wsp.
(4) metalowego statywu uzywano szklanego cylindra. Na podstawce
z dykty umieszczonej na palteczce szklanej umocowanej w korku
cylindra stawiano naczynko przedzielone na polowe dopasowang
szklang plytka. Paski bibuly wsuwano miedzy szkielka przedmio-
towe i umieszczano w naczynku z rozpuszczalnikiem. Calg aparature
ustawiano na plycie szklanej i przykrywano cylindrem lub kloszem
okrytym czarnym papierem ze wzgledu na $wiatloczulosé zwiazkéow
miedzi. Aparatura ta pozwala na przeprowadzenie dwéch préb row-
noczesnie (ryc. 1).

¢) Chromatografia wstepujqca.

Cylinder z bibuly zanurzano jednym koricem w plytce Petri’ego
wg techniki Wiliamsa i Kirby’ego (1948), (9). Bibule
o wymiarach 28X25 c¢m zwijano w rurke, zeszywajgc brzegi, zamiast
ogolnie przyjetego zwyczaju laczenia ich spinaczami. Unika sie¢ w ten
sposéb zanieczyszczenia bibuly rdza, a stykajgc brzegi, zamiast
naktadania ich na siebie, zmniejsza sie wplyw brzegdéw na rozwija-
nie chromatogramu. Tak przygotowane urzadzenie nakrywano
cylindrem lub kloszem okrytym czarnym papierem. Metoda ta bada-
no Rf oraz rozdzielano mieszanine: miedz, ol6w, bizmut i arsen.

Omawiana technika daje przewaznie dobre wyniki i pozwala na
réwnoczesne nakroplenie pojedynczych kationdéw i ich mieszaniny,
umozliwia wiec poréwnanie wynikow w jednakowych warunkach,
a to jest rzecza niezmiernie wazng przy wyjatkowej wrazliwosci
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jace konce bibuly Hermanowicz laczy kapilarkg. W naszej
pracy laczono je podkéwksg zrobiong z paleczki szklanej, ktérej
grubszy koniec utrzymywal bibule w miernym naprezeniu, a tym
samym uniemozliwial falowanie sie paskow bibuly oraz stykanie
sie ich (ryc. 2).

£

b}

Ryc. 2. Chromatografia rozdzielcza wstepujagca wg Hermanowicza.
1. cylinder miarowy. 2, korek. 3. drut.4. paski bibuly. 5. podkéwka szklana.
8. rozpuszczalnik. 7. cylinder,

Hermanowicz przeprowadzal 5 préb réwnoczesnie. W pra-
¢y niniejszej zakladano tylko cztery paski.
e) Metoda krgzkowa w ptytkach Petri’ego wg Ruttera (1948, 1949).

Metoda kragzkowa Ruttera polega na wycieciu w krazku
bibuly waziutkiego paseczka, obcieciu go do odpowiedniej dlugosci
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2. Metody wlasne zageszczania roztworéw silnie rozcienczonych,
oraz materialu biologicznego.

a) Metoda zageszczania ma tréjkgcie.

Tréjkat z paskiem u wierzcholka stuzyt do zageszczania substan-
cji nakroplonej w odleglosci 2 cm od podstawy. Paseczek bibulty
znajdujgcy sic przy wierzchotku tréjkata wsuwano miedzy dwie
szklane paleczki polgczone na obu koncach pélcentymetrowymi
kawalkami weza gumowego.

Paleczki umieszczano w matym, szklanym akwarium w ten spo-
s6b, zeby podstawa tréjkata zanurzyla sie na gleboko$¢ lem w roz-
puszczalniku umieszczonym na dnie akwarium.

Przy odpowiednio dobranym uktadzie rozpuszczalnika, badana
substancja byla przesunieta na waski paseczek bibuly u wierzchotka
trojkata i w ten sposéb znacznie sie zageszczala.

b) Metoda wlasna zageszczania na stozku z bibuly. .

Sporzgdzano stozek z bibuly przedituzony u wierzchotka waskim
paseczkiem bibutly. Substancje nakraplano w odleglosci 2 cm od pod-
stawy stozka. Stozek ustawiano na plytce Petri’ego napelnionej
rozpuszczalnikiem. Cale urzadzenie przykrywano lejkiem (o wiek-
szych od stozka wymiarach).

3. Wywolywacze i wywolywanie.

Uzywano nastepujgcych wywolywaczy: 1) amoniaku gazowego,
2) siarkowodoru gazowego, 3) alizaryny ( 5% roztworu alkoholo-
wego), i 4) ditizonu oraz amoniaku. (Ditizon wprowadzony przez
Fishera i Leopoldi’ego — 1940).

Sporzadzono wzorcowy roztwor 20 mg %0 w oczyszczonym
chloroformie, z tego roztworu przygotowywano do badan roztwory
o stezeniach od 1% do 3 mg%b.

Chromatogramy wywotywano:

a) przez zanurzenie paskéw bibuly w roztworze odpowiedniego
wywolywacza. Metoda nie nalezy do najlepszych, wskazane jest
przestrzeganie jednakowego sposobu zanurzania i wyjmowania
paskéw, wykonanie musi byé¢ szybkie i sprawne, paski nalezy
suszy¢ w pozycji poziomej.

b) przez rozpylenie cieklego wywolywacza. Metode te stosowano
przy wywolywaniu ditizonem i alizaryna. Przy stosowaniu tego
sposobu nalezy uzywac rozpylacza szklanego, a nie metalowego
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Ryc. 6. Nowy aparat do suszenia chromatogramow. 1. podstawka drewniana
2. plytka szklana. 3. ruchome uchwyty.

5. Bibula chromatograficzna.

a) Bibule Whatman Nr 1. uzywano do chromatografii zstepujacej,
wstepujacej oraz krazkowej przeprowadzanej w eksikatorze.

b) Do chromatografii krazkowej przeprowadzanej w plytkach
Petri’ego uzywano saczkéw ilosciowych Mundtall Nr OB i Nr
OK. Kétka chromatograméw uzyskane na tych gatunkach bibuty
sa bardzo prawidlowe, ich szerokosé¢ i intensywnos¢ barwy na
catej powierzchni jednakowa.

c¢) Bibula Whatman Nr 31 doskonale nadaje sie do metody
stozkowej.

d) Bibuta ilosciowa szwedzka Mundtall N. 00 nie nadawata sie do
naszych celéw.

e) Bibula Schleicher — Schiill N. 589 z ,niebieskim paskiem”,
posiada zanieczyszczenia i wodne znaki dzieki czemu chromato-
gramy sa znieksztalcone (eliptyczne). Rozpuszezalnik rozchodzi
sie¢ szybciej w kierunku zgodnym ze znakami wodnymi, anizeli
w kierunku prostopadlym do nich. Rf kétek uzyskanych na tej
bibule obliczano w miejscu o najwiekszym promieniu, oraz,
miejscu o najmniejszym promieniu, Srednig z tych dwéch po-
miaré6w przyjmowano za Rf. W ten sposéb obliczane Rf na ogét
zgadzalo sie z wartoscia Rf obliczong na innych gatunkach
bibuty — przy zachowaniu innych warunkéw zgodnych.

f) Bibula Schleicher — Schiill N 597 nadawala sie do badan.
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g) Splyw na bibule Schleicher — Schiill N 604 jest zbyt szybki —

bibula’'rzadka i wiotka.

h) Bibula Schleicher — Schiill N 590, kétka chromatogramoéw by-
ly zbyt szerokie w poréwnaniu z kotkami uzyskanymi na innych
bibulach — co nie pozwalalo na wyciagniecie z intensywnosci za-
barwienia, wnioskéw dotyczacych iloSciowe] zawartosci miedzi.

i) Bibula krajowa nie nadawala sie. Uzyskane ko6iko chromatogra-
mu bylo jak gdyby cieniowane, poszczegélne sektory posiadaty
rézng intensywnos¢ barwy. Barwne kolo bylo zbyt szerokie, roz-
lane, kontury matlo ostre.

6. Rozpuszczalniki.

Uzywano przewaznie ukladéw:

n-butanol — kwas octowy — woda
a) 5 1 4
b) 4 1 1
) 4 1 5
d 4 1 4
e) 4 1 3
f) n-butanol — kwas solny — woda
4 1 5
5 1 4
@) kolidyna — kwas azotowy 0,4 n
1 1
h) pirydyna — kwas azotowy 0,5 n
1 1
i) aceton — kwas solny — woda
97 1,5 1,5
85 3,3 11,7

II. BADANIA WLASNE I OMOWIENIE WYNIKOW.

1. Zakres stezen roztworéw uzywanych do badan.

Do badan uzywano roztworéw o stezeniach od 10-* %/ do 10%e
chlorku mijedziowego p. a. — nakraplajac krople w réznych ilosciach

mikrolitrow.
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2. Oznaczenie wspdtczynnika Rf.

Pojecie wspélczynnika podzialu wprowadzili Consden R,
Martin A.J. P.iinni (1948). Bezposrednie oznaczenie tego wsp6l-
czynnika jest trudne i uproszczono je wprowadzajgc R{.

R przesunigcie kropli badanego zwigzku

przesuniecie czola rozpuszczalnika

Na warto$¢ Rf w duzym stopniu wplywaly miedzy innymi:

a) wielko$¢ kamery i wyplywajgcy stad stan jej wysycenia parami

rozpuszczalnika. (Tabela I i II, ryc. 12, 13, 14).

b) uklad rozpuszczalnikoéw. (Tabela III, rye. 15, 16, 17).

¢) jakose bibuly, (oméwiono przy materiatach). (Ryc. 18, 19, 20).
d) wplyw temperatury. (Tabela IV i V).

e) wplyw pH. (Tabela VI i VII, ryc. 21, 22).

Temperatura, jak sie okazalo, w zakresie kilku stopni, nie wpty~-
wa na wartos¢ Rf, wieksze zmiany wplywaja na szybkosé¢ sptywu roz-
puszczalnika i powoduja gorszy rozdzial. Przy temperaturach wyso-
kich np. 50° C i wyzej, szybkos¢ parowania rozpuszczalnika wplywa
niekorzystnie na jakos¢ chromatogramu i mozliwosé obliczenia Rf.
W niskich temperaturach otrzymuje sie chromatogramy wezsze o in-
tensywniejszym zabarwieniu i ostrych konturach. Nawet przy wiek-
szych stezeniach (ok. 94 gamma) w niskich temperaturach plamy
i krazki nie rozlewajg sie.

Tabelal
Zalezno$é wartosei Rf od wielkosci kamery przy ukladzie: n-butanol — kwas
solny — woda w stosunku 5:1:4

chromatografia chromatografia chromatografia
metoda rozdzielcza rozdzielcza rozdzielcza
zstepujaca wstepujaca krazkowa
rura
kamera cylinder cylinder i w w eksi-
kamera duza y m}"aro vzv t;lll; l:g plytkach katorze
miarow iarow i’
oszklona y y Petri’ego Petri’ego
w gra- w gra- w gra- w gra- w gra- w_gra-
Rf nicach nicach nicach nicach nicach nicach
0.27—0,33 | 0,19—0,23 | 0,15—0,20 | 0,24—0,32 | 0,18—0,38 |0,32—0,38
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Tabela VII

Zalezno$¢é warto$ci Rf od uktadu rozpuszczalnika i pH. Badania przeprowa-
dzone w plytce N 1

Ilo$¢ na-
kropl. sub- Stez.
L.p. | Uktad rozpuszczalnikéow Temp. stancji Rf
w mikro- w %
litrach
n-butanol — kwas oct. — woda
1. 4 : 1 : 5 20°C 2 1.5 0,16
2. 4 : 1 : 5 20°C 2 1,5 0,17
3. 4 : 1 : 5 200 C 2 0,5 0,22
n-butanol — kwas sol.— woda
4. 4 : 1 : 5 200 C 3 1,0 0,32
5. 4 1 5 20°C 3 1,0 0,30
6. 4 1 5 200 C 3 1,0 0,27
7. 4 1 5 20° C 5 1,0 0,32
8. 4 1 5 20°C 6 1,0 0,29
9. 4 1 5 20°C 9 1,0 0.29
10. 4 1 5 200C | 10 1,0 0,27

f) Wplyw substancji towarzyszacych.

Oznaczano Rf pojedynczych pierwiastkéw (miedz, rte¢, olow,
arsen) oraz w mieszaninach. (Ryc. 23).

Miedz wywolywano w srodowisku kwasnym, przewaznie gazo-
wym siarkowodorem. Ditizonem wywolywano przy pH ok. 4,5.

Badano Rf miedzi w mieszaninach: miedz-otéw; miedz-rtec¢;
miedz-otow-rte¢; miedz-zelazo; miedz-oléw-zelazo. Otrzymano dla Rf
wartos¢ wyzszg anizeli w przypadku badania Rf dla samej miedzi.
Duze ilosci chlorku sodu powodowaly znieksztalcenie plam i koétek.

3. Wywotywacze uzywane w pracy i sposéb wywotywania (Tabe-
la VIII).

4. Metoda zageszczania substancji silnie rozcienczonych na tréjkg-
cie.
Opisang metoda uzyskiwano zageszczenia: zwiekszajac odpo-
wiednio tréjkat, wydluzajac paseczek bibuly znajdujacej sie u jego
wierzchotka, zwezajgc ten paseczek itp.
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uzywajac metody ,stozkowej” uzyskano dobre zageszczenie roz-
tworéw miedzi przy uzyciu ukladu rozpuszczalnikéw:

pirydyna : 0,5 n kwas azotowy w stosunku 1:1.

kolidyna : 0,4 n kwas azotowy w stosunku 1:1.
dodatek kwasu wplywa na tworzenie sie prawidlowych kétek
i plam o ostrych konturach.
znaczne podwyzszenie temperatury ujemnie wplywa na ostrosé
konturéw plam i na jakos$¢ rozdzialu poszczegdlnych kationéw
(granice zacieraja sie), zmiany temperatur w matych zakresach
nie wywierajg dostrzegalnego wplywu na R{.
czesto sklad badanej mieszaniny ma wplyw na uklad plam i ké-
lek chromatogramu.
podwyzszenie pH — ma korzystny wplyw na wielkosé¢ Rf.
najkorzystniejszym sposobem suszenia chromatograméw jest
suszenie na wolnym powietrzu w temp. pokojowej, przy czym
chromatogram powinien by¢ zawieszony w utozeniu poziomym.
dobre wyniki daje wywolywanie wywolywaczami gazowymi.
Przy rozpylaniu wywolywacz ciekly musi dawaé¢ mgietke, zeby
chromatogram byl zroszony, ale nie zamokniety, ptyn nie moze
splywaé, rozpylacz powinien by¢ szklany.
wprowadzono metode zageszczania roztworéw silnie rozcien-
czonych na trdjkacie z paseczkiem bibuly u wierzchotka.
wprowadzono ,stozkowa” metode chromatograficznego zagesz-
czania pozwalajgcy osiggng¢ zageszcezenie ok. 200-krotne, a nawet

WVZsze. ;
zastosowano stozkowa metode zageszczania chromatograficznego
do zageszczania materialu biologicznego — wykrywajac obec-

nos¢ miedzi w moczu, krwi i mleku kobiet karmigcych.

fakt umiejscowienia miedzi na matej przestrzeni paseczka bibu-
ly pozwala na: a) latwe jej eluowanie oraz oznaczenie innymi me-
todami analitycznymi (kolorymetrycznie, polarograficznie itp.),

b) zastosowanie metody stozkowej do badan ilosciowych, ¢) od-
dzielenie miedzi od towarzyszacych pierwiastkow, d) jakosciowe
wykrycie miedzi nawet przy bardzo malych stezeniach.
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PE3IOME

1. B nepBoii yactu cBoeii paloThl aBTOPOM HPOU3BONATCA METO-
JHYECKHE HCCAeNOBaHMA MO OMNpeNeileHNI0 MeXH IpPH MOMOUIM pas-
JHMYHBIX METOIOB pacrnpemeluTenbHoil xpoMarorpaguu Ha GyMare.

Beumn ncnoap3oBaHH paaHBle: amnaparypa, OyMara, CHCTEMBI
pacTBopuTeleli, WHANKATOPH, a TaKMKe HCCIEeNOBaHUA BEJHCH NPH
pas3deix pH 1 npu passnuHBIX TeMmepaTrypax.

2. Bo Bropoit yactu paGoThl aBTOp ONHCHLIBAET NPUMEHEHHBIM
TUISL OTpefefieHHsA MelH B PACTBOpaX CUIBHO pas0aBieHHBIX U B OHo-
JIOrMYEeCKOM MaTepualle coGCTBeHHEBII ,,KOHYCHHIT* (6yMara cBep-
#iYTa B BUIe KOHYyca) MeToJ XpoMaTorpapuieckoro sarymaHus.

ITpu momomu aToro Meroma pacTBOPHI 3aryliaNNCh 0Kono 200 pas.

3. IlpumeneHne KOHYCHOro MeTONAa 3aryniaHHA HAaeT BO3MOIK-
HOCTh JIEKO JJI0OMPOBATL BeEIECTBA JIIA OMNpefAeSIeHHA IIPH IOMOJUH
1IHBIX METOJOB.

4. BoaMosHOCTh NTOKAJIM3aUMU BeillecTBA HAa MalleHbKOM MpO-
CTpPaHCTBE TOJOCKH OyMaru IO03BOJIAeT NPHMEHATh KOHYCHBIH MeTox
H IA KOJIHYECTBEHHBIX ONpeleneHHii,
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T SUMMARY

The first part of the paper reports on the author’s methodological
investigations on detecting copper by means of various techniques
of partition paper chromatography. Differences concerned machine-
ry, paper, combinations of solvents and developers; also different
hydrogen ion concentrations and temperatures were used.

The second part of the paper concerns the use of the author’s own,
»conical” method of chromatographic concentration. By means of
this methood solutions were concentrated up to 200 times.

The use of the conical method of concentration permits of an easy
eluation of the substance with the purpose of its further determina-
tion by means of other methods.

The fact that the substance can be placed on a small section of the
paper strip makes it possible to use the conical method for quantita-
tive investigations.
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