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Badania nad zastosowaniem rozdzielczej chromatografii bibulowej do
wykrywania kobaltu w roztworach o malym stezeniu

HecnenoBanusti mHa) UpHMeHeHMeM pPa3JeUTeNbHO Xpomatorpadmm
H2a fymare RJd ompefesieHMA KOOAJBTA B PACTBOPaX MaJIOi KOHIEHTPAUMM

Investigations on the Application of Partition Chromatography for
Detection of Cobalt in Weak Solutions

Rozdzielcza chromatografia kibulowa zostala zastosowana do analizy zwigzkéw
nieorganicznych w r. 1948 przez Ardena, Burstalla i wsp. (1). W nastepnych
latach stala sie juz ogdlng metoda analityczng, prosta, o szerokim zasiggu. Lede-
rer i Linstead (8, 9) zajmuja sie wykrywaniem i rozdzielaniem Kkationéw
wchodzgeych w sklad tych samych grup analitycznych., Natomiast Pollard
i wsp. (14—18) wiekszy nacisk kladg na rozdzielanie dowolnych mieszanin katio-
néw i anionéw, Lewandowski stosuje chromatografie bibutowg do analizy
jakosciowej kationéow (11).

Oznaczanie pierwiastkéw $ladowych jest skomplikowane z powodu ich niskiego
stezenia w materiale biologicznym oraz réwnoczesnego wystepowania kilku ka-
tionéw. Chromatografia bibulowa, dzieki swej silnej wilasnoéci rozdzielczej przy
odpowiednim doborze solwentéw, pozwala na oddzielenie poszczegélnych pierwia-
stkéw. Dodatkowa trudno$é stanowi uzyskanie reakcji barwnych, poniewaz, mimo
wielkiej czuloici stosowanych obecnie wywolywaczy, sigzenie tych pierwiastkéow
w materiale biologicznym jest przewaznie tak male, Ze nie siega granicy wykry-
walnoéci, W ostatnim dwudziestoleciu szczegélne zainteresowanie, obok zelaza
i miedzi, budzi kobalt. Stwierdzenie, 2e jego brak w glebie (Martson cyt. wg
Tempki) powoduje choroby zwierzat domowych, objawiajgce sie niedokrwi-
stoécig i wyniszczeniem organizmu, prowadzacym do zgonu, a ustepujace po do-
daniu do paszy kobaltu, zapoczatkowalo szereg prac badawczych (2, 4, 19, 24, 25).
Ukazaty sie réwniez liczne prace na temat wplywu kobaltu na ukiad krwiotwor-
czy czlowieka i wynikéw leczenia niektérych niedokrwisto§ci solami kobaltu
3, 7, 12).
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Schmidt i wsp. stwierdzili hamujgcy wplyw kobaltu na wirusa grypy (21).
Pital i wsp. (13) badali wplyw kobaltu na Salmonella pullorum. Saltzman
(20) opracowal metode mikro-oznaczania kobaltu w materiale biolegicznym na dro-
dze ckstrakeji jego soli nitrozonaftolanu. Otrzymany w ten sposéb kobalt, uwol-
niony od innych metali, oznaczal przy uzyciu soli nitrozc R. Thiers i wsp. (23).
Przed oznaczeniem kobaltu oddzielali go od innych metali §ladowych, uzywajac
do tego celu zywicy anionowymiennej. Wysocki, Smoczkiewiczowa
i Mizgalski (22, 28) opracowali metode spektrograficznego oznaczania kobaltu
i miedzi we krwi, po uprzednim chromatograficznym oddzieleniu go od innych
metali.

Celem niniejszej pracy jest sprawdzenie przydatnosci niektérych metod chro-
matografii bibulowej do oznaczania kobaltu w roztworach o malym stezeniu,
a szczegolnie metocd chromatograficznego zageszczania zastosowanych przez
Krzeczkowskg (5, 6) przy oznaczaniu miedzi.

METODY BADAN i MATERIALY

1. Do wykrywania kobaltu metoda bibutowej analizy chromatograficznej
uzyweno roznych technik: a) Chromatografii wstepujgcej, wykonywanej w akwa-
riach lub cylindrach szklanych. b) Chromatografii wstepujgcej wg Williamsa
i Kirby (1948) (26). W metodzie tej bibule zwinieta w ksztalcie walca umiesz-
czano w rozpuszczalniku wypelniajagcym piytke Petriego i nakrywano szklanym
kloszem, dobrze uszczelniajac. ¢} Chromatografii krazkowej w pilytkach Petriego.
Do piytki Petriego wstawiance naczynko wagowe z rozpuszczalnikiem i nakrywano
dwoma kwadratowymi szybkami, z ktorych dolna posiadsta w $rodku otwér o $red-
nicy 0,5 cm. Bibule z nakroplong substancjg umieszczano miedzy szybkami w ten
sposéb, ze paseczek bibuly, doprowadzajgcej solwent, przechodzil przez otwoér
w dolnej szybce i zanurzony byt w rozpuszczalniku., Przy badaniach, w ktérych
zalezalo na utrzymaniu identycznych warunkéw, szereg plytek ustawiano jedna
na drugiej i ,stos” przykrywano kloszem szklanym, dokladnie uszczelniajgc aparat.
d} Zmodyfikowanej metody krazkowej Zimmermanna G. i Nehringa K.
(25). Krazek bibuly umieszczano w eksykatorze tuz pod pokrywa. Koniec paseczka
bibuly wprowadzonego do $rodka krazka, zanurzanc w rozpuszczalniku znajdu-
jacym sig¢ na szkietku zegarkowym umieszczonym w zlewce o odpowiednio dobra-
nej wysokosci. e) Metod chromatograficznego zageszczania na tréjkacie, stozku
i krazku wg Krzeczkowskiej (dokladny opis w pracach 5, 6).

2. Bibuia chromatograficzna. Po przebadaniu bibuly Whatman N. 1, 2, 3.
Schleicher-Schiill 597 oraz Mundtall N. OB, O i 3 stale uzywano bibuly Whatman
N.31iN. 1

3. Uklady rozpuszczalnikéw. Stosowano ukilady solwentéw: a) n-butanol-
kwas solny-woda w stosunku obj. (4:1:1), 4:1:2), (4:1:5). b) aceton-kwas octowy-
woda (87:8:5). ¢) pirydyna-kwas azotowy 9,5 n (1:1). d) kolidyna-kwas azotowy
0,4 n (1:1). e) n-butanol-kwas octowy-woda (4:1:1), f) n-butanol-aceton-kwas solny-
woda (4:3:2:1). g) aceton-kwas solny-woda (87:8:5). h) aceton-kwas solny-wodu
{84:11:5). Przy sporzadzaniu rozpuszezalnikow uzywano wody redestylowanej.

4. Wywolywacze i sposéb wywolywania. Jako wywolywaczy uzywano nasteg-
puiacych odczynnikéw: a) a-nitrozo-fi-naftol 0,5% (g/obj.) w 50¢/s kwasie octowym,
b) kwas rubeanowodorowy 0,1% w 95% alkoholu etylowym. Wywolywano dwoma
metodami: suchy chromatogram nasycano parami amoniaku i spryskiwano odczyn-
nikiem albo bezposrednio przed uzyciem dodawano do wywolywacza stezony
amoniak w stosunku 10:1, ¢) dwuetylodwutiokarbaminian sodu, ogélnie uzywany
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Tab. 3. Wplyw ukladu rozpuszczalnika na wielko§é Rr; temp. 18°C,
Bibuta Whatman N. 1
Influence of solvent system on R values. Temperature 18°C, Whatman No. 1 paper

Czas L 1los¢ |
Lp. Uktad splywu Metoda | subst. | Ry
rozpuszczalnika w godz. ‘, w ¥ '
1 n-butanol-kwas solny- 18 wstep. | 2.4 l 0,29
woda 4:1:1 6 krgzkowa | 5,0 i 0,43
5 n-butanol-kwas solny- 25 wstep. 2,4 ’ 0,22
woda 4:1:2 8 krazkowa 5,0 ; 0,44
3 : n-butanol-kwas solny- 6 wstep. 2,4 0.13
woda 4:1:5 6 krazkowa 5,0 0,27
4 } n-butanol-kw. octowy- 22 wstep. 2,4 0,13 ogon
i woda 4:1:1 14 krazkowa 5,0 0,29
5 n-butanol-aceton-kw. 16 wstep. 2,4 0,33
solny-woda 4:3:2:1 12 krazkowa 5,0 0,42
6 aceton-kw. solny-woda 6 Wstep. 2,4 0,33
87:8:5 6 krazkowa 5,0 0,60
9 aceton-kw. solny-woda 6 wstep. 2,4 0,38
84:11:5 6 krazkowa 5,0 0,77
Srednie z siedmiu pomiaréw,
Tab. 4. Wplyw ilosci kwasu w rozpuszczalniku na warto§¢ R
Influence of acid content in solvent system on Rfg values
: Uklad : Ilosé Czas
Lp. | al ik Metoda Temp. | subst. splywu Ry
! rozpuszczalnika { w w godz.
1 aceton-kwas solny- wstep. 18° 2,4 6 0,33
woda 87:8:5 krazkowa 18° 5,0 6 0,60
9 aceton-kwas solny- wstep. 18° 2,4 : 6 0,38
woda 87:11:5 krazkowa | 18° 50 | 6 | 078
3 aceton-kwas solny- wstep. 18° 2,4 6 0,86
woda 87:20:5 krazkowa 18° 5,0 6 0,64

wplywem temperatury na warto$¢ Ry jonoéw: kobaltu, miedzi i zelaza
zaréwno nakraplanych pojedynczo, jak w mieszaninie. Tabela 5 przed-
stawia zebrane wyniki. Rozwijanie chromatogramu znajdujgcege sie na
ryc. 8 przeprowadzano w temperaturze 6°C, na ryc. 9 w 1i8°C, a na
ryc. 10 w 40°C. Chromatogramy przedstawiaja rozdzielone kationy: Co’,
Cu', Fe™,
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roztwor, tym wieksze jego ilosci nalezy wprowadzié, aby osiaggnaé gra-
nice wykrywalnosci (patrz czuloé¢ wywolywaczy — tabela 6). Metoda
krazkowa pozwala na tak duze zageszczenie pierwiastkéw, ze mozna nia
wykry¢ nawet ich $lady, oczywiscie jesli sie pogsiada wystarczajaca ilosé
materialu. Na ryc. 11 widzimy kobalt zebrany na paseczku bibuly, roz-
twor zawieral 0,009 nug kobaltu w ml, nakropiono 100 ml, wywotano
kwasem rubeanowodorowym:.

6. Rozdzielenie jonow kobaltu miedzi i Zelaza

Widoczne na ryc. 8, 9 i 12 chromatogramy ilustrujg rozdziat jonow
kobaltu, miedzi i Zelaza na bibule Whatman N. 3, przy rozpuszczalniku:
aceton-kwas solny (stez.)-woda (84:11:5) oraz kwasie rubeanowodoro-
wym z amoniakiem jako wywolywaczu. Ryc. 13. przedstawia rozdzie-
lone metoda zageszczeniowg kationy kobaltu, miedzi i Zelaza przy uzy-
ciu wyzej podanego rozpuszczalnika i wywolywacza. Niewidoczna na
rycinie réznica barw poszczegolnych kationéw pozwala na ich wykry-
cie. Uzywajac ukladéw pirydyna — kwas azotowy 0,5 n albo kolidyna —
kwas azotowy 0,4 n, mozna pozostawi¢ zelazo na krazku, kobalt i miedz
przesuna sie na paseczek. Miedz wykrywamy siarkowodorem w $rodo-
wisku kwasnym, a kobalt w zasadowym.

OMOWIENIE WYNIKOW I WNIGSKI

Budzgca ogélne zainteresowanie rola kobaltu w organizmie sklonila
nas do podjecia badan metodycznych w celu przygotowania prostej me-
tody do wykrywania go w materiale biologicznym. Wystepowanie
kobaltu w $ladowych ilosciach skierowalo poszukiwania na droge bada-
nia prostych metod zageszczania. W metodzie zageszezania wg Krzecz-
kowskiej (5, 6) uzywano roztwordéw zawierajacych od 0,0018 ug w ml
do 0,005 ug kobaltu w ml.

Przy metodach chromatografii wstepujgcej i krazkowej najkorzy-
stniejsze stezenia lezaly w granicach od 0,08y do 80y, przy czym przy
chromatografii krazkowej nalezalo nakraplaé¢ ilosci dwukrotnie wieksze,
niz przy wstepujgoej (przewaznie przy metodzie wstepujacej nakraplano
ilosci odpowiadajgce 2,40y, przy krazikowej ok. 5y kobaltu w ml.),

Uzyskiwane wartosci wspélezynnikow Ry byly wyzsze przy metodzie
krazkowej (w granicach od 0,27 dec 0,77), niz przy wstepujacej, (0,13
do 0,38). Jako wartos¢ wspdlczynnika Ry przyjmowano stosunek drogi
substancji do drogi rozpuszczalnika, droge substancji mierzono od linii
starlu do Srodka plamy, droge rozpuszczalnika ad poziomu rozpuszezal-
nika do jego czola.

Poniewaz na warto§¢ Ry ma duzy wplyw zaréwno wysycenie ka-
mery, jak i bibuly, w toku pracy zwracano baczng uwage na dokladne
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uszczelnianie kamer, a przed rozpoczeciem rozwijania chromatogramu,
trzymano bibute, w ciggu paru godzin, w parach rozpuszezalnika.

W przeprowadzonych badaniach przewaznie uzywano bibuly What-
man N. 3, ktéra ma te przewage nad uzywanym réwniez przez nas N. 1,
ze wplyw brzegéw oraz pewne niejednolitosci bibuly nie wplywajg na
jako$¢ plam. Natomiast przy bibule Whatman N. 1, a zwlaszcza N. 4
nawet niewielkie zakl6cenia w wedréwcee rozpuszezalnika (nieréwmnosé
dna ptytki, krzywe ustawienie bibuty), powodujg zmiany Rf oraz zacie-
ranie sig ostrych konturow plam. Bibula Schleickier-Schill N, 597 row-
niez nadaje sie do badan, a zaletg jej jest brak zanieczyszczen zelazem.

Dominujacy wplyw na wartos¢ Rp oraz uksztaltowanie plam posiada
rozpuszczalnik. Najlepiej ksztaltujg sie plamy uzyskane przy rozpusz-
czalniku, w ktorego sklad wchodzi kwas solny; rozpuszczalniki z kwa-
sem octowym dajg plamy znieksztalcone (ogony), korzystniej wychodza
chromatogramy krazkowe., Zwiekszenie ilogci kwasu powoduje zwiek-
szenie sie wartoSci Ry. Ilos¢ dodanago kwasu nie moze iednak przekra-
cza¢ 1/5 objetosci rozpuszezalnika, poniewaz woéwcezas bibula kruszeje
i lamie sie. Bibula kruszeje réwniez w wyzszych temperaturach.

Temperatura wplywa na wartos¢ Rr i na jako$é plam. Ry zwieksza
sie w zakresach temperatur od 6° do 40°, ale jakos¢ plam w nizszych
temperaturach jest lepsza, plamy i krazki sg znacznie wezsze i ostrzej-
sze w zarysach. Rozdzial chromatograficzny kobaltu, miedzi i zelaza
bardzo dobrze zachodzi w niskich temperaturach, uzyskuje sie wieksze
roznice w Ry poszczegédlnych kationow (ryc. 8 i 9). Na chromatogramach
rozwijajaeych sie w temperaturze 40°C (ryc. 10) pozycje pierwiastkow
mozna ustali¢ wylacznie na podstawie roznicy w zabarwieniu.

Plamy o réznym zabarwieniu otrzymuje sie¢ w zaleznosci od uzytego
wywolywacza. Wywolujge chromatogramy kobaltonem, ofrzymujemy dla
kobaltu plame czerwona, dla miedzi zéltopomaranczowsg, dla zelaza bra-
zowoszarg. Pod wplywem kwasu rubeanowodorowego kobalt daje plame
cieplordzawg, miedz zielonoszarg, Zelazo szarobrazewsa. Z K,Fe(CN)g
kobalt zabarwia sie na szarofioletowo, miedz na czerwonobrazowo, zela-
zo daje piekng, intensywng barwe blekitng. Rbéznica w zabarwieniach
poszczegdlnych kationéw pozwala na’ich wykrycie nawet przy gorszym
rozdziale. Czulosc wywolywaczy (ilo§¢ substancji dajaca z wywolywa-
czem, na rozwinietym chromatogramie jeszcze widoczng plame) stuza-
cych do wykrywania kationow jest przewaznie duza.

Przy uzyciu wlasnej (,,krazkowej”) metody zageszczeniowej rozdzie-
lono kobalt, miedz i zelazo w roztworach silnie rozcienczonych, Nakra-
planie trwa tym dluzej, im wieksze objetosci rozcienczonego roztworu
wprowadzamy na krazek. Metoda ta nie nadaje sie do oznaczania w ma-
teriale, ktérego posiadamy ograniczone ilo$ci, poniewaz zawarto$¢ ozna-
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czanego pierwiastka w posiadanej probce moze nie znajdowaé sie w gra-
nicach wykrywalnosci. Najlepiej do rozdzielania nadawaly sie uklady
rozpuszczalniko6w:

n-butanol-aceton-kwas solny (stez.)-woda (4:3:2:1)

aceton-kwas solny (stez.)-woda (87:9:5)

aceton-kwas solny (stez.)-woda (84:11:5).

Obhecnc$é nawet niewielkich ilo§ci NaCl wplywa niekorzystnie na
ksztaltowanie sie¢ plam, stad wyplywa koniecznosé usuwania substancji
towarzyszacych przed wykonywaniem oznaczen, co zostanie uwzgled-
nione w pracy, przy wykrywaniu kobaltu w materiale biologicznym.

WNIOSKI

1) Plamy barwne kobaltu z wywolywaczami najkorzystniej ksztal-
tuja sie w granicach stezen 0,087 do 807 badanej substancji.

2) Wysycanie bibuly parami rozpuszczalnika (przed rozwijaniem chro-
matogramu) oraz dokladne uszczelnianie kamery wplywa dodatnio na
uksztaltowanie sie plam.

3) Najlepsza bibulg chromatograficzng okazala sie Whatman N. 3 i 1.

4) Dobre uksztattowanie plam i najkorzystniejszy rozdziat kationoéw
kobaltu, miedzi i zelaza uzyskano przy uzyciu rozpuszezalnikow:
a) n-butanol-aceton-kwas soiny (stez.)-woda (4:3:2:1), b) aceton-kwas
solny (stez.)-woda (87:8:5), ¢) aceton-kwas solny (stez.)-woda (84:11:5).

5) Korzystne uksztaltowanie plam i dobry rozdziat kationow uzyskano
w temperaturze 6°C.

6) Obecnos¢ niektorych substancji towarzyazgcych, zwlaszcza NaCl,
powoduje znieksztalcenie plam.

7) Najkorzystniejsze w uzyciu okazaly sie wywolywacze: kobalton,
kwas rubeanowodorowy, K [Fe(CN)¢] oraz H,S (gaz).

8) W roztworach silnie rozcienczonych mozna wykryé¢ kobalt przy
uzyciu metody zageszczania na krazku.

9) Metoda zageszczania na krazku moze stuzyé do rozdzielania ko-
baltu, miedzi i zelaza w roztworach silnie rozcieficzonych.
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PE3IOME

IIpoBegeHo pAx 9SKCOEPUMEHTOB, IHENbI0O KOTOPBIX OBLIO yCTaHOB=-
JieHle YCJOBUIL AJs Xopoulero apMKUpPoOBaHMA INATeH KobajrbTa Ha
XpoMaTorpamMMax, a TaKiKe MCCIENOBAHO BIMAHME PasIMIHBIX M3Me-
HAIWIMXCS (aKTOPOBR Ha BeauumHy Kodcbdumuenta Rrp (BesmumHa Ka-
Mepbl, KadecTBO OyMary, KOHUEHTpAIMsA MCCIAEAYEeMOTO BeLIECTBa, TEM-
neparypa, HaJamume COIyTCTBYIOIMX BellecTsB). Kpome Toro OnlIC Mccie-
JIOBaHO PAJl CUCTEM PACTBOPUTEJIEN M IIPOABUTEIIEH.

Oust obmapy:KeHMa KobasJbra B CUIABHO pasBefEHHBIX PacTBOPaxX
NPUMEHSAJICA METOJ, XPOMAaTOTrpatPuyecKoro Cryitenus 1o KIeYyKoBCKOIL.

BrleynioMsaHyTBHIT MeToxi OBbLI NPMMEHEH [JA pPasfeJeHMs MOHOB
kobBasbTa, MeUy M 3Keje3a B CUJIBHO pa3BefeHHBIX PacTBOPax.

Puc. 1. XpomarorpaMma, nosyyeHHas B KaMepce I (GosbiIod 3KCHKaTop).
Puc. 2. XpoMaTtorpaMMa, nojyuyeHa B KaMepe II (cpenHmii skcuKartop).
Puc. 3. XpomatorpaMma, monyyeHHas B KaMepe III (Manamii 3KcHKaTOp).
Puc. 4. Ko6aner wa 6ymare Whatman Ne I.

Puc. 5. Ko6aabt Ha Gymare Whatman Ne 4.

Puc. 6. Ko6anst na GyMare Schleicher-Schiill Ne 597.

Puc. 7. BauaHHe KOHUEHTPALMM HCCJeLyeMoro BelilecTBa Ha Ry (KosnuectBo Ko-
6asabra: 10 ramma, 20 ramMma, 30 ramma, 40 ramma, 50 ramma, 80 ramma).

Puc. 8. Pasgenenne koGajbTa, Mead H Keaesa npu temneparype 6°C.

Pac. 9. Paagenende KoGaabTa, Memu H Kejesa npu Temmepatype 18°C.

Puc. 10. Paspnenenue KoGajbra, Meln M esne3a npu Temnepatype 40°C.

Puc. 11. Ko6anbr, o6HapyxedHbi Ha TONOcKe OyMaru npy TNpPHMEHEHHH MeToja
xpoMmarorpaguueckoro cryulernss nmo Kmeuykoscko fi.

Puc. 12. Pasgenenue koGaabTa, MEOU H XKeje3d METOLOM BOCXOASLIEH XPOMOTOrpacduH.

Puc. 13. Ko6Ganbr, Meah u Kenes3o, OOHapyXKeHHBHlE B CHJIbHO pa3BedeHHOM pacrt-
BOpPe IIDH NOMOINH MeTofa XpoMaTtorpaduuecKoro cryuiends nmo KumeukoBcko il
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SUMMARY

A number of experiments were carried out in order to determine the
conditions favouring the formation of cobalt spots in chromatograms.
The authors studied also the influence of some variable factors on the
value of the Ry coefficient (size of camera, kind of filter paper, concen-
tration of investigated substance, temperature, presence of accompa-
nying substances).

Several solvent systems and detecting substances were tested.

The method of chromatographic concentration according to Krzecz-
k o wsk a was used for detecting cobalt in strongly diluted solutions. The
same method was also used for partitioning the cobalt, copper and iron
ions in strongly diluted solutions.
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