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Nowa metoda ,,krazkowa” chromatograficznego zagegszczania
i jej zastosowanie
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A New ,,Disk” Method of Chromatographic Condensation
and Its Application

Lacourt (1952) zajmujgc sie rozdzielaniem kationow, osiggata nie-
tnaczne zageszozenie roztwordw przez zwezanie 1 zaostrzanie paskow
bibuty (3). Krzeczkowska (1954), zageszczajgc silnie rozcienczone
roztwory soli miedziowych oraz material biologiczny (mleko, mocz, krew)
na trojkacie i stozku z bibuly z waziutkim paseczkiem bibuly przy
wierzchotku, uzyskiwala zageszczenie 200—500 krotne (2). Lewan-
dowski (1959) natomiast podal nowy sposdb koncentrowania elektro-
litbw na bibule jonitowame], przy ktérego pomocy uzyskiwat zageszcze-
nie tysigckrotne. Metoda Lewandowskiego ograniczata sie tylko
do substancji joncwych i wymagala przygotowania bibuty jonitowanej
(4, 5, 7). Nalezalo wiec opracowa¢ nowg metode chromatograficznego
zageszczania, ktéra a) moglaby by¢ rowniez zastosowana do zageszcza-
nia i nieelektrolitéw, b) pozwolilaby na osiggniecie jeszcze wyzszych za-
geszezen, oraz c) usunelaby wplyw brzegéw, dajacy sie niejednokrotnie
zauwazy¢ w metcdach koncentrowania substancji na tréjkacie i na
stozku.

MATERIALY I METODA BADAN

1. Metode w1lasnga chromatograficznego zageszczania na krazku z bibuly
opisano ponizej w czesei doswiadezalnej.

2. Bibuta: do przeprowadzenia dos$wiadczen uzywano bibuly Whatman
N 3 i N 1 (do ilosciowych bezposrednich oznaczen).
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3. Nakraplanie: wykonywano specjalng mikropipetka o pojemnosci
0,025 ml, albo melanzerem. Ze wzgledu na bardzo male stezenie badanych roztwo-
réow i konieczno$é nakraplania ich w duzych ilosciach, suszono chromatogramy,
w czasie nakraplania, suszarka fryzjerskg (foen).

4 Rozpuszczalniki: uzywano nastepujgcych ukladéw rozpuszeczalnikow:
a) n-butanol-kwas solny stez.-woda, w stosunkach 4:1:1, 4:1:5 i 5:1:4.

k) kolidyna-kwas azotowy 0,4 N, w stosunku 1:1.
¢) pirydyna-kwas azotowy 0,5 N, w stosunku 1:1.
d) aceton-kwas solny stez.-woda, w stosunku 97:1,5:1,5 oraz 85:33:11,7

(wg Hermanowicza (1) ).

5. Wywolywacze: do wykrywania miedzi przy badaniach jakosciowych
uzywano gazowego siarkowodoru. Do ilosciowych oznaczen miedzi zastosowano
dwuetylodwutiokarbaminian sodowy (firmy ,,BDH”, Anglia), przygotowujgc roz-
twory o stezeniu 0,5%., i 9,05%b.

6. Roztwory wzorcowe miedzi: do sporzadzania wzorcowych roz-
tworéw miedzi uzywano:

a) przekrystalizowanego chlorku miedziowego p.a. firmy Merck (zawartosé
miedzi w roztworze wyjsciowym sprawdzono jodometrycznie). Badano roztwory
zawierajgce 8,95—4,48—2,24—1,12—0,56—0,28—0,14—0,07—0,035—0,0175—0,0088 ng Cu
w 1 ml oraz 7,92—3,96—1,98—0,99—0,495—0,248—0,124—0,062—0,031 uwg Cu w 1 ml
Wyzej podane stezenia otrzymywano przez stale dwukrotne rozcienczanie wodg
podwoéjnie destylowana.

b) CuSO; - 5H;0, rozpuszczajge 0,786 g substancjii w wodzie podwodjnie destylo~
wanej 1 rozcienczajac do 1 litra. Z tego woztworu przygotowywano standardy do
cznaczen ilosciowych.

7. Inne odczynniki: cytrynian amonowy sporzadzano rozpuszczajgc 50 g
subst. statej w 100 ml amoniaku 25%b.

Czterochlorek wegla i wszystkie uzywane rozpuszczalniki Swiezo destylowano.
. Do wszystkich doswiadezen uzywano wody podwdjnie destylowanej.

8. Material biologiczny do badan przygotowywano spalajac go na
sucho. Naprzyklad 10 ml dobowego moczu odparowywano do suchosci na lazni
wodnej, a nastepnie spalano w piecu muflowym w temp. ok. 500°C. Pozostalo$é po
spaleniu rozpuszczano w 3 ml 3 N HNO; i raz jeszcze odparowywano do suchosci,
5 nastepnie rozpuszczano w 100 ml wody podwdéjnie destylowanej. Do spalania
brano réwniez mniejsze ilosci moczu (5 i 3 ml). Roztwor uzyskany przez rozpuszcze-
nie spalonej substancji zageszczano metodg krazkows,

W ten sam sposob przygotowywano do badania krew, grzyby i pomidory.

BADANIA WEASNE

Metoda wtasna zageszczania na krgzku
zbibutly

Wycinano krazek z bibuly Whatman N 3 lub N 1, w srodku ktérego
wprawiano diugi, waski paseczek z bibuly. Paseczek przymocowywano
do krgzka w ten sposob, ze po przecieciu go podluznie na dwie czesci
(na 1'/2 cm di) wsuwano uzyskane konce w naciecia przygotowane na
krazku. Naciecia robiono z dwéch stron prostopadle] Srednicy, trzy u géry
2 lewej strony (trygonometryczna druga éwiartka) oraz trzy u dolu
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z prawej strony — czwarta ¢wiartka. Konce przycinano przy po-
wierzchni krazka.

Na obwodzie krazka wycinano zabki w ksztalcie tréjkatéw lub pro-
stokatéw. Wysokos¢ zabkéw powinma byé réwna wysokoscl plytki
Petri’ego tak, aby po wsunieciu miedzy s$cianki plytek, konce zabkéw
dostawaly do dna zewnetrzmej plytki.

Substancje nakraplano na sporzadzony krazek w odleglosci 1,5—
2,5 ecm od obwodu (nie liczac zgbkéw).

Krazkiem z naniesiong substancjg przykrywano plytke Petri'ego
i wstawiano ja do gérnej, wickszej, w taki sposéb, aby dno mniejszej
stalo na dnie wiekszej plytki. W wolng miedzy bokami plytek, prze-
strzen, wsuwano zabki bibuly, pilnie baczac zeby wszystkie dostawaly
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Ryc. 1. Krazek przygotowany do nakroplenia oraz aparat do chromatograficznego
zageszczania metods ,krazkowg”
A disk of paper prepared for dropping and the apparatus for chromatographic
condensation by the ,disk” method.















94 Irena Krzeczkowska

W naszej pracy oznaczenia ilosciowego miedzi dokonano przy pomocy
fotcmetru Pulfricha (firmy C. Zeiss. Jena), poslugujgc sie filtrem N 8
(470 ng) i naczynkami o przekroju 2 cm. Ekstrakcje przeprowadzano
czterochlorkiem wegla. Krzywa kalibracji podano na ryc. 7.

Do oznaczen uzywano roztworu o stezeniu 8,96 ng Cu** w 1 ml oraz
roztworéw uzyskanych przez kolejne rozcienczanie 2, 4, 8 i 16-krotne,
biorac po 1, 2, 4, 8 1 16 ml i rozcienczajac przed nakroplen‘em 10-krotnie.
Tak sporzadzone roztwory nakraplano na krazek i po odpowiednim za-
geszczeniu metodg krgzkows a) oznaczano miedz metoda bezposrednis,
uzyskujac wyniki o bledzie = 5%, b) oznaczano przy pomocy fotometru
Pulfricha miedz w wyeluowanym toztworze, uzyskujac odchylenia od
ilosci wyliczonych w granicach od — 0,01 do + 0,14 pg. Wyniki zesta-
wionc w tab. 1.

Tab. 1. Oznaczanie miedzi w roztworach silnie rozcienczonych w g

Ilo$¢ miedzi logé ml lio$é ml nakro- Weli Srednia (z 4—8
w g zawarta I os.c m droztw. plona na kra- i Y 1cz.ona. pomiardw) ilos¢
Lp. | W 1 ml roztw. wz\eta 0 spo- zek po 10 Hos¢ miedzi | ;e 477 w g
wzorcow. chlor- rquz.droztworu krotnym roz- Iw tg n;kn.)- oznaczona foto-
ku miedziow. adanego cieczeniu |PoRana razek metr, Pulfricha
1 8,96 1 10 8,96 9,1
2 4,48 2 20 8,96 9,05
3 2,24 4 40 8,96 8,90
4 1,12 8 80 8,96 8,95
5 0.56 16 160 8,96 8,90
srednia 8,96 8,98
odchylenie +0,02

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN I WNIOSKI

Metoda zageszczania, taka jak odparowywanie, nie zawsze daje sie
zastosowaé. Przygotowywanie materiatu do chromatografowania na
bibule jonitowanej (4) ma ograniczony zakres zastosowania, nadaje sie
bowiem tylko dla substancji jonowych, natomiest metody zageszczania
na bibule mozna uzy¢ i do nieelektrolitéw.

Metody zageszczania na trojkacie i stozku z bibuly (2) dawaty zagesz-
czenie 200—500-krotne, ale niejednokrotnie wystepowal w nich wplyw
brzegéw, ktory zupelnie jest usuniety w metodzie krazkowej. Zaznaczyé
nalezy, ze metoda krazkowa jest dogodniejsza od stozkowej rowniez
i z tego wzgledu, ze w niej wielko$¢ powierzchni, na ktérej s'e nakrapla,
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jest dwukrotnie wieksza niz w metodzie stozkowej, dzieki czemu mozna
latwiej wprowadzi¢ duze ilosd badanego roztworu.

Dogodnosécig metody krazkowej jest réwniez mozno$é réwnoczesnego
zageszczania i rozdzielania substancji z mieszanin. Przy odpowiednio
dobranym ukladzie rozpuszczalnikéw substancja badana daje sie cddzie-
li¢ od innych towarzyszgcych. Na przyklad: uzywajac uktadu: pirydyna-
kwas azotowy 0,5 N, w stosunku 1:1, wykryto miedz, réwnoczesnie
oddzielajac ja od kobaltu, olowiu 1 Zelaza.

Metoda krazkowa pozwala na tak duzg koncentracje badanych sub-
stancji, Ze mozna nig wykryé nawet $lady poszukiwanych kationow.

Stosujgc metode krazkows przekonano sie, ze nalezy pamietaé o sta-
ranmym sporzadzeniu krazka: a) paseczek bibuly powinien by¢ wpra-
wiony dokladnie w $rodek krazka, b) naciecia na krazku muszg mieé
szerokosé $cifle odpowiadajacg szerokosdci rozcietych koncéw paseczka,
aby ten ostatni byl dobrze oprawiony w krazek, c) zabki wyciete na
obwodzie krgzka muszg mie¢ jednakowsg powierzchnie i wysokosé, aby
dotykaly do dna plytki i rownomiernie doprowadzaty rozpuszczalnik,
d) korzystne jest regulcwanie szerokosci paseczka w zaleznos$ci od ste-
zenia badanego roztworu.

W czasie badan zageszczanie miedzi zwiekszano przez 1) powieksza-
nie powilerzchni nanoszenia, 2) nakraplanie kilku-, a nawet kilkadzie-
sieciokrotne, po uprzednim kazdorazowym wysuszeniu ,,fcenem”, 3) przez
odpowiednie zweianie paseczka odchodzgcego od Srodka kraika w za-
leznosci od rozcienczenia badanego roztworu. Postepujac w ten sposdb,
zageszczano nawet najbardziej rozcienczone roztwory i doprowadzano
stezenie badanej substancji do granicy wykrywalnosci.

Uzywane do chromatografowania uklady rozpuszczalnikéw dobie-
rano tak, aby uzyskane Rf badanej substancji bylo dostatecznie wyso-
kie, tj. aby badana substancja zdolala sie przesung¢ na paseczek bibuly,
odchedzacy od srodka krazka; woéwcezas substancje towarzyszgce o mniej-
szych Rf pozostaja na krazku. W ten sposéb badang substancje nie tylko
zageszczano, ale réwniez oczyszezano i oddzielano od innych.

Rozpuszczalnik w czasie zageszczania przepuszczano dwu- lub trzy-
krotnie (po uprzednim wysuszeniu), a zageszczajac w ten sposéb badang
substancje na malej powierzchni, stwarzano dogodne warunki do iloscio-
wych oznaczen. Wazng role odgrywalo dobre wysycanie kamery parami
rozpuszczalnika, ktére osiagano przez dokladne uszczelnienie parafing
brzegow, lejka.

Metode krgzkowg zastosowano do zageszczania miedzi w roztworach
silnie rozcienczonych oraz w materiale biologicznym; uzyskiwano kazde
eadane zageszczenie, nakraplajgc na krazek tym wieksze objetoséci, im
roztwor byl bardziej rozcienczony. W ten sposéb wykryto miedz w roz-
tworze o stezeniu 0,0088 pg w 1 ml.
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WNIOSKI

1. Wprowadzono metode chromatograficznego zageszczania na
krazku z paskiem bibuly umocowanym w Srcdku krgzka i uzyto jej do
stezania roztworéw silnie rozcienczonych.

2. Uzyty po raz pierwszy metode krazkowa zastosowano do wykry-
‘wania miedzi w materiale biologicznym: moczu, krwi, grzybach i po-
midorach.

3. Zebranie substancji badanej na malej powierzchni paska bibuly
pozwala na:

a) jakoSciowe wykrywanie badanej substancji nawet w roztworach
0 bardzo matym stezeniu (wykrywano Cu?* w roztworach zawiera-
jacych 0,0175 ug i 0,0088 ug w 1 ml).

'b) zastosowanie metody krazkowej do badan iloSciowych, zaréwno przy
uzyciu bezposredniej metody iloSciowego oznaczania, jak i innych
metod analitycznych (fotometrycznej, polarograficznej, koloryme-
trycznej).

4. Przy roztworach o bardzo matym stezeniu nanoszono na krazek
‘takie objetosci, aby ogélna zawartos¢ badanej substancji lezata w gra-
nicach wykrywalnosci.

5. Stwierdzono, ze chromatograficzne zageszczanie nie powoduje
ilosciowych strat w badanym materiale (Srednie odchylenie - 0,02 ng).

6. Metoda krgzkowa nadaje sie, przy odpowiednio dobranych roz-
puszczalnikach do réwnoczesnego zageszczania i rozdzielania substancji
z mieszanin craz do oczyszczenia od substancji towarzyszacych o nie-
wielkim Rfi.

7. Wyciete na obwodzie krazka zabki, zaleznie od nadanego im
ksztaltu, mogg zwalniaé przeplyw rozpuszczalnika, co wplywa dodatnio
na rozdziat substancii.

8. W celu uzyskania dcbrego rozdzialu i wyraznych plam o ostrych
zarysach, nalezy rozpuszczalnik przepuszcza¢é dwu- lub trzykrotnie.

9. Uzycie metody krazkowej chromatograficznego zageszczania jest
korzystne zwlaszcza wowczas, gdy po spaleniu ,na sucho” materiatu
biologicznego, otrzymuje sie osad stabiej rozpuszczalny. '

10. Nalezy przypuszcza¢, ze metoda chromatograficznego zageszcza-
mnia na krazku moze znalezé zastosowanie do badan klinicznych.

’
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PE3XME

ABTopoM pa3paboraH HOBBUI METOL XPOMaTOrpadyuiuecKoro 3arylllaHmn:d
#Ha obfozke OyMary ¢ y3KMM II0ACKOM, 3aKpeIlIeHHBIM ItocepejuiHe ofoaxa.
Anmapar a4 3arylliaHus MIJIIOCTpUpyeT puc. 1.

IIpumeHeHHSBI MeTOx naBaJy 3aryiieHue 1000-kpaTHoe, a maxke ¥ BhILIe,
BriaBasasaychk 5SJ€MEHTBI B PacTBOPax ¢ KOHIEHTpaumeit or 4 10
0,0088 wr B 1 M.

Metom xpomaTorpadm4eckoro 3aryllieHWs, BBMAY Ha BO3MOXKHOCTD
CKOILJIEHUA MCCJeNyeMoi cyOCTaHIMYM Ha O4YeHb MaJeHbKOW IOBEPXHOCTH
moAacka Gymary, mo3BoJIgeT Ha:

1. Jlerkoe 3JI0MpOBaHMe BBIABJIEHHON cyOCTaHIMM M onpejeseHue ee:

a) TpY IIOMOUIM PA3HBIX MHCTPYMEHTAJbHBIX aHAJIUTUYECKUX METOIOB,

0) MeTOZOM HEIOCPeACTBEHHOr0 aHAJIMU3a,

2. omHOBpEMEHHOe 3aryllaHue U pazfesieHue cyOCTaHIMM B cMecax
¢ HU3KOM KOHIleHTpaImeit;

3. BelaBaAHMe K o0o3Ha4aHMe CJEHOB 9JEMEHTOB B OlMOJOTITYecKoM
‘MaTepuae.

OBDBACHEHHA K PHUCYHKAM

Puc. 1. OG6onoxk, IPHrOTOBJEHHBI A8 HaHeceHHs CyGCTAHIMH, a TAKKE anmapar ans
‘XxpoMmaTorpa(HYecKoro 3aryulaHAs ,,pagHalbHBIM” METONOM.

Puc. 2. Annmapatr mas xpoMaTorpaduueckoro sarymanus. Ha nosicke GyMmarH BHyTpH
annapata BHXHA MeIb. ’

Piuc. 3. Toscox GyMaru ¢ BoifBJeHHOR Mepblo. KoHuenTpauust HaHeceMHOro pacTsopa
0,0088 pr B 1 Ma,

Piic. 4. Tlosicok 6yMaru ¢ 3aryuieHHbHIMH H Da3fe/eHHBIMH KaTHOHAMH MeHl H KoGaabTa.

Puc. 5. Ha nosckax 6ymars BHZHA Mexb, BHISBJIEHHAA B OHOJIOTHYECKOM MaTepHane
{rpu6el, MOUa, NMOMHAOPHI).

Puc. 6. Ha nosicke Gymarn BeIsiBleHHast Meb B LeJbHONl KPOBH.

Puc. 7. Kpusas kanu6pauun dortomerpa ITwibdpuxa (deabrp Ne 8, 470 ur). Koerku
aNaMeTpoM B 2 CM. )

Ta6. 1. Onpexensune MegH B pacTBEOPaX CHAbHO Pa3GaBAEHHBIX B url.
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SUMMARY

A new method of chromatographic condepsation on a paper disk,
with a narrow strip of paper fastened to the centre of the disk, has been
devised. The apparatus for condensation is shown in Fig. 1.

By this new method, thousandfold condensation, or higher, can be
obtained, and it is possible to detect elements in solutions of concen-
tration ranging from 4 to 0.0088 ng per 1 ml

Since the method of chromatographic condensation on a paper disk
enables us to accumulate a given substance on a very small area of
paper strip, it is possible:

1. to elute easily the detected substance and to determine it by
various analytical methods or direct determination,

2. to condense the substance as a whole or to separate the sub-
stance in slightly concentrated mixtures, and

3. to detect and determine trace elements in biological material.

Pap. druk. sat. 111 kl 80 gr 70 x loo Druku 12 stron.
Annales UM.C.S. Lublin 1960. Lub. Druk. Pras.—Lublin Unicka 4. Zam. 1252 19.111.60.
800 + 125 odbitek. 8-2 Data otrzymania manuskryptu 19.11 6o. Data ukoniczenia druku 27.VIIl 6o.




