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Wplyw kwasu solnego na bibule filtracyjng w swietle
badan chromatograficznych
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The effect of hydrochloric acid on the chromatographie
paper

Prace nad chromatograficznym rozdzieleniem estréw kwasu fosfo-
rowego prowadzone przez Isherwooda i Hanesa (1) po-
zwolily na identylikacje réznych estrow na zasadzie réznicy w ich
wspotezynniku R ; Aulorzy ci, zastosowali w swej pracy metodyke
hydrolizy estréw fosforanowych bezposrednio na bibule chromato-
graficznej przy pomocy kwasu soinego, kwasu nadchlorowego i molib-
denianu amonowego. Po hydrolizie uwolnione zwigzki wywotywano
na bibule reakcjg barwna, charakterystyczng dla fosforanéw. Ponie-
waz zaslosowana przez autoréw metodyka nie dala nam oczekiwanych
rezultatow, staraliSmy sie przeprowadzié¢ okreslenia jakoSciowe estrow
fosforanowych na zasadzie hydrolizowania ich i oznaczania uwolnio-
nych zwiazkow redukujgcych. Do hydrolizy estréow fosforanowych
uzywano ! N kwasu solnego. Sama hydrolize starano sig przepro-
wadzi¢ bezposrednio na bibule chromatograficznej w sposéb podany
przez wyzej wymienionych autoréw. Zachodzila jednak mozliwo$é, ze
sama bibula filtracyjna bedaca preparatem celulozowym moze ulegaé
w tych warunkach hydrolizie.

Jak wiadomo poddawanie celulozy dziataniu stezonych kwaséw
mineralnych prowadzi do zmian struktury wielkoczgsteczkowej celu-
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lozy i wydzielania wolnej d-glukozy. Bezposrednia hydroliza oczyszczo-
nego wlokna bawelnianego, ktére wedlug Payena (2) nalezy uwa-
zaé za czystg celuloze, daje w wyniku przy uzyciu 720/, kwasu siar-
kowego 90,70/, d-glukozy.

Odnosnie hydrelitycznego dziatania kwasu solnego na celuloze,
znamy szereg dawniejszych prac, kiére nie uwzgledniajg dokladniej-
szych danych w stosunku do stezenia kwasu i warunkow przeprowa-
dzania hydrolizy. Bibula filtracyjna poddana hydrolizie przy uzyciu
5%/y kwasu solnego w temperaturze 100°C przez 48 godzin, uwalniala
w wyniku 420/, cukru redukujacego.

Willstdtter i Zechmeister (15) stwierdzili, ze 400/,
kwas solny rozpuszcza w kilku sekundach celuloze w iloéci okolo 159/,
natomiast rozpad hydrolityczny celulozy zachodzi catkowicie dopiero
po 48 godzinach, uwalniajgc 96,39/, d-glukozy, ktérej obecno$é i ilo-
Sciowe oznaczenie przeprowadzono przy pomocy polarymelru. Fakt
rozpadu celulozy pnd wplywem kwasu solnego, wystepujacy dopiero
po uplywie pewnego czasu, nasungl przypuszczenie, ze w przebiegu
hydrolizy powstaja produkty poérednie miedzy celulozg a glukoza.
Réwniez Willstédtter i Zechmeister przypuszczaja, ze
w okresie od poczatku zadziatania kwasu solnego do ustalenia stalego
kata skrecenia w polarymetrze, powstaje jaki§ produkt posredni. Jed-
nakze autorzy ci w wyniku hydrolizy celulozy kwasem solnym innego
zwiazku poza glukoza nie zdolali wykazaé.

Nowsze badania oparte na opisanej powyzej obseiwacji Will-
stattera, ze stezony kwas solny rozpuszcza material celulozowy w tem-
peraturze pokojowej, pozwolily na dokladniejsze przehadanie otrzy-
manych produktéw hydrolizy. Stwierdzono mianowicie, ze w wyniku
hydrolizy stezonym kwasem solnym, otrzymuje sie oprécz d-glukozy,
celobiozy i celotriozy, zidentyfikowanych na zasadzie poréwnywania
z takimiz preparatami otrzymanymi droga acetolizy, jeszcze dwa nowe
jednocukrowce, a mianowicie celotetroze i celopentoze.

Klasycznym doSwiadczeniem siwierdzajgcym obecno$é w produk-
tach hydrolizy celulozy, dwiucukrowca celobiozy, byla praca Frachi-
mont’a (5) z 1879 r. Doprowadzil on przez dlugotrwate traktowanie
widkna bawelnianego bezwodnikiem kwasu oclowego i kwasem siar-
kowym, do otrzymania jako koficowego produkiu hydrolizy, o$mio-
octanu celobiozy. Wspomniane doéwiadczenie Franchimont'a
znalazio potwierdzenie w szeregu nowych prac.
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Wiele preparatow celulozowych nie bedacych czysta celuloza, po-
siada liczne domieszki innych weglowodanéw wielkoczgsteczkowych.
Najczestszymi zwigzkami towarzyszacymi preparatom celulozowym sa
ksylan i araban.

Badanie dziatania hydrolitycznego kwasu solnego na bibule fil-
tracyjng z punktu widzenia chromatografii bibulowej i wplywu roz-
nych warunkéw towarzyszacych temu dzialaniu oraz w mniejszym
stopniu innych kwasow, bylo tematem ponizej opisanych doswiadczefi.

Metodyka badan

Do badan zastosowano metode rozdzielczej chromatografii na
bibule. Wybdr tej metody badan byt uzasadniony nastepujgcymi wzgle-
dami: 1. Zagadnienie zwigzane z hydroliza bibuly T[iltracyjnej przy
pomocy kwasu solnego wigze sie Scisle z metodyka badan chromato-
graficznych. 2. Przy pomocy tej metody mozna z tatwoscia przesledzic¢
postepowanie hydrolizy bibuly oraz wykaza¢ z jakiego rodzaju cukrami
redukujagcymi mamy w lym wypadku do czynienia. 3. Wspomniana
metoda cechuje si¢ znaczna czuloscia umozliwiajaca wykrycie w jedne;j
kropli, wielkosci 3-—-5 mikrolitra badanej substancji, ilosci cukréow
redukujacych wahajgcych sie w granicach stezenia 0,01-—1,00/,.

W doswiadczeniach stosowano oryginalng metode opracowang
przez Consdena, Gordona i Martina (3) z uwzgled-
nieniem pewnych modyfikacji opisanych przez Opiennska-Blauth,
Kanskiego i Drozdowskiego (13).

Do badan uzywano bibuly filiracyjnej Whatmana Nr | szeroko
stosowanej przez radzieckich badaczy przy chromatografii bibulowe]
roznych zwiazkow organicznych, a miedzy innymi kreatyny i kreaty-
niny. Jako uktadu rozpuszczalnikéw uzyto nastepujacych plynow:
butanolu, wody i pirydyny w stosunku ilosciowym zastosowanym
po raz pierwszy przez Opiefiskg-Blauth i Madeckga-
Borkowska (12). Wybdr tego uktadu wydawal sie celowym
z tego wzgledu, ze umozliwia on w latwy sposéb rozdzielenie cukrow
redukujacych o zblizonym wspdlczynniku R, bez uciekania si¢ do
chromatografii dwukierunkowej. Fakt ten nie jest bez znaczenia
w okreslaniu cukréw uwolnionych z bibuly filtracyjnej pod wplywem
jej hydrolizy.
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Doswiadczenie IV.

W doswiadczeniu tym starano sie zbada¢ wplyw kwasu siarko-
wego na bibule filtracyjng. I w tym wypadku postepowanie bylo dwu-
kierunkowe. Z jednej strony badano jak zachowuje sig sam pasek
bibuly chromatograficznej pod wplywem bezposredniego wkroplenia
kwasu o réznych stezeniach, z drugiej za$ strony badano wplyw kwasu
na skrawki bibuly umieszczone w probowkach i poddane dziataniu
roznych temperatur. W tym wypadku, w ktérym dzialano na bibule
kwasem siarkowym w probowce, hydrolizat zobojetniano przy pomocy
NaOH i odparowywano w prozni do sucha. Pozostalo$¢ rozpuszezano
w pirydynie i wkraplano na pasek bibuly chromalograficznej, ktory
po splywie wywolywano wyzej wymienionymi reakcjami barwnymi.

Doswiadczenie V.

Poniewaz w licznych pracach stwierdzono, ze hydroliza celulozy
przy pomocy mieszaniny kwasu siarkowego i hezwodnika kwasu octo-
wego prowadzi do wydzielenia jako koficowego produktu hydrolizy
o$miooctanu celobiozy, staraliSmy sie ukiad ten zastosowaé do hy-
drolizy bibuly uzywanej przez nas w chromatografii. Postepowanie
bylo podobne do opisywanego w powyzszych do$wiadczeniach. Do
probowek zawierajacych skrawki bibuly dodano po 4,5 ml I N kwasu
siarkowego oraz 0,5 ml jbezwodnika kwasu octowego. Proboéwki
z chtodniczkami zwrotnymi umieszczono w lazni wodnej w 100°C.
Proby pobierano po uptywie 1, 2 i 3 godzin. Zobojetnione, odparowane
a nastepnie rozpuszczone w pirydynie produkty hydrolizy, wkraplano
na pasek chromatograliczny i postepowano w sposéb wyzej opisany.

Doswiadczenie VI

W konicowym doswiadczeniu przystapiono do identyfikacji poszcze-
golnych cukréw uwolnionych w czasie hydrolizy bibuly. Podstawa do
roznicowania byly charakterystyczne wspolczynniki Ry dla kazdej
z plam zwiazkéw redukujgcych oraz poréwnanie z plamami powsta-
tymi z wkroplenia czystych kontrolnych cukréw. W ten sposéb okreslono
zwigzki uwolnione w czasie hydrolizy przy pomocy kwasu siarkowego
(Ryc. 2a i 2b), mieszaniny kwasu siarkowego i hezwodnika kwasu
octowego (Ryc. 3a i 3b) oraz kwasu solnego (Ryc. la i Ib).
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Dyskusja

Zastosowanie chromatografii bibutowej w bhadaniach, pozwala na
tatwe i proste identylikowanie réznych zwigzkéw chemicznych, a na-
wet w przyblizeniu na okre§lanie ich ilo$ci. Wprowadzajac dla réznych
substancji odpowiednie modyfikacje metodyczne, mozna zetknaé sie
z pewnymi trudno$ciami. W naszych badaniach nad rozdzieleniem
estréw fosforanowych w pozywkach bakteryjnych, trudnosciag taka
byla niemozno$é przeprowadzenia hydrolizy tych estréow bezposrednio
na bibule chromatograficznej przy pomocy kwasu solnego. Okazalo
sie bowiem, ze 1 N kwas solny w krotkotrwatym dziataniu na bibule
filtracyjng, powoduje w niej zmiany chemiczne uniemozliwiajace uzy-
cie jej do dalszych badan.

Szczegdlnie niedogodnym jest uzycie kwasu solnego do badan
nad zwigzkami redukujacymi Kroétkotrwale dziatanie kwasu solnego
na bibute filtracyjng w temperaturze pokojowej wywoluje czeSciowy jej
rozpad hydrolityczny i uwolnienie cukréw redukujacych takich jak glu-
koza, ksyloza i arabinoza oaz dwucukrowca celobozy. Stezenie kwasu
solnego, powodujgce w tych warunkach hydrolize hibuly, miesci sie
w granicach od 0,] N do 7 N. Jedna kropla 0,1 N kwasu solnego wkro-
plona na bibule chromatograficzng powoduje nuwolnienie z niej $ladéw
glukozy. Natomiast wkroplenie 10 kropli 0,1 N kwasu solnego powo-
duje wydzielenie z bibuly juz kilku cukréw redukujacych oraz wzmoc-
nienie plamy odpowiadajacej glukozie. 7Z powy7szych danych wynika
jasno, ze w badaniach nad chromatograficznym okresleniem weglo-
wodanéw, uzywanie mieszanin zawierajgcych kwas solny nie pozwala
na wyprowadzenie wlasciwych wnioskéw. Z tych samych wzgledow nie
mozna przeprowadzaé hydrolizy zwiazkéw rednkujgcych bezposrednio
na bibule chromatograficznej.

Starano si¢ rowniez ustali¢, czy inne kwasy, szczegdlnie kwas
siarkowy, wywieraja podobny wplyw na bibule chromatograficzng.
Okazalo sie jednak, ze wkroplenie na bibute kwasu siarkowego w ste-
zeniach odpowiadajgcych stezeniom kwasu solnego, nie powoduje hy-
drolizy bibuly i uwoinienia wolnych cial redukujgcych.

Do wywolywania plam zwiazkow redukujacych na bibule zasto-
sowano dwie reakcje: a) reakcje z odczynnikiem henzydynowym,
b) zmodyfikowang reakcje z azotanem srebrowym. Na podstawie
poréwnania dwéch analogicznych chromatograméw stwierdzono wigk-
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sz czuto$¢ tej ostatniej. Zauwazono bowiem, ze na chromatogramach
wywolanych azotanem srebrowym, otrzymano szereg plam, nie uwi-
doczniajgcych sie na chromatogramach, ktére wywolano przy pomocy
odczynnika benzydynowego. Fakt ten przemawia wyraznie na korzysé
techniki wywolywania chromatograméw zmodyfikowana metoda z azo-
tanem srebrowym.

Oprocz wnioskéw odnoszacych sie $cisle do samej metodyki chro-
matograficznej, poczyniono szereg spostrzezeni na temat hydrolizy
bibuty liltracyjnej przy pomocy kwasow. Niektdre z tych sposirzezen
znajdujg polwierdzenie w pi¢miennictwie. Tak na przykiad hydroli-
zowanie bibuty przy pomocy 1 N kwasu siarkowego prowadzi do uwol-
nienia z bibuly wolnej glukozy, bez stwierdzenia jakichkolwiek innych
cial redukujacych, powstatych w wyniku rozpadu bibuly. Ilosé uwol-
nione) glukozy wzrasia w miare postepu czasu hydrolizy i wzrostu
stezenia kwasu. Metoda chromatografii nie udato si¢ stwierdzi¢ hydro-
litycznego dzialania na bibule malych stezenn kwasu siarkowego w tem-
peraturze pokojowej.

W wyniku hydrolizy bibuly przeprowadzonej przy uzyciu bez-
wodnika kwasu oclowego i kwasu siarkowego otrzymano nastepujace
zwiazki:

a) glukoze — w najwiekszej ilosci,

b) celobioze,

c¢) ksyloze,

d) blizej niezidentyfikowany zwigzek redukujgcy, o wspélezyn-

niku R . nieco mniejszym od arabinozy.

Powyzej opisane wyniki nie zupeinie potwierdzajg spostrzezenia
Franchimont’a oraz innych autoréw. Franchimonl bowiem otrzymat
jako jedyny koncowy produkt hydrolizy celulozy przy uzyciu bezwod-
nika kwasu oclowego i kwasu siarkowego os$miooctan celobiozy, Wy-
tlumaczenia tego faktu nalezy szukaé w pewnych réznicach meto-
dycznych. Uzyta przez nas bibula filtracyjna Whatman Nr 1 nie jest
w my$l definicji Payena czysta celuloza i moze zawieraé domieszki
innych wielocukrowcéw, takich jak ksylan, araban i inne. Zawarto$é
tych cial w bibule jest jednak w stosunku do innych preparatéw celu-
lozowych (papier gazetowy) nieznaczna, tak ze reakcja Tollensa
z [loroglucyna dla lej bibuly wypada ujemnie. Uzywana przez nas
mieszanina: | N kwas siarkowy i bezwodnik kwasu octowego w sto-
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sunku 90 : 10 byta oryginalng dla powyzszych doSwiadczen. Jej dzia-
tanie hydrolityczne bylo w efekcie bardzo podobne do dzialania kwasu
solnego na bibule.

W czasie przeprowadzania opisanych wyzej doSwiadczenn stwier-
dzono rowniez, ze hydrolityczny rozpad bibuly pod wplywem matych
stezen kwasu solnego, wyzwalajacy w efekcie szereg zwigzkow redu-
kujgcych, przebiega ze znaczng szybkoScig. Dawniejsze prace Will-
stiattera wskazuja lakze na fakt, ze celuloza pod wplywem 409/, kwasu
solnego ulega bardzo szybkiemu rozpuszczeniu, lecz jej calkowita
hydroliza do glukozy nastepuje dopiero po 48 godzinach. Pdiniejsze
badania potwierdzily le dane oraz doprowadzily do zroznicowania
korficowych produktéow hydrolizy. Badania {e przeprowadzane byly jak
wyzej wspomniano przy uzyciu kwasu solnego stezonego. W naszych
badaniach za$ stwierdzono, 7e kwas solny juz w stezeniu 0,1 N po-
woduje po 2 godzinnym dzialaniu uwolnienie z bibuly glukozy w ilosci
zezwalajacej na redukcje odczynnika benzydynowego, wzglednie azo-
tanu srebrowego. W miare zwigekszania stezenia kwasu solnego, zwiek-
szalo sie natezenie plamy odpowiadajacej glukozie oraz pojawialy sie
dodatkowe plamy {akich zwigzkow jak celobioza, ksyloza i arabinoza.
Stezony kwas solny powodowal hydrolize bibuly bezposérednio do glu-
kozy, nie dajac zadnych innych plam dodatkowych.

Najwigksze iloSci plam zwigzkéw redukujgcych otrzymano pod
wplywem dziatania ! N kwasu solnego w iloéci 10 kropli na | cm2
bibuty filtracyjnej. We wszystkich wypadkach hydrolitycznego dziata-
nia kwasu solnego na bibute, najwieksze plamy otrzymywano dila
glukozy. Inne wyZej wymienione zwiazki wystepowaty w stezeniach
nieznacznych, dostatecznych jednak do przeprowadzenia redukcji azo-
tanu srebrowego.

Wystepowanie w otrzymanyech hydrolizatach takze pewnej ilosci
pentoz, starano sie wyttumaczy¢ sama struktura chemiczna hydrolizo-
wanej bibuly. Bibuta filtracyjna nie jest czysig celuloza, ale prepara-
tem, w ktérym naczelne miejsce zajmuje celuloza, obok nieznacznej
ilosci innych cial weglowodanowych, takich jak arabhan i ksylan. Do-
wodem na nieznaczne tylko zanieczyszczenie celulozy bibuly innymi
weglowodanami jest ujemna proba Tollensa z floroglucyna. Pod dzia-
laniem kwasu solnego najwczesniej ulega hydrolizie celuloza. W wy-
niku procesu rozpadu celulozy, otrzymujemy przewaznie glukoze,
a tylko nieznaczng ilo$¢ celobiozy. W miare postepu czasu hydrolizy
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nie dochodzi do znaczniejszego nagromadzenia si¢ celobiozy, ktdra
prawdopodobnie ulega dalszemu rozpadowi do glukozy. Dopiero po
pewnym czasie hydrolizy pojawiaja sie plamy ksylozy i arabinozy,
przy czym wczesniej pojawia sie plama ksylozy, a pdiniej arabinozy.
Zwiazki te sa dowodem na ohecnos¢ w bibule filtracyjnej What-
man Nr 1 takich wielocukrowcow, jak araban i ksylan. Wzrost na-
tezenia plam odpowiadajacych pentozom, byl w czasie postepu hydro-
lizy nieznaczny. Przypuszczamy, ze sama bibula zawiera tylko nie-
znaczng ilo$¢ arabanu i ksylanu.

Kwestia doktadniejszego przebadania tych danych, stoi nadal
otwarta. Sprawa ta, interesowala nas glownie z punktu widzenia
chromatografii bibulowej i jej metodyki. Wnioski ogd6lne wyciggniete
z tej pracy, wskazuja na znaczne trudnosci, na jakie napolykamy
w chromatografii bibulowej w zwigzku z matg odpornoscig bibuly na
dziatanie kwasu solnego.
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PE3IOME

Hamepeunas namu paGora xpomaTtorpadmueckoro paspgejeHHsA
cI0AHBIX 3upoB PochopHOil KHCIOTH B HUTATENbHBIX CpellaXx Tpe-
6oBana IMpoBeleHUA DANA OMNBITOB, KOTOPble NaJu0b BO3BMOAHOCTH
NpUMEHEHNd TEeXHUKA THUIPOoIU3a 3TUX 3PUPOB HemocpenCTBEHHO
Ha QuabTpoBajdbHOt Gyware. B pesyiabTare MHOTHX ONBITOB KOH-
CTATUPOBAHO MAaiyl0 CONPOTHBAAEMOCTh (UIBTPOBAIBHON 6yMaru
Whatman Nr 1 Ha rugporuTnyeckoe mneficTBHe COJMAHON KUCHOTHI.
[fon Bnuanem KpaTKoBBpeMeHHOro mefictud 1 N COIAHON KHCIOTHI
Ha Oymary yBONbHAETCA M3 Hee PAN PEIyNHUPYIONUX Tel, KaK IJlo-
K03, uemnro6uo3, Kcumo3 H apa6uHO3. ITOT (AKT NpenATCTBYeT
npAMeHeHnI0 rugponnsa GochopHBX 3PUPOB WIM HHBEIX Pelyuupy-
IOHIMX Tell HeNOCPeNCTBeHHO Ha (UIbTpOBAIbHOI Gymare. [lpyrue
KUCIOTEI, KAK CEepHasA WU CMech €€ ¢ AHTHIPHUIOM YKCYCHO# Kuc-
JOTBl — He BBHI3BIBAIM B MONOGHBIX YCIOBMAX TIuApolIu3 Gymarw,
yiuyaeMmslii xpomarorpafudcckuM meronoM. IIpumenenue Bbicuiei
TEeMNepaTypbl ¥ KOHIEHTpAaLMu#d CONAHON KHUCAOTH [daBajo IIIOKO3
KaK eIMHCTBEHHBIH NpOXyKT rugpoaunsa. Ilpu rumponusanuu 6ymaru
B TEYEHHWH HECKOIbKUX uyacoB B Temieparype 100° (. mocpencreoM
CMECH COJIFHO KHCJIOTH M YKCYCHOTO aHIMIpHIA MojydYaercd: riio-
K03 B Haubonbimell KOHIEHTpALHU, LEII06M03, KCUI03, u Oiauxe
He 000RHAYEHHOE pejlynupyollee coefuHeHue, obmagamwuiee Paxro-
poM Rp, NpUGAMAREHHHM K apabunHo3y. BeIBoIb Tpyma yJiaM4awT Ma-
JIyi0 COMPOTHUBIAEMOCTh (UIBTPOBAIbHON OyMaru Ha TUIpPOJIMTHYE-
CKOE BJIHAHUE KUCIOT HU3KUX KOHIEHTpaluit, 0COGEHHO COJIAHON
KHCIIOTH, YTO ABIAETCA IPENnATCTBHEM K NPUMEHEHHI0 THUIpPOau3a
PeIyUUPYOIINX BEMECTB HEMOCPENCTBEHHO Ha (MIbLTPOBAILHON
G6ymare.
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SUMMARY

Aiming at a work on the chromatographic separation of phosphate
esters in bacterial cultures there has been performed a number of
experiments as to the possibility of hydrolysing the esters directly on
the filter paper.

It has been stated a litte resistance of Whatman’s paper Nr 1
against the hydrolitic action of the hydrochloric acid which caused
the liberation of seweral reducing compounds such as glucose, cello-
biose, xylose, arabinose. This facl has been shown to interfere in hydro-
lising the phosphate esters as well as other reducing compounds
directly on the chromatographic paper. The sulphuric acid and its
combination wilh acetic acid anhydride did not cause any remarkable
hydrolisis under analogical conditions .Using a higher sulphuric acid
concentration at a higher temperature it was possible to obtain glucose
as the sole product of the hydrolisis. However, a lew hours lasting
hydrolisis of the mentioned filter paper at 100°C with a mixture of
sulphuric acid and acetic acid anhydride has been proved to liberate
the glucose (in max. concentration), cellobiose, xylose and an uniden-
tified reducing compound with Rg approaching the arabinose.

In conclusion it has been give evidence of a small resistance of
the filter paper against the hydrolytic action of low concentrated acids
(especially hydrochloric acid) that may interfere in hydrolysing some
reducing substances directly on the chromatographic paper.
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