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ZASTOSOWANIE BARWNIKOW ORGANICZNYCH
JAKO CZYNNIKOW KONTROLNYCH
W BIBULOWEJ CHROMATOGRAFII SPLYWOWEJ CIAGLEJ
W RAMACH IDENTYFIKACJI
WEGLOWODANOWYCH SPOIW MALARSKICH *

W chromatografii jednokierunkowej wlasciwej odréznia sie, obok
chromatografii wstepujacej, réwniez chromatografie sptywowa lub ina-
czej zstepujgcg. W tym drugim przypadku w procesie rozwijania chro-
matograméw rozpuszezalnik (faza ruchoma — organiczna), znajdujacy sie
w odpowiednim naczyniu (rynience) w gornej czesci komory (rys. 1),
splywa wzdluz paska bibuly w doél. Przeplyw rozpuszczalnika zachodzi
pod wplywem dzialania sil cigzkosci. Ogoélnie chromatografie spltywows
(zstepujaca) okresla sie mianem techniki sptywowej. Rozwijanie chro-
matograméw w technice splywowej prowadzi¢ mozna trzema sposobami:

a. Przez jednokrotne rozwijanie chromatograméw w wybranym ukla-
dzie rozwijajageym i przerwanie tego procesu przed splywem fazy orga-
nicznej do korica paska. W ten sposéb czolo rozpuszczalnika splywa do
pewnej okreflonej dlugosci paska (ca 2—3 cm od dolnego jego brzegu).
Po wyjeciu z komory czolo rozpuszczalnika jest oznaczane oldowkiem badZ
to w Swietle bialym, badz tez w promieniach UV. Majgc dokladnie zazna-
czone czolo rozpuszczalnika mozna dokladnie obliczyé R; dla kazdego
skladnika badanej substancji.

b. Przez wielokrotne rozwijanie chromatograméw w jednym i tym
samym ukladzie rozwijajacym, badz tez w dwoch réznych ukladach,
stosowanych na przemian. Mimo stosunkowo diugiego okresu rozwijania
chromatograméw, metoda ta znacznie przewyzsza rozwijanie jednokrot-
ne, szczegdlnie wtedy, gdy chromatograficznemu rozdzialowi podlegaja
mieszaniny zawierajace skiadniki trudno rozdzielajgce sie na chromato-

* Cze$¢ doswiadczalng niniejszej pracy wykonano w latach 1978 i 1979, nato-
miast jej ostateczng redakcje i przygotowanie do druku zrealizowano na przelomie
1989 i 1990 r.
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Rys. 1. Schemat komory ,Chropa” produkcji NRD do rozwijania chromatogramoéw
technika splywowg

gramie w rozwijaniu jednokrotnym. Wyniki uzyskane metodg wielo-
krotnego rozwijania chromatograméw z cukrami prostymi technikg wste-
pujacg swiadczg o tym najlepiej. W wariancie tym stosuje sie rozwija-
nie 2—3-krotne, a w niektérych przypadkach wielokrotnosé¢ ta moze by¢
zwigkszona. Przy tym wariancie technicznym traci sie jednak mozliwosé
stosowania tzw. wspoélczynnika podzialu R; poszczegdlnych skladnikéw,
a to z tego wzgledu, ze po wielokrotnym rozwijaniu trudno jest za kaz-
dym razem uzyska¢ czolo rozpuszczalnika w identycznej odleglosci od
linii startowej. W takim przypadku stosuje sie wiec w praktyce inny
wspélczynnik podziatu niz Ry, a mianowicie Ro, gdzie o = wybrany zwig-
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zek, w stosunku do ktérego oblicza sie¢ wspdiczynnik podzialu innych
sktadnikéw 1. Odnosi sie to zaréwno do chromatograméw rozwijanych
wielokrotnie technikg wstepujacy, jak i sptywowa.

c. Przez chromatografie splywows ciagla, polegajacg na tym, ze faza
ruchoma (organiczna) spltywa z bibuly chromatograficznej do pakietu
bibuty, badZ tez ligniny, ulozonego na dnie komory chromatograficznej.
Zwisajgca z rynienki bibula stvka sie z pakietem, ktéry przyjmuje nad-
miar rozpuszczalnika sptywajacego z hibuly. Roéwniez i w tym przypadku
stosuje sie¢ w praktyce ten sam wspolczynmk podz1alu o ktérym wspom-
niano wyzej.

Pierwsze dwa warianty maja wiele wad i na ogél ustepuja technice
wstepujacej, natomiast wariant ostatni znacznie jeé przewyzsza. Stosuje
sie go na ogét w tych przypadkach, gdy ma sie do czynienia z mieszaning
zwiazkéw trudno rozdzielajacych sie na chromatogramie. Ujemng strong
chromatografii sptywowej ciaglej jest brak kontroli nad migracjs naj-
szybciej migrujacego zwigzku w badanej mieszaninie. Ustalenie wla$ci-
wego czasu rozwijania chromatograméw, w ktéorym nastepuje optymalny
rozdzial zwigzkéw badanej substancji w danym ukladzie rozwijajacym,
a jednoczesnie najszybciej wedrujacy skladnik pozostaje jeszcze na bi-
bule, jest bardzo istotne w tego rodzaju badaniach. Mozna by, co praw-
da, na podstawie wielu doswiadczen ustali¢ dla calego tego procesu od-
powiedni czas rozwijania chromatograméw, praktyka wykazuje jednak,
ze wyniki mogg by¢ z wielu wzgledéw niepowtarzalne. Na szybko$¢ mi-
gracji badanych zwigzkéw w procesie ich chromatograficznego rozdziatu
wplywa wiele parametréow, miedzy innymi temperatura pomieszczenia,
w ktérym ten proces sie odbywa 2.

. Przedmiotem niniejszego artykulu jest zastosowanie odpowiednich
ukladéw rozwijajgcych w procesie chromatograficznego rozdziatu cukréw
prostych przy uzyciu techniki spltywowej ciaglej, z jednoczesnym zasto-
sowaniem odpowiednich czynnikéw kontrolnych, pozwalajgcych $ledzi¢
czas migracji najszybciej wedrujacego cukru, to znaczy l-ramnozy. Cu-
kier ten, jak wykazuje literatura przedmiotu oraz wiasne badania, w
przewazajgcej czesci ukladow rozwijajgcych wedruje najszybceiej, i to
zar6wno w technice wstepujacej, jak i splywowej. Jako czynniki kon-

_ odlegtoéé od §rodka plamy do miejsca startu zwigzku X

- . . . 4
o odlegto$é od Srodka plamy do miejsca startu zwiazku O
gdzie:' X — badany zwigzek, O — wzorcowy zwiazek. Typowym przykladem moze byé np.
wspllczynnik podzialu Rg)j stosowany w bibulowej chromatografii rozdzielczej cukréw pro-
stych:

1

odlegtosé przebyfa przez badany cukier

R = - .
Glik. odleglosé przebyta przez cukier wzorcowy
Takim zwiazkiem wzorcowym w chromatografii cukréw prostych bywa czesto d-glikoza.

Zob.: Chromatografta, pod red. J. Opienskiej-Blauth, A. Waksmundzkiego i M. Kanskiego,
PWN, Warszawa 1957, s. 381 i 597.
2 Zob. ibid., s. 377—3178.
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trolne zastosowano dostepne barwniki organiczne, zaréwno rozpuszczal-
ne w wodzie, jak i w alkoholu etylowym. W trakcie badan poréwnano
szybko$¢ migracji l1-ramnozy i odpowiednio dobranych barwnikéw, kté-
rych migracja w technice splywowej powinna by¢ taka sama lub nieco
szybsza. Odpowiednio dobrany barwnik, dobrze widoczny w trakcie mi-
gracji na bibule chromatograficznej jako barwna plama, jest wlasnie
czynnikiem kontrolnym pozwalajgcym ustali¢c kazdorazowo wilasciwy
czas rozwijania chromatogramoéw.

CZESC DOSWIADCZALNA

WYBOR UKLADOW ROZWIJAJACYCH

W pracach doswiadczalnych stosowano nastepujace ukiady rozpusz-
czalnikéw:

1. Octan etylu + lod. kwas octowy + woda (3:1:3) 3.

2. N-butanol + pirydyna + woda (5:3:1) 4.

3. Octan etylu + pirydyna + woda (3,6:1:1,15) 5.

4. Octan etylu + pirydyna + woda + 80-procentowy kwas octowy
(8:3:8:0,5) 8.

CHARAKTERYSTYKA POSZCZEGOLNYCH UKLADOW ROZWIJAJACYCH

1. Uklad pierwszy — octan etylu + lod. kwas octowy + woda (3:1:3) —
ma odezyn kwasny; pH fazy organicznej $wiezo przygotowanego ukladu
wynosi 2,3 7. Skladniki tego ukladu nie laczg sie ze sobg catkowicie, stad
tez po wlaniu ich do rozdzielacza nalezy calo$¢ energicznie wytrzasngé
1 pozostawi¢ na kilka godzin do calkowitego rozdzielenia si¢ dwéch faz —
fazy gornej, zwanej organiczng, i fazy dolnej, zwanej fazg wodng. Po
calkowitym rozdzieleniu sie tych dwoéch faz dolng ostroinie zlewa sie
z rozdzielacza do zlewki i stosuje sie do nasycenia komory w czasie chro-
matografowania, gérnej za$§ uzywa si¢ do rozwijania chromatogramoéw.

Ze wzgledu na matlg lepko$¢ octanu etylu uklad ten charakteryzuje
szybka migracja na bibule. Wada tego ukladu jest jego mala trwalosé¢:

$ Wg M. A. Jermyn, F. A. Isherwood, Biochem. J., 44, 402 (1949).

4 Z. Brochwicz, Gumy roflinne jako spoiwa malarskie w $wietle dawnych trak-
tatéw, ich wlasno$ci oraz identyfikacja w zabytkowych polichromiach, Materialy
Zachodniopomorskie, t. 9, (Szczecin) 1963, s. 534, przyp. 158.

5 Wg P. Colombo, D. Corbetta, A. Pirotta, G. Ruffini, A. Sartori, J. Chromatogr.,
t. 3, 1960, nr 4, s. 343—350.

¢ Wg M. Pietrusiewicz, E. Pidek, Nowy uklad do chromatograficznego rozdziatu
glikozaminy, glikozy, galaktozy, mannozy, arabinozy i ramnozy, Chemia Analitycz-
na, 1962, nr 7 (1007).

7 Pomiar pH wykonal mgr G. Jaworski w Zakladzie Technologii i Technik
Sztuk Plastycznych Instytutu Zabytkoznawstwa i Konserwatorstwa UMK w To-
runiu.
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pod wplywem zawartego w nim kwasu octowego octan etylu ulega hy-
drolizie, przez co uklad ten z uplywem czasu zmienia swoje wlasciwosci.
Mimo szybkiej migracji na bibule nie uzyskuje sie po jednokrotnym roz-
winigciu najlepszego rozdzialu cukréw prostych. Po 24 godzinach rozwi-
jania technikg wstepujacg na paskach bibuly chromatograficznej What-
man nr 1, o dlugosci 48 cm, rozdzial cukréw prostych jest niezbyt dobry,
a wartosci R; sg stosunkowo niskie. W literaturze przedmiotu uklad ten
zaleca sie stosowaé¢ do jednokrotnego rozwijania cukréw prostych8. Na-
sze do$wiadczenia wykazaly, ze ich lepszy rozdzial na chromatogramach
uzyskuje sie wtedy, gdy sa one rozwiniete technikg wstepujgca w wy-
mienionym ukladzie 3—5-krotnie 9. Poniewaz kazde rozwijanie trwa prze-
cigtnie 24 godziny, w sumie wigc, jesli stosujemy rozwijanie trzykrotne,
caly ten proces trwa trzy doby.

W trakcie badan nad przydatnoscig tego ukiadu do rozwijania chro-
matograméw technikg sptywows ustalono, ze po jednym rozwinieciu roz-
dzial cukréow nie jest rowniez najlepszy. Zastosowanie rozwijania wielo-
krotnego, podobnie jak to robiono w technice wstepujgcej, nie poprawito
efektow rozdziatlu cukréow prostych, uzyskano bowiem gorsze wyniki niz
po wielokrotnym rozwijaniu technikg wstepujgcs.

2. Uklad drugi — n-butanol + pirydyna 4+ woda (5:3:1) — ma odczyn
stabo zasadowy. Jego pH tuz po przygotowaniu wynosi 7,4 1% Skladniki
tego ukladu dobrze mieszajg sie z soba, nie trzeba wiec przygotowywaé
ich w rozdzielaczu. Trwalosé ukladu jest duza i jak wykazaty wilasne do-
Swiadczenia, mozna go z powodzeniem stosowaé¢ nawet w ciggu czterech
tygodni 11,

Ze wzgledu na duzg lepkos¢ tego ukladu szybko$¢ jego migracji na
bibule Whatman nr 1 w technice wstepujgcej jest dwukrotnie mniejsza
niz w ukladzie poprzednim, a wiec czas rozwijania chromatograméw jest
dwukrotnie dluzszy. W ukltadzie tym rozdzielaja sie szczegdélnie dobrze
oligosacharydy, dwucukrowce redukujgce oraz dobrze d-galaktoza i d-gli-
koza. Chromatogramy rozwijane w tym ukladzie rozpuszczalnikéw wy-
kazuja w technice wstepujgcej duze wartosci Ry cukréw prostych juz po
ich jednokrotnym rozwinieciu. Wielokrotne rozwijanie w technice wste-
pujacej jest w tym przypadku zbyteczne, poniewaz nie uzyskuje sie
zwiekszenia efektywnosci w samym rozdziale cukrow prostych. Moze ono
byé jedynie stosowane w celu polepszenia rozdzialu oligosacharydéw.

W badaniach wlasnych wykonano préby rozwijania chromatogramoéw

8 Zob.: Papierchromatographie in der Botanik, pod red. H. F. Linskensa, Sprin-
ger-Verlag, Berlin—Gottingen—Heidelberg 1959, s. 92; 1. M. Hais, K. Macek, Hand-
buch der Papierchromatographie, VEB Gustav Fischer Verlag, Jena 1958, s. 279.

¢ Z. Brochwicz, op. cit., s. 534—536.

10 pPatrz przyp. 7.

11 Z. Brochwicz, op. cit., s. 536.
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i rozdzielenia cukréw prostych techniky splywowa 2. Chromatogramy
rozwijano jedno- i wielokrotnie (2-, 3-, 4-krotnie). Przecietny czas roz-
wijania na paskach bibuty o diugosci 40 cm wynosil przecigtnie 9—10
godzin w temperaturze 20°C. Po jednokrotnym rozwinigciu uzyskano wy-
niki niezadowalajgce, nie bylo bowiem wyraznego rozdzialu cukréw pro-
stych. Stosunkowo najlepszy rozdzial uzyskano na chromatogramach roz-
winigtych trzy- i czterokrotnie.

3. Uktad trzeci — o skladzie: octan etylu + pirydyna + woda (3,6:1:
:1,15) — jest ukladem o odczynie bardzo stabo kwasnym; pH jego fazy
organicznej wynosi 6,2 13. Poszczegdlne jego skladniki nie mieszajg sie
catlkowicie z soba, dlatego tez przygotowuje sie go w rozdzielaczu. Po
kilku godzinach nastepuje wyrazny podzial na dwie fazy. Faze gbrng —
organiczng stosuje si¢ do rozwijania chromatograméw, natomiast dolng —
wodna do nasycenia komory w czasie trwania procesu chromatografo-
wania.

W chromatografii wstepujacej najlepsze wyniki w rozdziale cukréw
prostych uzyskuje sie wtedy, gdy chromatogramy rozwijane sa wielo-
krotnie.

W chromatografii sptywowej na paskach bibuly chromatograficznej
Whatman nr 1, o dtugosci 40 em, w ciggu 7—8 godzin czolo rozpuszezal-
nika splywa na odleglo$é 32—33 cm. Na chromatogramie rozwinietym
jednokrotnie uzyskuje sie na ogét wysokie wartosci Ry cukréw prostych,
ze wzgledu jednak na krdtki czas migracji ukiadu rozwijajacego nie uzy-
skuje sie zadowalajacego rozdzialu. Plamy cukréw prostych polozone sa
zbyt blisko siebie. Rozwijanie wielokrotne (2- i 3-krotne) nie poprawilo
wlasciwie efektu rozdziatu cukréw prostych.

4. Uklad czwarty — o skladzie: octan etylu + pirydyna + woda + 80-
-procentowy kwas octowy (8:3:8:0,5) — jest ukladem nieco bardziej kwas-
nym od poprzedniego, bowiem jego pH (faza organiczna) wynosi 5,3 14
Podobnie jak poprzedni wymaga przygotowania w rozdzielaczu, poniewaz
jego skladniki nie mieszajg sie catkowicie ze sobg. Po rozwarstwieniu w
rozdzielaczu goérng faze, podobnie jak poprzednio, stosuje sie¢ do rozwi-
jania chromatograméw, natomiast faze dolng — wodng do nasycenia ko-
mory chromatograficznej. ‘

Jest to uklad, w ktérym po jednokrotnym rozwinieciu chromatogra-
moéw technikg wstepujacg uzyskuje sie wzglednie dobry rozdzial cukréw
prostych. Rozwijanie wielokrotne efekty te wyraznie polepsza.

W technice sptywowej jedno- i wielokrotnej wyniki rozdzialu cukréw
prostych nie sg w pelni zadowalajace.

2 Thid., s. 537—538.
13 Patrz przyp. 7.
1 Patrz przyp. 7.
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BARWNIKI ORGANICZNE UZYTE DO BADAN

Do badan uzyto nastepujacych barwnikéw organicznych syntetycz-
nego pochodzenia, stosowanych w chemii jako wskazniki (zastosowano
barwniki rozpuszczalne w wodzie oraz te, ktére rozpuszczajg sie w alko-
holu etylowym): o ' o

1. Barwniki rozpuszczalne w wodzie:

1) zodlcien brylantowa, 12) zielen jodowa,

2) zdlcien akrydynowa, 13) zielen malachitowa,

3) oranz metylowy, 14) indygokarmin,

4) safranina, 15) biekit ksylenowy,

5) benzopurpuryna, 16) blekit metylenowy,

6) fuksyna kwasna, 17) biekit bromofenolowy,
7) fuksyna zasadowa, 18) {iolet krystaliczny,

8) czerwien Kongo, 19) fiolet Lautha (tionina),
9) floksyna, 20) fiolet krezylowy,

10) zielen brylantowa, 21) nigrozyna.

11) zielen sSwietlna,

II. Barwniki rozpuszczalne w 96-procentowym alkoholu etylowym:

1) czerwien p-metylowa, 6) alizaryna,

2) eozyna, 7) kwas rozolowy,

3) erytrozyna, 8) czerwien chlorofenolowa,
4) pas 3B (Sudan IV), 9) blekit bromotymolowy,
5) czerwien fenolowa, 10) fiolet metylowy.

Barwniki wymienione w pierwszej grupie przygotowano do badan
jako 0,1-procentowe roztwory wodne, natomiast w drugiej grupie — jako
0,1-procentowe roztwory alkoholowe. Roztwory te przechowywano w
temperaturze pokojowej w szczelnie zamknietych butelkach.

METODYKA BADAN

Dla kazdego ukladu rozwijajacego przygotowano najpierw po trzy
wielopaskowe arkusze bibuly chromatograficznej Whatman nr 1 o wy-
miarach 33X35 cm. Szerokosé arkusza wynosila w tym przypadku 33 cm,
a jego wysokos¢ 35 cm. Na arkuszach tych wykreslono oléwkiem paski
o szerokosci 3 cm wzdiuz wysokosci arkusza. Linie startowsg oznaczono
otéwkiem na wysokosci 4 cm od dolnego brzegu arkusza. Na podzielone
w ten sposbb trzy arkusze naniesiono wszystkie badane karwniki, a na
ostatni pasek kazdego arkusza — wzorcowe cukry proste w ilosci po
20 mikrogramow.

Wszystkie trzy arkusze rozwijano jednoczesnie w komorach chroma-
tograficznych ,,Chropa” prod. NRD, przystosowanych do chromato-
grafii dwukierunkowej. Przez rozwijanie trzech arkuszy jednocze$nie
uzyskano w przyblizeniu te same warunki migracji ukladu rozwijajacego
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oraz bardzo bliskie wartosci R; cukréw prostych, a szezegélnie l-ramnozy
jako cukru najszybciej wedrujgcego.

Roztwory poszczegdlnych barwnikéw nanoszono w ilosci po 20 mikro-
gramoéw, a na ostatni pasek kwas glikuronowy i wodne roztwory na-
stepujacych cukréw prostych:

1) d-galaktozy, 5) l-arabinozy,
2) d-glikozy, 6) d-rybozy,
3) d-mannozy, 7) l-ramnozy.

4) d-fruktozy,

Wodne roztwory cukréw i ich pochodnych przygotowano do badan
w stezeniach 0,1-procentowych i nanoszono na bibule jako wzorce w ta-
kiej ilosci, aby stezenie kazdego z nich wynosilo na linii startu po 20 mi-
krogramow.

Roztwory poszczegélnych barwnikéw, zaréwno wodne, jak i alkoholo-
we, nanoszono w ilosci po 0,02 ml. Wielkos¢ plam poszczegélnych barw-
nikéw na miejscu startu wahata sie w granicach 3—4 mm $rednicy.

Do nanoszenia zardéwno roztwordw barwnikéw, jak i roztworéw cu-
kréw uzyto pipety do hemoglobinometru. Stosowano wielokrotne nano-
szenie roztworu i suszenie za pomoca zwyklej suszarki fryzjerskiej.

Wielopaskowe arkusze rozwijano najpierw technikg wstepujacg w
poszczegélnych ukladach rozpuszezalnikéw, przy czym w kazdym z nich
stosowano rozwijanie tylko jednokrotne. Po dojsciu czola rozpuszczalnika
do odpowiedniej wysokosci arkusze wyjmowano z komory, suszono w tem-
peraturze pokojowej pod wyciggiem w dygestorium, nastepnie plamy
barwnikéw obrysowywano otéwkiem. W promieniach UV zaznaczano
oléwkiem bardzo dokladnie linie czola rozpuszczalnika. W dalszym toku
postepowania odcinano wzdluz arkusza pasek z naniesionymi cukrami
prostymi i wywolywano go ftalanem aniliny 1. Po wywolaniu pasek ten

15 Papierchromatographie in der Botanik, s. 93: ,0,93 g aniliny i 1,66 g kwasu
ftalowego rozpuszcza sie w 5 ml H;O i dodaje do tego 95 ml acetonu. Chromato-
gramy wywoluje sie przez zanurzenie bibuly w tym roztworze, po czym ogrzewa
sie¢ w temperaturze 100—110°C w ciggu 10 minut. Aldoheksozy dajg zéitobrunatne
plamy, aldopentozy — czerwonobrunaine, kwasy uronowe — pomaranczowe’. Cukry
wystepujgce na bibule w matych stezeniach mozna dodatkowo identyfikowaé w
promieniach UV, szczegdlnie aldoheksozy, metylopentozy (I-ramnoza) i kwasy uro-
nowe, dajg one bowiem charakterystyczng fluorescencje po wywolaniu chromato-
graméw tym odczynnikiem. Odczynnik ten jest malo trwaly i powinien byé przy-
gotowany kazdorazowo przed wywolaniem nowych chromatograméw. W literaturze
przedmiotu do przygotowania odczynnika poleca sie stosowa¢ jako rozpuszczalnik
n-butanol nasycony wodg. W naszej praktyce badawczej w miejsce n-butanolu sto-
suje sig aceton, poniewaz w tym przypadku nie ma obawy, ze w trakcie wywo-
lywania chromatograméw mogg ulec rozmyciu plamy poszczegélnych cukréow.
W przypadku stosowania odczynnika rozpuszczonego w n-butanolu nasyconym wo-
da, wywotlanie chromatograméw przez ich zanurzenie w roztworze odczynmika moze
spowodowaé rozmycie plam.
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doklejano do pozostalej czesci arkusza z barwnikami. Obrysowywano
oléwkiem plamy cukréw i obliczano nastepujace wartosci Ry:

a) wartosci R; plam poszezegélnych barwnikow;

b) wartosci R; l-ramnozy jako cukru najszybeciej migrujacego we
wszystkich wymienionych ukladach rozwijajacych;

¢) warto$¢ Rpamn. dla tych plam barwnikéw, ktérych lokalizacja na
chromatogramach rozwinietych technika wstepujgcs, a wiec i szybkosé
migracji oraz warto$¢ R,, byly bliskie wartosci R, l-ramnozy 18,

Do dalszych badan, w ktérych stosowano juz wylgeznie technike
sptywowa, zakwalifikowano tylko te barwniki, ktérych wartosci Ry byly
bliskie wartosci R¢ 1-ramnozy. W trakcie rozwijania chromatogramow re-
jestrowano dokladnie zabarwienie poszczegélnych plam barwnikéw, po-
niewaz w zaleznosci od pH ukladu rozpuszczalnikéw barwa ich moze
ulegaé¢ zmianie.

WYNIKI BADAN NAD MIGRACJA BARWNIKOW I CUKROW PROSTYCH

UZYSKANE W POSZCZEGOLNYCH UKLADACH ROZPUSZCZALNIKOW

W poszezegélnych ukladach rozpuszezalnikéw uzyskano nastepujgce
wyniki:

1. Uklad: octan etylu + lod. kwas octowy + woda (3:1:3)

W wyniku rozwijania technika wstepujgeg z 31 barwnikéw zastoso-
wanych do badan tylko niewiele wykazalo szybko$¢ migracji zblizong
do tempa migracji 1-ramnozy. Wiekszos¢ barwnikéw migruje badz wol-
niej niz l-ramnoza, badz tez ich migracja jest znacznie szybsza. Zaréwno
jedne, jak i drugie barwniki wyeliminowano z dalszych badan i pozosta-
wiono tylko te, ktére w technice splywowej mogly okaza¢ sie przydatne.
Wartosci Ry wybranych barwnikéw i l-ramnozy na chromatogramach
rozwinietych w tym ukladzie technikyg wstepujgcg ilustruje tabela 1.

TABELA 1
Warto$ci Ry barwnikéw na chromatogramach rozwinigtych jednokrotnie technikg
wstepujaca w ukladzie: octan etylu + kwas octowy + woda (3:1:3) w ciggu 24 godzin,
zakwalifikowanych do dalszych badan technika sptywowa ciggla w tym samym
uktadzie rozpuszczalnikow

Wartosé Wa.It{'toéé V}\{’arto§é Kolor barwnika
Lp. Rodzaj barwnika Ry Lra- dia™ | w trakcie rozwijania

barwnika mnozy | barwnika chromatogramu

1 2 3 4 5 6

1 Biekit ksylenowy 0,14 0,18 0,78 niebieski

2 Czerwien feolowa 0,28 0,18 1,56 z6ktocytrynowy

3 Blekit metylenowy 0,29 0,18 1,61 niebieskozielonkawy

4 Oranz metylowy 0,37 0,18 2,06 rézowoczerwony

5 Fiolet krezylowy 0,49 0,18 2,72 fioletowy

6 | Zobkcien brylantowa 0,51 0,18 2,83 26lty

18 Patrz przyp. 1.
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Barwniki wyszczegolnione w tabeli 1 naniesiono nastepnie na linie
startu na wielopaskowych arkuszach bibuly chromatograficznej What-
man nr 1 o dlugoéci 56,5 cm. Szerokos$é poszczegélnych paskéw na tych
arkuszach wynosila 4 cm. Linie startowa wykreslono na wysokosei 6 cm
od gérnego brzegu arkusza. Barwniki, podobnie jak poprzednio, nano-
szono w ilosci po 0,02 ml roztworu kazdy. Na ostatnim pasku jako wzo-
rzec naniesiono roztwoér l-ramnozy w ilodci 20 mikrogramoéw.

Chromatogramy zanurzono w rynienkach umieszczonych w gornej
czeSci komory ,,Chropa”, przystosowanej do rozwijania jednokierunko-
wego. Zanurzone w rynienkach arkusze obcigzono specjalnymi rurkami
szklanymi, zatopionymi z obydwu koncoéw i zawierajagcymi wewngtrz pret
mosigzny o grubosci 12 mm.

Zastosowano rozwijanie ciggte. Na dnie szklanej komory chromato-
graficznej umieszczono odpowiedniej wielkosci pakiet z ligniny, z ktérym
stykal sie zwisajgcy z rynienki arkusz bibuly; w pakiecie tym zbieral sie
nadmiar rozpuszczalnika splywajacego z bibuly. Chromatogram rozwija-
no w ciggu 12 godzin. Po wyjeciu arkusza bibuty z komory ostatni pasek
z l-ramnozg odcieto i wywolano ftalanem aniliny. Wyniki uzyskane na
chromatogramach ilustruje tabela 2.

TABELA 2

Szybkos¢ migracji wybranych barwnikéw 1 l-rampozy na chromatogramach
rozwinigtych technika spltywowa ciagla w ukladzie: octan etylu - kwas octowy
+ woda (3:1:3) w ciagu 12 godzin

Odlegtosc e
od stga u \;{artosc
Lp. Rodzaj barwnika do 31“:“' Uwagi
srodka barwnika
plamy
1 2 3 4 5
1 Biekit ksylenowy 124 mm 1,02 migracja barwnika bardzo bliska
migracji 1-ramnozy
2 Czerwieti fenolowa 220 mm 1,79 migracja barwnika zbyt szybka
w stosunku do migracji 1-ramnozy
3 Blekit metylenowy 246 mm 2,00 migracja barwnika zbyt szybka
w stosunku do migracji 1-ramnozy
4 Oranz metylowy 288 mm 2,34 migracja barwnika zbyt szybka
w stosunku do migracji 1-ramnozy
5 Fiolet krezylowy 400 mm 3,25 migracja barwnika zbyt szybka
w stosunku do migracji l-ramnozy
6 | Zoblcien brylantowa 421 mm 3,42 migracja barwnika zbyt szybka
w stosunku do migracji 1-ramnozy

Jak wynika z tabeli 2 jedynym barwnikiem, ktéry mozna uzna¢ za
optymalnie przydatny, jest biekit ksylenowy, ktéry w technice spltywowe]
wedruje nieco szybciej niz l-ramnoza. Wartos¢ podziatu tego barwnika
w stosunku do l-ramnozy (Rgamn.) wyndsi 1,02. Warto przy tym zazna-
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czy€, ze wspoélezynnik ten na chromatogramach rozwinietych technikg
wstepujaca wynosi 0,78 (tab. 1, rubr. 5), a wiec barwnik ten w technice
splywowej migruje nieco szybciej niz w technice wstepuijgcej. Pozostate
barwniki, wymienione w tabelach 1 i 2 w pozycjach 2—86, z uwagi na ich
migracje, znacznie szybsza od migracji l-ramnozy, nie moga byé stosowane
jako czynnik kontrolny w chromatografii splywowej ciaglej cukréw pro-
stych.

Poniewaz w ciggu 12 godzin przesuniecie si¢ l-ramnozy od linii star-
tu w dét jest niezbyt duze, dodatkowo wykonano rozwijanie w diuzszych
okresach, a mianowicie w ciagu 30 i 42 godzin. Uzyskano w ten sposdb
dluzszg droge migracji cukréw prostych i lepszy ich rozdzial.

Chromatogram przedstawiajgcy migracje l-ramnozy i rozdzial pozo-
statych cukréw prostych, po rozwinieciu go w ciggu 42 godzin technika
spltywowsg ciagla, ilustruje rysunek 2. Stwierdzono, ze przedluzenie czasu
rozwijania techniks spltywowa ciggla w tym ukladzie rozpuszczalnikéw
prawie w ogole nie wplywa na zwiekszenie szybkosci migracji biekitu
ksylenowego w stosunku do tempa migracji l-ramnozy. Wartosci Rramn.
dla biekitu ksylenowego w poszczegélnych okresach rozwijania przedsta-
wiaja sie nastepujgco: 12 godzin — 1,02; 30 godzin — 1,03; 42 godziny —
1,04.

2. Uklad: n-butanol + pirydyna + woda (5:3:1)

Wielopaskowe arkusze bibuly o dilugosci 35 em z naniesionymi roz-
tworami barwnikéw oraz z l-ramnozg na ostatnim pasku arkusza rozwi-
jano w niniejszym ukladzie jednokrotnie technikg wstepujacg w ciggu
24 godzin. Pasek z l-ramnozg odcieto od pozostalej czesci arkusza i wy-
wotano ftalanem aniliny. Na podstawie wynikéw uzyskanych na chro-
matogramach do dalszych badan zakwalifikowano barwniki wyszczegol-
nione w tabeli 3.

Pozostale barwniki, ktérych uzyto do badan, ale nie wyszczegélniono
w niniejszej tabeli ze wzgledu na wartosci Ry, wyraznie réznigce sie od

TABELA 3

Wartoéci R; barwnikéw na chromatogramach rozwinigtych jednokrotnie w ukladzie:

n-butanol + pirydyna + woda (5:3:1) technika wstepujaca w ciagu 24 godzin

i zakwalifikowanych do dalszych badan technikg splywowa ciagla w tym samym
uktadzie rozpuszczalnikow

Wartoge | Wartosé | Wartos6 | gojor barwnika
Lp. Rodzaj barwnika ‘) Iora- diwe- | w trakcie rozwijania

barwnika mnozy | barwnika chromatogramu

1 2 3 4 5 6

1 Blekit bromofenolowy 0,37 0,48 0,78 niebieskofioletowy

2 Czerwien fenolowa 0,46 0,48 0,96 z6ltocytrynowy

3 Fiolet krezylowy 0,53 0,48 1,10 jasnofioletowy

4 Czerwien p-metylowa 0,55 0,48 1,15 z6ltopomaranczowy
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R; l-ramnozy, zostaly z dalszych badan wyelimino-
wane. Barwniki wymienione w tabeli 3 oraz cukry
wzorce poddano badaniom za pomocg techniki spty-
wowej cigglej. Naniesiono je na arkusz bibuty chro-
matograficznej Whatman nr 1 o diugosci 56,5 cm
i rozwijano w tym ukladzie technikg splywows cig-
gly w ciggu 22 godzin. Kontrole czasu rozwijania
oparto przede wszystkim na szybko$ci migracji czer-
wieni p-metylowej i fioletu krezylowego, ktére —
jak wynika z tabeli 3 — wedrujg w tym ukladzie
najszybciej. Z chwilg, kiedy barwniki te zblizyly
sie na odleglo$¢ ca 12 cm od dolnego brzegu arku-
sza, rozwijanie przerwano. Pasek z naniesiong mie-
szaning cukréw prostych po odcieciu wywolano fta-
lanem aniliny. Uzyskane wyniki ilustrujg tabela 4
oraz rysunek 3.

Rys. 2. Rozdzial cukréw prostych i barwnikéw kontrolnych
w ukladzie: octan etylu + kwas octowy + woda (3:1:3)
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TABELA 4

Szybko$¢ migracji wybranych barwnikéw oraz 1l-ramnozy na chromatogramach
rozwinigtych technika splywowa ciagla w ukladzie n-butanol + pirydyna + woda
(5:3:1) w ciggu 24 godzin

. ] gg]:tg;gf Wartosé )
Lp. Rodzaj barwnika do érodka R R.m_.d]a Uwagi
plamy barwnika
1 2 3 4 5
1 Biekit bromo- 265 mm 1,01 migracja barwnika prawie taka sama
fenolowy jak migracja 1-ramnozy
2 Czerwien fenolowa 323 mm 1,24 barwnik jeszcze moze by¢ uzyty jako
czynaik kontrolny
3 Fiolet krezylowy 357 mm 1,37 migracja barwnika zbyt szybka w
stosunku do migracji 1-ramnozy
4 Czerwien p-mety- 329 mm 1,26 barwnik jeszcze moze by¢ uzyty jako
lowa czynnik kontrolny

Jak wynika z tabeli 4, barwnikiem najbardziej przydatnym do kon-
trolowania czasu migracji l-ramnozy w tym ukladzie rozpuszczalnikéw
jest blekit bromofenolowy, ktorego szybko$é migracji jest prawie iden-
tyczna z tempem migracji l-ramnozy. Rgamn. dla blekitu bromofenolowe-
go wynosi 1,01. Za przydatne mozna by réwniez uzna¢ nastepne dwa
barwniki, a mianowicie: czerwien fenolowg (Rramn. = 1,24) i czerwien
p-metylows (Rramn. = 1,26), natomiast fiolet krezylowy, z uwagi na znacz-
nie szybsza migracje od migracji l-ramnozy (Rramn. = 1,37), nalezaloby
raczej odrzucic.

Na chromatogramach rozwinietych w tym ukladzie rozpuszczalnikéw
techniks splywows ciaggla w ciggu 16 godzin wartosci Rgramn. dla wymie-
nionych barwnikéw wynosza: blekit bromofenolowy -— 1,15, czerwien fe-
nolowa — 1,33, fiolet krezylowy 1,52, czerwienn p-metylowa — 1,33. War-
tosci te nasuwaja wniosek, ze przy dluiszym czasie rozwijania warto-
$ci Rramn. W tym ukladzie rozpuszczalnikéw malejg, w przeciwienstwie
do uk}adu poprzedniego, w ktérym wartosci te byly stale.

3. Uklad: octan etylu + pirydyna + woda (3,6:1:1,15)

Wielopaskowe arkusze bibuly Whatman nr 1 o dlugosci 35 em, z na-
niesionymi jak poprzednio roztworami barwnikow oraz z l-ramnozg jako
wzorcem, rozwinieto jednokrotnie w ciggu 24 godzin w temperaturze
20°C (£1°). Po wyjeciu z komory i wysuszeniu odcieto pasek z l-ramno-
za i wywotano ftalanem aniliny.

Z 31 barwnikéw wytypowano tylko te, ktérych wspélezynnik podziatu
Rpamn. nie przekraczal jednosci, doswiadczenie bowiem wykazalo, ze
barwniki takie w technice splywowej wedruja znacznie szybciej i ich
warto$¢é Rpamn. przekracza jedno$¢. Barwniki wytypowane do dalszych
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badan i ich wspélezynniki podziatu ilustruje tabela 5. Pozostale barwniki,
nie wyszczegdlnione w tabeli 5, nie zostaly zakwalifikowane do dalszych
badan ze wzgledu na bardzo zrdznicowang migracje w stosunku do l-ram-
nozy.

TABELA 5
Wartosci R, barwnikow na chromatogramach rozwinigtych jednokrotnie w ciagu
24 godzin technika wstepujaca w ukladzie: octan etylu + pirydyna -+ woda
(3,6:1:1,15) i zakwalifikowanych do dalszych badafi w technice sptywowej ciaglej

Wartos¢ Walxitosé \a’artosé Kolor barwnika
Lp. Rodzaj barwnika Re. 1- r;_ éf;‘“' w trakcie rozwijania

barwnika mnozy | barwnika chromatogramu

1 2 3 4 5 6

1 | Fiolet krezylowy 0,32 0,34 0,94 niebieskofioletowy

2 Biekit bromofenolowy 0,30 0,34 0,88 niebieskofioletowy

3 Czerwieni fenolowa 0,37 0,43 1,08 czerwony

4 Fiolet Lautha (tionina) 0,25 0,34 0,73 niebieski

Na wielopaskowe arkusze bibuly chromatograficznej Whatman nr 1
naniesiono barwniki wymienione w tabeli 5, a na ostatnim pasku cukry
wzorce w ilosci po 20 mikrograméw. Linie startowg wykreslono w od-
leglosci 6 cm od gornego brzegu arkusza. Arkusz rozwijano technika
sptywows ciaggly w ciggu 24 godzin w temperaturze 20°C (£1°). W trak-
cie rozwijania chromatogramu zauwazono, ze barwniki te tworza dwie
pary, -jesli chodzi o szybkos¢ ich migracji. Pierwszg, szybeiej wedrujaca
pare, stanowily czerwien fenolowa i fiolet krezylowy, druga za$ para,
wedrijaca wolni€j, okazaly sie fiolet Lautha (tionina) oraz blekit bromo-
fenolowy. Rozwijanie chromatogramu zakonczono z chwils, gdy pierw-
sza, szybciej wedrujaca para barwnikow dotarta do dolnego brzegu arku-
sza ‘bibuly. :

Pasek z cukrami prostymi wywotano ftalanem aniliny. Uzyskane wy-
niki warto$ci Rramn. poszczegélnych barwnikéw ilustruje tabela 6 oraz
rysunek 4. ) )

Réwniez i w tym ukladzie rozpuszczalnikéw, podobnie jak w poprzed-
nim, daje sie zauwazyé¢ te samg prawidlowos$é, a mianowicie barwniki,
ktére w chromatografii wstepujacej majg wspoélezynnik podzialu Rzamn.
ponizej jednosci (tab. 5, rubr. 5), wedruja w technice sptywowej cigglej
szybciej od l-ramnozy i ich wartosci Rgamn. Sa wieksze od jednosci.

4. Uklad: octan etylu + pirydyna + woda + 80-procentowy kwas octo-
wy (8:3:8:0,5)

W analogicznych warunkach chromatografowano w tym ukladzie
wszystkie barwniki, o ktérych mowa wyzej.
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TABELA 6

Szybkos¢ migracji wybranych barwnikéw oraz l-ramnozy na chromatogramach
rozwinigtych technikg sptywowa ciagla w ukladzie octan etylu + pirydyna + woda
(3,6:1:1,15) w ciagu 24 godzin

o | e | G | e .
p- Rodzaj barwnika do érodka R Rama. dla Uwagi
plamy barwnika
1 2 3 4 5
1 Czerwien fenolowa 484 mm 1,21 para barwnikow wedrujaca
2 Fiolet krezylowy 489 mm 1,22 szybciej
3 Fiolet Lautha (tionina)| 438 mm 1,09 para barwnikow wedru-
3 jaca wolniej od dwodch
4 Biekit bromofenolowy 455 mm 1,13 poprzednich

Wielopaskowe arkusze o diugosci 35 cm z naniesionymi roztworami
barwnikéw oraz z l-ramnozg rozwijano najpierw w tym ukladzie jedno-
krotnie techniks wstepujgca w ciggu 8 godzin w temperaturze 20°C ( +1°).
Pasek z l-ramnozg wywolano ftalanem aniliny. Na podstawie wynikow
uzyskanych na chromatogramach rozwinietych technika wstepujaca do
dalszych badan zakwalifikowano barwniki zestawione w tabeli 7. Pozo-

TABELA 7

Wartoé¢ R, barwnikéw na chromatogramach rozwinigtych jednokrotnie technika
wstepujacqg w ukladzie: octan etylu + pirydyna + woda + 80-procentowy kwas
octowy (8:3:8:0,5) w ciggu 8 godzin i zakwalifikowanych do dalszych badan

w technice splywowej ciagglej
‘Wartos¢ Walliméé ;Va.rtoﬁ Kolor barwnika
Lp. Rodzaj barwnika Re l-l';.- '(fl'l'a““' w trakcie rozwijania
barwnika mnozy | b ika chromatogramu
1 2 3 4 5 6
1 Fiolet krezylowy 0,21 0,24 0,88 fioletowy
2 Czerwien fenolowa 0,26 0,24 1,08 2061ty
3 Safranina 0,32 0,24 1,33 czerwony

sfaie barwniki, uzyte do badan i nie wyszczegélnione w tabeli 7, ze wzgle-
du na zbyt wolng lub szybka migracje w stosunku do migracji lI-ramno-
zy zostaly wyeliminowane z dalszych badan.

Barwniki wymienione w tabeli 7 oraz cukry proste jako wzorce na-
niesiono na czteropaskowy arkusz bibuly chromatograficznej Whatman
nr 1 o dlugosci 56,5 cm i rozwijano w tym ukladzie technika splywowa
ciggla w ciggu 30 godzin w temperaturze 20°C (£1°). Kontrole rozwija-
nia ‘tego chromatogramu oparto przede wszystkim na szybkosci migracji
czerwieni fenolowej: z chwilg, kiedy zblizala sie ona do dolnego brzegu
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arkusza bibuly, na odleglo$¢ ca 12 cm, rozwijanie przerywano. Pasek
z cukrami prostymi wywotlano ftalanem aniliny. Uzyskane wyniki ilu-
struje tabela 8 i rysunek 5.

TABELA 8

Szybkos¢ migracji wybranych barwnikow oraz l-ramnozy na chromatogramach
rozwinig¢tych technika sptywowa ciagla w ukiadzie: octan etylu + pirydyna 4+ woda
+ 80-procentowy kwas octowy (8:3:8:0,5) w ciagu 30 godzin

) ) g)gl:tg; ?{LC Wartosé
Lp. Rodzaj barwnika do srodka R Ram,,,.dla Uwagi
plamy barwnika
1 2 3 4 5
1 Fiolet krezylowy 338 mm 1,04 szybko§¢ migracji barwnika jest
prawie identyczna z migracja 1-ra-
mnozy, w zwigzku z czym jest on
najbardziej przydatny dla tego ukla-
du rozpuszczalnikow
2 Czerwien fenolowa 381 mm 1,17 barwnik nieprzydatny
3 Safranina 404 mm 1,22 barwnik nieprzydatny

Z przeprowadzonych badan wynika, ze w powyzszym ukladzie roz-
puszezalnikéw mozna wykorzystywaé w chromatografii sptywowej cu-
kréw prostych jako czynniki kontrolne nastepujgce barwniki: fiolet kre-
zylowy i czerwien fenolows. Za uzyciem tej pary barwnikow jednocze-
$nie przemawia to, ze szybkos¢ ich migracji jest najbardziej zblizona do
migracji l-ramnozy (nieznacznie jg przewyzsza). Poza tym uzycie na
chromatogramach tych barwnikéw jednoczesnie, na dwoch réznych pa-
skach, daje pelng gwarancje zakonczenia procesu rozwijania chromato-
graméw we wlasciwym czasie. Jak wynika z tabeli 8, czerwien fenolowa
migruje nieco szybciej niz fiolet krezylowy, stad tez, jesli sptynie ona
z rozpuszczalnikiem z arkusza bibuly, pozostaje jeszcze jeden barwnik
jako czynnik kontrolny pozwalajacy uchwyci¢ wlasciwe zakoniczenie pro-
cesu rozwijania.

PODSUMOWANIE WYNIKOW BADAN I WNIOSKI

Przeprowadzone badania wykazaly, ze stosujac odpowiednio dobrane
barwniki (wskazniki), o szybko$ci migracji zblizonej do tempa migracji
l-ramnozy, mozna do rozdzielenia cukréw prostych wystepujgeych w hy-
drolizatach weglowodanowych spoiw malarskich stosowaé¢ z powodzeniem
chromatografie splywowa ciggly. Barwniki te pozwalaja w trakcie roz-
wijania chromatograméw w szklanych komorach chromatograficznych
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kontrolowa¢ szybko$¢ migracji l-ramnozy na bibule. Kiedy dolna czesé
plamy barwnika znajdzie sie w odleglosci 5—6 cm od dolnego brzegu
bibuly, rozwijanie nalezy przerwaé, aby nie dopuscié do splyniecia l-ram-
nozy wraz z rozpuszczalnikiem do pakietu ligniny ulozonego na dnie ko-
mory.

Chromatografia splywowa ciggla pozwala na rozciagniecie migracji
cukréw prostych, a tym samym na uzyskanie lepszego ich rozdzialu.

Jak ten proces ma sie do chromatografii wstepujacej? W chromato-
grafii wstepujgcej jednokierunkowej po jednokrotnym rozwinieciu chro-
matograméw uzyskuje sie — w zaleznosci od dtugosci paska i czasu mi-
gracji — na ogol rozdzial cukréw prostych niezbyt zadowalajgcy. Efekt
ten poprawi¢ mozna przez wielokrotne rozwijanie chromatograméw w
tym samym lub w dwoch réznych ukladach rozpuszezalnikéw 37. W tym
ostatnim przypadku uzyskuje sie juz rozdzial cukréw w pelni zadowala-
jacy, za wyjatkiem d-mannozy i d-fruktozy, ktére zazwyczaj tworza
wspolng plame. Kazde rozwijanie chromatograméw w technice wstepu-
jacej wielokrotnej, na paskach bibuty o dlugosci 35 cm, trwa jednak
24 godziny, w sumie wiec na trzykrotne rozwiniecie chromatograméw po-
trzeba 72 godziny. W tego rodzaju rozwijaniu chromatograméw, w dwéch
réznych ukladach rozpuszczalnikéw, nalezy mieé¢ do dyspozycji dwie od-
dzielne komory chromatograficzne, dla kazdego ukladu oddzielna.

Stosowanie jedno- i wielokrotnego rozwijania chromatograméw tech-
nika splywowa zwyklg (nieciagla) jedno- i wielokrotnie, to znaeczy taka,

17 Z. Brochwicz, M. Goérzynska, P. Polom, J. Wiklendt, Materiaty i techniki
$redniowiecznych malowidet §ciennych w kobciele $w. Jakuba w Toruniu, Torun
1988, s. 32—33. W pracy tej po raz pierwszy zakomunikowano o zastosowaniu tej
metody w chromatograficznej analizie weglowodanowych spoiw malarskich w sred-
niowiecznych malowidlach $ciennych. Metode te wprowadzilem do badan jednak
znacznie wczesniej, a mianowicie przy koncu lat siedemdziesigtych. Wyniki badan
nie byly wéwcezas jeszcze publikowane. Zgodnie z tg metodg chromatogramy roz-
wija sie technikg wstepujacg 3 razy po 24 godziny w mastepujgcych kolejno po
sobie ukladach rozpuszezalniké6w: 1) pierwsze rozwijanie w ukladzie: octan etylu +
pirydyna + woda (3,6:1:1,15); 2) drugie rozwijanie w ukladzie: octan etylu 4 kwas
octowy + woda (3:1:3); 3) trzecie rozwijanie w ukladzie pirydynowym, wymienionym
w punkcie pierwszym. Rozwijanie trzykrotne ma na celu wydluZenie drogi migracji
cukréw prostych oraz ich lepszy rozdzial. Zastosowanie dwoéch rézinych ukladéw
rozwijajacych ma miedzy innymi polepszy¢é migracje kwas6w uronowych, ktére
wystepujg w gumach ro$linnych oraz w kleju z nasion Inu. Migracja tych kwaséw
w uktadzie pirydynowym jest staba, natomiast w ukladzie drugim jest na tyle
znaczna, ze mozna je wyraznie odr6ini¢ od wielocukrowcow jako pozostalych reszt
niepeinej hydrolizy, co czesto sie zdarza nawet w hydrolizatach wykonanych w
ostrych warunkach. W ukladzie drugim stabo oddzielaja sie od siebie dwa podsta-
wowe cukry, bedgce aldoheksozami, a mianowicie d-galaktoza i d-glikoza. Sg one
charakterystycznymi sktadnikami klejéw roélinnych pochodzenia zbozowego (klej
pszeniczny, jeczmienny, otrzymywane z ziaren zbozowych). W ukladzie pierwszym
rozdzial tych cukréw jest zadowalajgcy i w ten sposéb mozina je bezblednie ziden-
tyfikowad.
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W ktérej czolo rozpuszczalnika nie splywa z bibuly, tez nie daje wlasci-
wie w pelni zadowalajacych wynikéw. Znacznie lepsze rezultaty uzyskuje
sie wtedy, gdy stosuje si¢ metode sptywowej chromatografii ciaglej. Za-
letg tej metody jest niewielka ilo$é uzywanych rozpuszezalnikéw (ca 150—
200 ml), a wiec i duza oszczedno$é odczynnikéw, i przy tym mniejsza
szkodliwosé niektoérych z nich dla zdrowia (np. pirydyny). Wada tej me-
tody jest to, ze plamy cukréw prostych na chromatogramach sa bardziej
wyd}tuzone niz na chromatogramach rozwinietych techniks wstepujaca.
Nie mozna réwniez stosowaé kilkakrotnego rozwijania ciagtego w jed-
nym lub w dwdch nastepujgcych po sobie ukladach rozpuszezalnikéw,
doprowadziloby to bowiem do splyniecia z bibuly zaréwno barwnika
kontrolnego, jak i cukréw prostych. Byloby to wiec wielokrotne rozwija-
nie ciggle, w ostatecznym efekcie nie kontrolowane.

Z przeprowadzonych prob jednoznacznie wynika, ze do rozwijania
chromatograméw z cukrami prostymi najbardziej nadaja sie nastepujace
uklady rozpuszczalnikéw oraz wybrane do nich odpowiednie barwniki
kontrolne:

1) uklad: octan etylu + lod. kwas octowy + woda (3:1:3) oraz jako
barwnik kontrolny 0,1-procentowy wodny roztwér biekitu ksylenowego;

2) uklad: octan etylu + pirydyna + woda (3,6:1:1,15) oraz dwa kon-
trolne barwniki: 0,1-procentowy roztwér wodny fioletu Lautha (tioniny)
i 0,1-procentowy roztwoér wodny biekitu bromofenolowego;

3) uklad: octan etylu + pirydyna + woda + 80-procentowy kwas octo-
wy (8:3:8:0,5) oraz jako barwnik kontrolny 0,1-procentowy wodny roz-
twor fioletu krezylowego.

Uklad n-butanol + pirydyna + woda (5:3:1), z uwagi na wolniejsza
migracje cukréw prostych i nie najlepszy ich rozdzial na chromatogra-
mach rozwinietych technikg sptywows ciagla, nalezy uznaé — w poréw-
naniu z poprzednimi ukladami — za mniej przydatny w chromatogra-
ficznej analizie weglowodanowych spoiw malarskich.

Mozna przyja¢, ze niezaleznie od temperatury oraz czasu rozwijania
chromatogramoéw szybko$¢ migracji wybranych barwnikéw w stosunku
do tempa migracji l-ramnozy jest wielkoscig prawie stala, bowiem réz-
nice bywaja nieznaczne.

Rozdzial i dokladne ustalenie rodzaju plam cukréw prostych, po wy-
wolaniu chromatograméw ftalanem aniliny, ustala si¢ na podstawie
Rpamn., to znaczy przez okreslenie stosunku drogi przebytej przez po-
szczegblne cukry proste do drogi przebytej przez l-ramnoze. Odcinki
migracji liczy sie zawsze od miejsca startu do srodka plamy okreslonego
cukru prostego. Wspolezynnik podziatu poszczegélnych cukréw prostych
w stosunku do l-ramnozy przedstawia nastepujacy wzor:

droga przebyta przez badany cukier prosty
droga przebyta przez l-ramnoze

RRamn, =
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Poniewaz wszystkie cukry proste wedruja wolniej niz l-ramnoza,
wspélezynnik podzialu Rpamn, bedzie zawsze wielkoscig ponizej jednosci.

W przypadku, gdy w analizowanej substancji, bedgcej spoiwem ma-
larskim, l-ramnoza jest nieobecna, wowczas zajdzie potrzeba zastosowania
innego wspo6iczynnika podziatu, np. Raiik.-



