AGROREMIA £ TALAJTAN Tom. 1, No. 167

Néhany szerves sav kimutatisa megoszlasi
kromatografiaval

VAS KAROLY

Orsz. Magyar Mezbgazdasdgi Ipari Kisérleti Intéset, Rudapest

Irodalmi attekintés

. A kromatografiarl szélé irodalomban, annak nagy terjedelme ellenére,
aranylag kevés adat talilhaté még a gyiimélesfélékben elGfordulé, valamint a
mikrobas mikodések, erjedések soran szerepld (valtozast szenvedd, vagy keletkez?)
szerves savak megoszlasi kromatografids vizsgélatarél. Az a néhany kézlemény,
mely e targyban megjelent, foleg az elvnek oszlopban valé alkalmazasat targyalja.
Bar ennek a médszernek vannak kétségtelen elényei az 4. n. papiros-kromatc-
grafidval szemben — igy pl. az, hogy nagyobb mennyiségekkel lehet dolgozni és az
rdentifikélasi reakeifkat igy kénnyebben el lehet végezni — mégis olyan hatranyai
is vannak, melyek miatt gyakorlati szempontbél kevésbbé johet szamitasba.
Magénak a stabil fazist tarto anyagnak (pl. szilikagél) kiképzése eldallitasa, tiszti-
tasa rendszerint bonyolult és driga: ezenkivill nehézkes az oszlopbél kifolys,
oldott anyagot tartalmazé mozgé fazisnak minél tébb frakeciéra valé felbontasa és
ezeknek a frakcidknak egyenkénti kémiai vizsgilata. Vannak ugyan késziilékek,
melyek az utobbi két miveletet 6nmiikddéen elvégzik, ezek azonban nagyon
koltséges, nem egyszerd berendezések,

A karbon-savak papiroson valé szétvalasztisdra a szamomra hozzaférhetd
irodalomban eddig hiarom, vazlatosan megirt cikket ill. utalast taladltam, Az egyik
(2) zsirsavak, féleg ill6 zsirsavak elvalasztasit azok metil-észtereinek kalium
hidroxamatokka valé Atvaltoztatdsa utdni kromatografalasival végzi, a foltok
helvét pedig FeCl,-0x permetezéssel teszilathatova. A masik kszlemény (3) ecetsavas
hutanolt ajanl havom oxisav (alma-, borké-, citromsav) papiron valé elvalasztdsara
¢s sav-lig indikatorral hivja eld a savfoltokat. A harmadik eljaras (1) amménias
butanolban futtatja a zsirsavak nitriumséit és szintén sav-lig indikatort hasznil
2 foltok lathatéva tételére. Ez utébbinak nagy hatranya, legalabb is a mi szem-
pontunkbél, hogy a di- és trikarbonsavak (pl. oxal-, alma-, borké-, adipin-,
citromsav) s6i nem mozdulnak el és igy nem foghaték meg a kizolt metodikdval.

Sajat vizsgalatok

Kisérleteink célja az volt, hogy valamilyen meghizhaté és egyszerdi médszert
adjunk a fent emlitett, névényekben és erjedési termékekben talalhaté, nem illo
természetes szerves savak, elsGsorban di- és trikarbon-savak egymis melletti
vizsgalatara.



1(1&7 o ) - i o YAS: Szerves savak Kromatosralili-g

A papir
A kisérletekhez Schleicher & Schiill N x. 597-¢s, ives szlirGipapirt alkalmaztam.

A papiresikok alakja részben széles (pl. 20—30 em koruli), részben keskeny (pl.
1—2.5 em. széles) szalag volt.

Az oldés=zer-par

Az oldészer-par megvalasztasanal a 4 szempontok a kivetkezfk : stahil
fazisnak legeélszeriibb a viz (igy a levegd nedvessége nem befolyasolja a kapott
értékeket annyira, mintha vizmentes oldészerek keverdkét hasznélnank). A mozgd
fazisnak olyannak kell lennie, hogy a savak egyike se oldédjék benne ttlsigosan és
emellett a keverék tagjainak megoszlasi hanyadosai kizott nagy kiilonhségek
legyenek. Ebbél a szemponthdl megfelel a célnak a butanol hasznalata, Ez annyi-
b6l is alkalmas, hogy viszkozitdsa nem til nagy, igy szobahén is elég gyorsan fel-
szivodik és a kromatogrammot arinylag gvorsan kifejleszti.

A disszocidcté  csikkentése

Organikus savak kromatografalasanal figyclembe kell venni azt, hogy tisztan
vizes olddszerrel (butanol) nem kapunk jé kromatogrammot, mert a savak a vizes
tazisban erdsen disszocidlédnak. Ez utébbi tény azt eredményezi, hogy a kifejlesz-
tett képen a savak hosszan elhiiz6dé, diffaz foltok alakjaban jelennek meg, mely
utébbiak frontjanak a kezd8 vonaltél szamitott tadvolsdga a savkoncentréciétdl
figgden valtozik és igy Ry érték megillapitasa lehetetlenné valik.

Organikus savak megoszlasi kromatografalasanal a legnagyobb gonddal
kell iigyelni ezért a disszocidcié visszaszoritasara. Ez legegyszertibben gy torténhet,
hogy valamely illésavat visziink a rendszerbe a kromatogramm kifejlesztésekor
és gy a kis téménységli savak disszocidcidjat nagy hidrogénion-koncentraciéval
visszaszoritjuk. (A kifejlesztés utdn az illgsavat hékezeléssel ellizhetjiik.) Mint
mar emlitettem, az irodalomban eddig leirt médszerek koziil az egyik erre épit és
ecctsavat alkalmaz a butanolos-vizes oldészer-parhoz hozzatét gvanént.

Kiprébalva ezt a médszert, a kibvetkezd tsszeallitast oldészer-part hasznal-
tam : 4 tf. n-butanol + 1 tf. jégecet - 5 tf. deszt. viz.

49%,0s savoldatok 2—5 pl-jét felvive platinakaccsal a papirra és altalaban
vékony csikokkal dolgozva 28° C-on (5—8 oraig front 21—50 cm ; fel-ill. leszalld
technika), néhdny savra vonatkozdlag a kivetkezd Ry-értékeket kaptam.

1. tabldzat

Ry (%)

Atlag (1) | Szélss érigkek (2) | mnghat;}rozﬁsok
- T I ssima (3)
|

Tejsav () oo, ‘ 72.2 ‘ T1—73 ‘ 6
ORALSAY (5) vwvows oo o s s 15.3 . 1999 I 7
Almasav (6) ............. | 44,6 ‘ 43—49 | 12
Borkésav () .ovevvvnnnnns | 13 | 21—27 9
5

Citromsav (8) ............ : 34,4 i 27—38 ‘
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Az 4ltalanos tapasztalat az volt, hogy, béar a savfoliok stilypontjai elég tavol
estek cgymastél, jo szepardlast mégsem lehetett elérni, mert a foltok nagyon
elnytltak a halad4s irdnyaban, igen erGsen elliptikusak voltak. Ennek kivetkezménye
az, hogy az egymishoz arinylag kizel es6 Rp-értékd savak foltjai érintkeznek,
egymisba folynak.

Tekintettel arra, hogy ilyen mérvii elkiilénités céljainknak nem felelt meg,
mas eszkozokhoz kellett folyamodni a disszocidcié visszaszoritdsira., Miutin a
vizsgalandé savak koziott egyesek erdsen disszocidlodnak, az ecetsav (pK = 4,75)
helyett valamely ennél erésebb illé savat kellett alkalmazni az oldészerparban.

2. tabldzat

| Disszocidciés dllandék (1)

Co-on ] K, { K. 1K,
\

Tejsav (2) cevveeeeeennn. | 25 | 3,85 l e e
Bixilsny: (8 o ve o o0 5 i o2 | 123 | e | —
Borostyankdsav (4) ...... 25 | 419 | 5,48 —
Almasav (5) ............ | 25 3,42 ‘ 5,13 —
Borkésav (6) «........... ‘ 25 | 2,98 4,34 g
Citromsay (T} +vvernseis |1 308 | 417 | 6,40

A Lkovetkezd vegyiiletek johetnek itt szdmitisba :

Hangyasav: pK = 3,75 (20° C)

Kénessav : pK, = 1,81 (18° C) — pK,; = 6,99 (18° ()

Sésav

A sésavas eljaras ezidszerint nem ad kielégitd eredményt. Bar a disszocidciot
ez a sav szoritotla leginkabb vissza és a keletkezett savfoltok szabalyosak, kerekek
voltak, a sésav mégsem hasznalhaté minden tovabbi nélkil, elsdsorban, mert
tonkremegy szaritas kozben a sziirdpapir és sav-lig indikéator hasznélata itt lehetet-

len. 5 tf. butanol - 1 tf. konc. HCl - 2 tf. deszt. viz keverékével dolgozva, borkd-
cavra a kovetkezd értéket kaptam (felszallé, 28° C., 5 6ra, front: 19,4 cm.):

Re (%) = 48.4

A péarhuzamosan elvégzett ecetsavas (4 tf. butanol 4 1 tf. jégecet + 5 tf.
deszt. viz) keverékkel kapott Rg-érték 20,0 volt. Tehat a sésavas kozeghen a
haladési sebesség az ecetsavassal szemben nd.

Miutan tobb kisérlet a sésavnak a papirrél valé maradéktalan eltdvolitasara
eredményteleniil végzédott, hangyasavat vittem az oldészer-keverékbe, elézdleg
meggydzidve arrél, hogy a hangyasav a sziirSpapirrél ardnylag enyhe hékezeléssel,
rovid id6 alatt teljesen eltdvolithaté. 4 tf. butanol 4 1 tf. hangyasav + 5 tf.
deszt. viz keveréke szolgalt a kromatogramm kifejlesztésére. Az almasav és a borkd-
sav j6l szeparilt, kerek foltok alakjiban jelentkezett a kész kromatogrammon.

A hangyasav tehat jé kromatogrammokat ad, azonban a miveletek egy-
szerlisitése céljabol szitkségesnek latszott a kénessav kiprobélisa is. A hangyasav
heszerzése az itt szitkséges nagy tisztasdgban koltséges, gyakran lehetetlen. Kénes-
savoldatot stiritett kéndioxidos palackbél kell§ tisztasagban konnyen el§ lehet
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dllitani béarhol, s emellett az dra is lényegesen olesébb, mint a megfelels tisztasdgil
hangyasavé.

Elézetes prébik azt bizonyitottak, hogy a kénessav szilir6papirrsl aranylag
konnyen és maradék nélkiil eliizhet: 100° C-on kb. 1 éra alatt, szobahén egy
éjszakan at.

1 tf. butanol + 1 tf. telitett kénessavoldat keverékével futtatya almasavat
és borkdsavat, j6l szeparilt, kerekded foltok keletkeztek a papiron.

A mdodszert tébb savra vonatkozilag kiprébilva, a kovetkezd atlag
Rp-értékeket kaptam :

3. tib1s4zat

Ry (%)
.y e —
| Atlag (1) ‘ Sz€155 értékek (2) ‘ meghatdrozisok
—_— ] may
Tejsav (4) ovviinninnn... \ 75,8 ‘ 73—81 ‘ 30
Laktiltejsav (5) ........... | 8.3 | g2-88 | 10
Oxalsav (6) .............. ! 22,5 ¢ | 1225 ¢ ] 5
Borostyankdsav (7) ....... 80,0 | 771—82 11
|
Almasav (8) ............. 36,1 51—61 ‘ 30
Borkdsav (9) ............. 32,7 26—38 30
Citromsav (10) ........... ; 48,4 | 44— 54 | 28
(1, 2.5,ill. 18—30 em széles papiresikok (Schleicher & Sehiill Nr. 597) 1 Lel-, ill. leszalla Kifejlesztési technika ; 20—30° ¢,
Tuttatis : 4—12 éra 3 front: 20—50 om.)

A kapott értékek tehit altaliban elég jo szepardlast engednek meg, kivéve
az oxdlsav esetét, melynél a savfolt teljesen elhizodik, a folt frontjanak a kezdé-
vonaltél mért tivolsiga pedig a savtoménység fiiggvénye. Itt tehéat a disszocidciét
még kénessavval sem sikeriilt visszaszoritani: az oxalsav erfsebb sav, mint a
kénessav (pKso, = 1,81 ; pK, = 1,23)

A tejsav és a borostyankésav elvalasztasa egymastol ezzel az oldészer-
parral nehéz, mert az Rg-értékek nagyon kozel esnek egymashoz. Kiilonosen
megneheziti a dolgot, ha kereskedelmi tejsavkészitménnyel 4llunk szemben,
mert itt a nagyobb mennyiségli sav felvitele esetén lathatéva valik egy a normalis
tejsavnal (u-oxipropionsav) gyorsabban futé folt is, mely a laktiltejsavnak felel
meg minden valdszintiséggel (1. s6k kromatografilasa) :

CH,
|
CH,—CH—COOH CH,—CH—C—0—CH
i l I !
OH OH 0  COOH

Tejsav Laktiltejsav

A lJaktiltejsav a nagyobb téménységii tejsavkészitményekben az Gsszes
savnak tekintélyes hanyadat teszi ki és bestirftés kozben keletkezik a tejsavhol
viz kilépésével.

Kétségek felmeriilése esetén a vizsgilandé savkeverdkkel parhuzamosan
ismert savoldatokat is futtathatunk ugyanazon a papiron és ezek elmozdulisanak
mértékéb§l kovetkeztethetiink a keverék &sszetételére.



AGROKEMIA ES TALAJTAN Tom, 1. No. 2. 171

Kisérletet tettem a tovabbiakban arra vonatkozélag, hogy az elgbbi kom-
ponensekbél dll6 oldészerkeverékek disszocidciét visszaszorité hatasit az illdsav
toménységének novelésével erfsitsem. Az ecetsavas és a kénessavas butanolos
oldészerkeverék felsd fazisanak illssavtartalmat e sav aranyanak novelésével fel-
emeltem. A kévetkezd tablazatban lathaték a kiillonbozé illésavtartalmd oldészer-
parokban tapasztalt Ry-értékek borkd-, citrom-, tej- és almasavra vonatkozolag.

4. 1dblizat

i ) 7777:‘??7 oldészerkeverék gsszetétele (1) _ Ry (%)
butanol viz S(l)z‘ ceetsay ‘ hangya- “::!kl(i?; tej- i alma- | borké- | citrom-
@ @G e |y @ febban | @ | @) | 09 | @y

térfogat (12) sav
Kénessavas [ ‘ 40 | — 40 — | — ‘ 0,68N | 74,2 | 54 32,5 | 48.5
butanol (13) 1 30 1 — |20 - — L34 N | 75,2 | 54 310 | 470
Lcetsavas [ 40 50 — 10 — 182N | 76,5 | 53 | 38,0 | 49,0
butanol {14) | \ 10 80 | — | 20 | — 2,64 N | 785 59 | 505 | 580
Hangyasavas [ 10 50 ] — 10 1,68 N | 77,5 | 50 | 29,5 | 440
butanol (15) \ a0 |80 | — — | 20 | 217N 70| 48 | 270 | a1

o .._(.25 €113 bma ; el 19,-05 savoldat ; G T em.) o -

Lathat6, hogy az ugyanazokbdl az alkotérészekbdl allé oldészerkeverék
illésavtartalmédnak névelése 4ltaldban nem volt nagy hatassal az egyes savak
Ry-értékeire, kivéve taldn az ecetsavas butanolt, melynél a tejsavtdl eltekinve,
a tobbi vizsgdlt sav Ry-értékei nagyobb illésav-téménység esetén nagyobbak.

A savfoltok egymistél valé elvdlasa azonban altaldban a nagyobb sav-
toménységt keverékben sem volt jobb. Ez azzal magyarizhaté talin, hogy a
normalitdsnak hangyasav vagy kénessav esetén pl. a kétszeresre emelése a disszo-
ciacié visszaszoruldsat ezeknél a hidrogénionkoncentricié értékeknél mar nem
noveli lényegesen. Ecetsavnal ellenben az illésavkoncentracié niévelése mar hata-
rozottan csokkentette a disszociaciét, tehat a folt széthizédasat.

A diffuzié elkeriilése a kromatogramm kifejlesstésekor

A savfoltok, killonésen a tejsav és a borostyankdsav foltjainak szétterjedése
nem kivanatos jelenség a kromatografidban, Az eredetileg 5—7 mm atméréji kir
alakjaban felvitt savoldat a kész kromatogrammon gyakran 15% 30, stit 20340
mm-es ellipszis alakjaban jelenik meg. Fzzel kiilonssen gyenge savak esetén a
saviolt észrevehet8sége, szinitenzitdsa romlik.

A foltoknak ezt a szétterjedését megkiséreltem csokkenteni dgy, hogy olyan
mozgd fazist alkalmaztam, melyben a savak rosszabbul oldédnak, mint a butanol-
ban. Erre a célra kiilonféle zsiroldGszereket haszniltam fel : benzint, benzolt,
toluolt, xilolt, toviabba butanol és benzin keverékét, valamint, kontrollképen,
tiszta butanolt. Mindezeket az olddszereket azonos térfogatd, telitett kénessav-
oldattal keverten alkalmaztam. (1 cm széles papiresikok ; felszallé technika ;
20° C.:; 4 o6ra futtatas:; front: 20—21 em.)

A kisérlet azzal az eredménnyel jart, hogy a foltok szétterjedését nem sikeriilt
meggitolni. Egyik zsiroldészerben sem mozdult el a papirra felvitt tej-, alma- és
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borkgsav-folt ; csak a butanollal kevert brenzinben és a tiszta butanolban kaptam
elmozdulast.

E két utébbi oldészert ésszehasonlitva, azt taldltam, hogy a benzinnek a
butanolhoz addsival a savak Ry-értékei erfsen lecsokkennek és egymastol szét-
htizédnak, ami kromatografiai szemponthél elény. Igy pl. tejsav, almasav és
bork@sav esetén az Rp-értékek a két old észerben a kivetkezdképen alakulnak :

5. tibliizat
i Rp (%)
‘. tejsa~w (1) | laktiltejsav (2) P almasayv (R]Thurké’usav {‘l)_’
50 tf, butanol 4 50 tf. telitett kénessav (5) 73 85 54 35
(100) (100) (100) (100)
25 tf, butanol + 25 tf. benzin + 50 tf, 50 75,5 18,5 5.5
telitett kénessav (6) ............... (68) (89) [ 340 | (16)

[ |

Vagyis mig a laktiltejsav Ryp-értéke a benzin-hozzatét hatisira a tiszta
butanolban tapasztalhaténak 899%-ara csékken, addig tejsavnal a tiszta butanolos
érték 089%,-ara, almasavnil 349-ira, borkégsavnal 169, -4ra esett az Rgp-értéke :
tehat az egyes foltok egymais kozeléb6l széjelebb hizodtak és igy szeparalédasuk
tokéletesebb lett. (Ujabb oldészerkeverékekre vonatkozs kisérleteinket egy késdbbi
kozleményben fogjuk ismertetni.)

Az oldott anyag

A kovetkezékben az oldott anyagnak, tehit a kromatografilandé savnak a
kromatogrammra gyakorolt hatdsit vizsgaltam.

A koncentracis szerepe

Elgszor is a papirra felvitt sav-csepp téménységének, illetdleg az adott
papirfelilletre esé savmennyiségnek az Rp-re ill. a kényelmes észlelés lehetgsége
gyakorolt befolyasit néztem. A savakbél 1,25,2,5,5, 7,5, 10 és 15 g/dl-es oldatokat
allitottam el§ és mikropipettaval 2 ye1.-t vittem fel a papirra. Eza folyadékmennyiség
kb. 6 mm. atmérdji korben oszlott el, ill. szivargott szét, tehat kb. 1 és 10 ng.
kozott mozgott az 1 mm®re felvitt savmennyiség.

6. tiblazat

Sav-koneentricit : ‘ _ Br ()

pgfmm? (1) | 1 ' 2 ‘ 35 | s 7.5 11
TESAY (2 » oo coiow o ie s 73,8 45 | 4.0 73,7 73,4 72.8
Laktiltejsav (3) .............. — 83.3 83,3 83.9 83.4 82.8
Oxdlsav (savfront) (4) ....... ‘ 19.8 38,1 50,3 62,8 — —
Borostyiankdsav (5) ........... 80,4 | 795 79,5 — — -—
Almasayv (6) «.vonneeennnn... 59,9 52,0 51,5 52,7 52.9 52,8
BorkSsay (T) veernneerennnnn. 26,1 26,7 28,5 29,0 28,5 29,6
Citromsav (8 ................ 14,2 444 44.8 44,6 14.8 - 44,9

(Leszalls 5 8—10,5 6rds futtatis; 18° C; front: 32—37 cm.)
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Az eredmények kiértékelése arra mutatott, hogy a savkoncentraciéknak,
ill. mennyiségnek ez a valtoztatasa nem bhefolydsolja az Ry-értékeket : csak az
oxalsav esetén valtoztatja a koncentracié a savfolt frontjanak elérefutasat.

A legkisebb savkoncentracié, mely még jol lathaté foltot ad, altalaban 3,5
pg/mm? (2 wl. 59%-0s oldat: 100 pg.), kivéve a borostyinkésavat, melynél ez a
mennyiség gyengén észlelhet§ csak (vizben ez a sav csak gyengén oldédik és igy
nehezen vihetd fel nagyobb téménységben a papirra).

Szabad savak, sk, savanyd sék

Megkiséreltem a tovibbiakban szabad savak helyett ezek séinak kromatogra-
falasat kénessavas butanolban, abbdl a meggondolasbél kiindulva, hogy a kénessav
felszabaditja a s6kbél a szabad savakat és igy a sék is kromatografalhaték lesznek.

Egymas mellett futtattam kb. 7,5%;-0s (savra vonatkozélag!) sav-, savanyisé-
és séfoltokat kénessavas butanolban,

Az egybazisi tejsavndl a felvitt kalciumlaktatbhol az egész savtartalom fel-
szabadult és a megfeleld Rg-értékd helyre eldrehaladt, a kalcium, lassabban
vonulva, ligos foltot hagyott a papirnak egy sokkal kisebb Rp-értékd pontjan. —
A kétbazisi savaknél a savfelszabaditis semleges és savanyt sékbél sohasem volt
teljes. Mindig maradt egy rész, mely a kationnal is lassabban mozgott és a kezdd-
vonaltél nem messzire haladva, savfoltként jelentkezett.

Sék futtatdsa esetén a felszabadult savak Rp-értékei némely esetben mddosul-
tak. fgy pl. kdlium-natrium-tartarat futtatédsakor a savfolt a tiszta sav 32,3 Ry-
ével szemben 17.5-re csékken és erdsen torzult foltot adott.

7. tabléazat
- L mew
i sav 1) 86 (2)
TEsav (3] wwnsmma vannosmnrssms 77,8 75,5
Oxalsav (saviront) (4) ........ 32,1 nines savfolt!
Borostydnkésav (5) ,.......... 79,8 79,8
Almasav (6) .........ooiiitn 57,2 56,7
Borkésav (7} ..vieeiiinnnnnnn 32,3 17,5
Citromsav (8) ................ 49,2 1 43,4

(Leszillo ;3 9 dra; 19° C; front: 47 em.)

Tejsavas soknal a laktiltejsavnak megfeleld foltot nem kapjuk meg, jeléiil
annak,hogy az ilyen készitmények — miutan beparlasnak,ill. h6kezelésnek nincsenek
alivetve — nem tartalmaznak laktiltejsavat.

Az oxalsavas s6kbél a kénessavas butanoles futtatds lathatélag nem
szabaditja fel a savat, ami a pK-értékek osszehasonlitasakél is valdszintnek
latszik.

Az eléhivéoldat

A kifejlesztett kromatogrammot a savfoltok lithatévatétele céljabol eld kell
hivni. Erre olyan indikétorokat kell alkalmazni, melyeknek szindtvaltasi koze
lehetéleg alacsony pH-értékeknél van, tekintettel arra, hogy illésavas elé-

3
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kezelés utan 7 pH-nal atesapé indikitorral mindig egységesen savasnak fogjuk
tapasztalni az egész papirdarabot.

Indikditorol;

A kiprobalt indikatorok kdzil megfel elfknek latszanak a kévetkezdk : kongé-
vords (pH 3-—5), bromfenolkék (pH 2,8-—4,5), brémkrezolzsld (pH 3,7—5.3),
metiloranzs (pH 3—4.3), és a metilviros (pH 4,2—6,3). A tropeolin 00 (pH 1,3—
3,2) és a timolkék (pH 1,2—3,7) nem bizonyultak megfelelsknek.

A legtobb eldhivas kb. 5 pH-ra beallitott, 96 “%o0s alkoholban oldott 0,049
téménységli bromfenolkékkel tortént.

Eredménytelenek maradiak azok a probalkozdsok, melyek azt céloztik,
hogy ne sav-lig alapon kelljen megfogni a kérdést, hanem valamely mais, az 8sszes
szerves savra jellegzetes csoport-szin-reakeioval lehessen el§hivni a kifejlesztett
kromatogrammot ; ecnnek kiilonésen sésavas butanol hasznalata esetén volna
jelent8sége. A kutatds ebben az iranyban tovabb folyik.

Kisérlet tortént :

a) Ferrikloriddal vals permetezéssel és ammdniis beftivatissal,

b) Ninhidrines, fenolos butanollal végzett hevitéssel,

¢) Az Uffelmann-reagenssel (fenol -+ ferriklorid),

d) A Tocher-reakeiéval (kobaltacetit + NaOTI),

¢} A Braun-féle kimutatisi méddal (kobalthexaminklorid - NaOH),

f) FeSO; + Hy0,-05 reagenssel, de egyik eljards sem volt alkalmas sziird-
papiron valé kivitelezésre.

A legjobb kimutatasi mddnak tehat ezid@szerint a sav-lug indikatorok
alkalmazasa latszik.

Reményekre jogosit azonban Pacsu, Mora és Kent (4) eljarasa (ligos KMnO,-os
reagens), mellyel nemesak az ezen szerzgk iltal emlitett szénhidratok, hanem
természetesen a minket érdekld savak is kimutathaték papiron.

A foltok szétteriilésénel megakadalyozdsa

Tekintettel arra, hogy vizben vagy alkoholban jol oldédé savak foltjai a
permetezés kozben szétteriilhetnek, szitkségesnek mutatkozott olyan el6hivéoldat
hasznalata, melyben a savak nem oldédnak. Ilyen oldészernek az irodalmi adatok
szerint pl. a tejsavnal a petroléter és a kloroform lenne alkalmas. Az indikdtorként
hasznélt brémfenolkék komolyabb mértékben csak a kloroformban oldédik. Az
ilyen oldattal végzett permetezés azt eredményezte, hogy a savfoltok valamivel
gyengébben teriiltek szét a papiron.

A héfok szerepe
A héfok hatdsat az Ry értékére technikai okokbsl nem tudtam ezideig még

megvizsgélni. Lehetséges, hogy a kozolt eredményekben mutatkozé szérast részben
erre lchet visszavezetni. :
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Az eredmények kiértékelése

Néhany organikus sav papirkromatografias szétvalasztasat kiséreltem meg.
A disszocicid visszaszoritasara ecet- és hangyasavon kiviila sdsavat ésakénessavat
is kiprébaltam. Az utébbi két anorganikus illésav hasznalata sokatigérének latszik,
részben erls disszocidltsdguk miatt, részben pedig azért, mert butanollal nem
észterezddnek, ami nagyobb toménységii ecet- és kiilondsen hangyasav esetén
ardnylag hamar bekovetkezik, megvaltoztatva az oldészerek eredeti dsszetételét.

A sésav alkalmasnak litszik a kromatogramm kifejlesztésére, a szerves

savak foltjainak el8hividsa azonban ilyen esetben — a sdsav utolsé6 nyomainak a
papirrél valé nehéz eltavolithatésiga miatt — sav-ldg indikatorokkal nem tértén-

het. Itt egy megfeleld, papiron végrehajthatd csoport-szin-reakciéra lenne szitkség. —
Lagos KMnO, (4) alkalmas indikatornak igérkezik.

Sav-lag-indikatorok hasznalata esetén a legcélszertibbnek a kénessavas eljaras
mutatkozik. Ez jél visszaszoritja (a nagyon erdsen disszociilt oxédlsav kivételével)
a szerves savak disszocidcidjat, jol elkuldniilt, kerekded, foltokat ad, aranylag
konnyen eltivolithaté a papirrdl, a sziilkséges tisztasigban valé beszerzése pedig
egyszeri és oleso.

Az organikus oldészerfazisba célszerti a butanol mellé olyan oldészert is
belevinni, mely a szerves savakat nem, vagy alig oldja (pl. benzint), Ezaltal egyes
savak, melyeknek Ry-értéke tiszta butanolban nagyon kézel esik egymashoz (pl.
az alma- és citromsav), j6l szeparalhatdk.

A kénessavas butanolban végzett mérések j6l mutatjak, hogy az Rp-értékek
a két oldészerfazis kozti megoszlisi hanyadosokkal egyértelmlien valtoznak :
minél tébb a savmolekuldban a polaris csoport, annal jobb a vizes fazishan valé
oldhatésiga, tehat az Ry annal kisebb. Az egymistdl csak az alkoholos hidroxi-
lok szamaban kitlénbozd borostyankd-, alma- és borkdsav esetén az Ryp-értékek
a kovetkezdképen alakulnak :

coou coon COOH
e, CH—OH CH_oH
CH, é;llg CH—OH
CO0H COOH COOH
Ry — 80 Ry = 56 Ry = 33

Gyenge karbon-savak s6i is kromatografilhaték akkor, ha a kénessav fel
tudja szabaditani belSlik a szabad savat. Az Ry-ériékek ilyenkor tébb savnal
médosulnak. A sav felszabaditasa gyakran nem kvantitativ.

A kénessavas eljarasnak kvantitativ mdédszerré wvalé kidolgozasa folya-
matban van.

Erkezett : 1951. augusztus 7-én.

A Mezbgazdasigi Ipari Kutaré Intézetek 1950, oktdber 19-én tartott kollokviumdnal anyage:.

Irodalom

. Brown : Nature, 166, 66. 1950,

, Fink & Fink : Proc. Soc. Exp. Biol, Med., 70. 654, 1949,
. Luge & Overell : Nature, 160. 87, 1947,

. Pacsu, Mora & Kent : Science, 110, 446, 1919,

L0 b —
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OMMPEJEJIEHHME HECKOJIbBKHX OPTAH MUYECKUX KHUCJIOT IPU [MoOMOoImHU
PACNPENEJIUTEJIBHOEL XPOMATOTPAGUH.

Kapois Ban.

Benrepckuii  [ocypapereennbii  CefibcKoX 03T Re BRI MpombimyienHo  Meeiefoparesnekyit
Hueturyr, Bypanemr

BEHEO Ou

Hamu npocepeHo oTpieseHHe HeCKCABKHX O praHHueCKMX KHCICT NpH NOMCIIH By MAMKHOH
xpomarorpaduu. [N NejapneHHsl THCCOLHALHH XIfHMeHSJHCH HAMM KpoMe yKCYCHCH H Mypa-
GLHHOH KHCIOT TaK)Xe cosiHas H CepHHCTAS KHCI01H. IIpHMeHeH e TCChefHHX ABYX JIETYUHX
HeOPraHHuECKHX KHCICT KaKe1Csl TNELCNEKTMEFBIM CTUAaCTH BCJeJCTEHE BBICOKOHM CTEIeHH MHX
AlCCOLHMAUMH, a IIaBHEIM chpasoM NMeTOMY, W10 ¢ GyTaHCIOM He 00pasyKT 3QHpOE, yro B ciaydae
fosee KOHLEHTPHPOEAHHOH yKeyCHOH, 0 CCCOEHHO MyparEHEON KHCJIOT TIPOHCX OAHT CTHOCHTENLHO
OBICTPO, H3MEHSST TEM CAMBIM OPUTHHAJbHBIH CCCTAB CMeCH PACTBOpHTENEH.

CosrsiHaAKNCII0TA Ka)KeTesl MOAXO/iAleH JJ1s cosgaHus XPOMaTOrpaMH, O{HAKO MpOsBJIC-
Hue TsiTeH OPraHHuECKUX KHCNIOT B STOM CIYYae — ECIefICTERE TPYNHCCTH YAAJNEHH A TCCaefHNX
CJe0B COJSTHOM KMCIOTHI M3 OyMarH — He MoOXCer TPOBOJIMTECA DPH HOMCIMH HHIHKATOPOR
KHCJIOTa-1eJ109b. 31ech OKasERaeTCs HeOOX OIHMbIM NpHMEHEEKE COOTBETCTRYIONEH Ipymnnosoit
UBeTHOH peakUuH, NMpomsBogumell Ha Gymare. Illesrounplii pacteop KMnO, (4) Kaxercs MOxXo-
AAUHM HHIHKATOPOM,

B ciayvyae IPHMCHCHHA MHIHKAT(PCR KKCJICT&-IU{EJIC‘IB, CaMBIM IIQJ]GCU(]ﬁpa.KiHHM KaeTes
CepHHCTOHHCJIMﬁ MeTol. CEle/ICTaH KHCJICTA XCPRCmo NOcgaraser AHCCOUHALHI0 OpraHH4ecKHX
KHCJOT (3a HMCKJIGYEHHeM BeCbMa CHJBHO THCCOL HMPCEAHH(H maBeseBCii KHCJ’[OTH), uﬁpaayer
OTYeTJHBLIE, KPYIJbIE NATHA, OTHC(CHTENbHO JETKO YAaJHMMa H3 ﬁymam, 4 MOKyDKa ee B COOTEEeT-
CTBEHHO OvHIIE€HHOM BHJ€ IIpccTa H jemeBa.

B opraHHuecKyl (asy pacTBOPHTENS HesIecocGpasHo BEefeHHe K GyraHomy pacTBOpH-
Telsl HepacTBOPSKULErO, HIH MNOYTH HEPACTBOPSIIOIEr0 CETaHHUeCKHe KHCNOTH (HAMpPHMep,
BeHsHH). [Ipd MOMOmMM TaKOTro PacTBOPHTENA CTAEJIBHBE OprabHueCKHe KHCJGTH, EeHyHAa Ry
KOTOpHIX B 4HCTOM OyTaHOne SBJAsercsl BecbMa GJMSKOH (Hallpimep sIGNOYHAS H I MOHHAS
KHCJIOTHI), XOPOMmO OTEIH MEL

HsmepeHnsi, NpoHSEeJeHHble B CEPHACTOKHCICM GyTaHone XOpomo T 0K4a3ylT, 4T0 E€JH-
YHHE RF M3MEHAOTCSI COOTEETCTEEHHO KO3({HLMentam pachpefelieHus MeW[y ABYMSI dazamu
pacTBOpHTENs : yeM OeJblie B MCJCKYJe KHCIOTBI LOJASPEBIX TRV, TeM Jysmas ee pacTBOPH-
MOCTb B BOJ[HOM (Jase, ClIelOEATENIbHO TeM MEHIIIA BelEskra Fy. B ciyuae siHTapHoH, s0ogHON
H BHHOKAMEHHOH KHCJIOT, OTJHYAICIHXCS TCAEKO YHCICM aJKOrCJIbHBIX THAPCKCHIeH, EeTHYHE b
Ry monyualoresl cnejyommmH :

COOH COOH COOH
C:H2 1CH—OH - jCH—OH
cH; CH, CH-—-OH
éoon 1COOH Jcooﬁ
Rp — 80 Rp = 56 Ry = 33.

Comn cra0bix KapOoHOBHIX KHCIOT TaKye X poMaTorpagupyemsl B CIyyae, eciH Mo BIHSA-
HHeM CePHHCTOH KHCJIOTH CCBCOCHIaeTCHa B HHX cB(GofHAS KHCACTa. BeTHUMHb Rr B sTOM
cayuae y HEKOTOPbIX KHCJIOT H3MeHskTeA, OcBCOOYKIeHHe KHCICTBE YacTO He SPJISeTes K OIHye-
CTBEHHBIM,

Pagpa®oTKa CepHHCTOKHCIOTHOTO METCAA B KCIMUeCTECHUEIH Meq O TIL OKIL OJHTCH B HACTC-
silee BPeMSA,

OBDLSICHEHHS K TABJIULIAM

TaGruua 1. 4. MoncuHam KHeqora
5. [laBenerag KHcsoTa

1. CpenHee 6. SlGnouras kMcaoTa

2. KpaiiHHe BeJHYHHBI 7. BHHCKaMeHHas KHCIOTA
8

3. Uucyo onpefeseHHiH . JlumoHBag Kuceaota
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TaGununa 2. 14, YkcyCHOKHCab# GyTaHoN
1, IlocTOSIHHAS JHCCONHALHM 15. MypaBLHHOKHCIEH GyraHo
2. MoJjiogHasi KHCJIOTa
3. IlllaBeneBasi KHCIOTA Tabanna 5.
4. SIHTApHAS KHMCIOTA 1. MonouHasi KHcJaoTa
5. S¥lGnouHast KHCIOTA 2. JlaKTHMOJIOWHAH KHCJTOTA
6. BHHOKaMeHHas] KHCJIOTA 3. H6nouHas wuciaora
7. JIHMOHHAs KHCJOTA 4, SlHTapHasi KHcaora
5. 50 obpeMHBIX gacrteif GyraHosna - 50 061-
Tatbauuma 3. eMHLIX vyacrel HachlmeHHOH cepHHCTOMH
1. Cpenﬂee KHCIIOTBL
2. KpaiiHHe BeMuHHE : 6. 25 obpemHBIX wyacred 6Gyrasona -+ 25
3. Umucno onpeaesieHH#H 06 BeMHBIX yacTeil GeHaHHA + 50 06HmeMHbIX
4. MonouHafl KHCJIOTA yacTed HAaCHIIeHHOH CepHHMCTOM KHCJOTH
5. JlakTHAIMOJIOUHAST KHCIOTA
6. llarenepasi KUCIOTA Tabauma 6.
; 23};222;: iﬁgﬁg?: ; KoHUeHTpauMa KHCIOTH B Mr/mm2
9. BHHOKaMeHHasl KHCJIOTa 3‘ %:ﬁ::ﬁiﬁﬂg;gom
10. JlumoHHasi KHCIOTA : 7. HEI0Te
4. Illanenenass Kucaora (KHCJOTHBIH (poliT)
TaGauua 4. 5. SlHTAapHAs Kucnora
6. $6nounas xucnora
1. CocraB cMecH pacrpopHTeneit 7. BHHOKAMeHHAS KHCJIGTA
2, Byranon 8. JlumoHHAsT KHCIOTA
3. Boaa 5
4. Pactsop S0,
5. YKcycHasi KHCJIOTA Tabmmus 5
6. MypaBbHHAS KHCJIOTA 1. Kucnora
7. KoHueHTpauus KHCaoThl B BepxHell dase 2. Comb
8. MoJjgoyHasg KHejoTa 3. MojouHasi KHCJI0TA
9. SGioyHas KHcnoTa 4. Hlasenepass kuenota (KHCIOTHBIA ()POHT)
10. BHHOKaMeHHAfl KHEJI0TA 5. SlHrapHasm Kuciora
11, JluMoHHas KHcIOTa 6. Y0mounas kueaora
12. Ob6pem 7. BHHOKaMeHHAsi KHCJIOTA
13. CepmmcroxHcaslii GyTaHo 8. JlMMoHHASI KHCJIOTA

Nachweis einiger organischen Sduren mit Hilfe der Verteilungschromatographie

K. VAS

Ungarische Versuchsanstalt fiir das landwirtschaftliche Gewerbe, Budapest

Zusammenfassung

Es wurde die Trennung einiger organischen Sauren mit Hilfe der Papierchromatographie
versucht. Zwecks Verhinderung der Dissoziation wurden neben Essig- und Ameisensiure, ver-
suchsweise auch Salzsiiure und schweflige Séure angewendet. Dic beiden letzterwihnten fliichtizen,
anorganischen Siuren versprechen viel, teils infolge ihres hohen Dissoziationsgrades, teils weil sie
keine Ester mit Butanol bilden, was bei Essig- und besonders bei Ameisensiiure, im Falle hgherer
Konzentrationen, verhiiltnissmissig rasch eintritt, und die urspriingliche Zusammensetzung des
Lésungsmittels veréindert.

Salzsiiure erscheint geeignet zur Ausbildung des Chromatogrammes, doch ist die Entwicklune
der Flecke von organischen Siuren in diesem Falle mittels Saure-Laugenindikatoren nicht durch-
fithrbar, weil die letzten Spuren der Salzsiiure nuv schwer vom Papier entfernt werden konnen.
Hier wire cine entsprechende, auf Papier ausfilhrbare Gruppen-Farbenreaktion notwendig,
Alkalische Permanganatlésung (4) konnte den entsprechenden Indikator abgeben.

Bei Verwendung von SHure-Laugenindikatoren ist das Verfahren mit schwefliger Siure
das zweckmiissigste, Abgesehen von der stark dissoziierten Oxalséiure driingt die schweflige Siure
die Dissoziation der organischen Siuren weitgehend zuriick, sie gibt einen sich gut von der Umge-
bung absondernden, rundlichen Fleck, ist verh#ltnissmissig leicht vom Papier zu entfernen, und
leicht, mit geringem Kostenaufwand, in der erforderlichen Reinheit zu bheschaffen.
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Es empfiehlt sich der organischen Phase des Losungsmittels, necben Butanol noch ein
anderes Losungsmittel einzuverleiben, welches die organischen Siuren mur wenig oder garnicht
lst (z. B. Benzin), Auf dieser Weise lassen sich auch solche Séuren (z. B. Aepfel- und Zitronen-
sfiure) voneinander trennen, deren RF-Wert in reinem Butanel nur wenig voneinander abweicht.

Messungen in schwefligeaurem Butanol zeigen, dass die Rr-Werte gleichsinnig mit dem
Verteilungskoeffizient zwischen den beiden Lésumgsmittelphasen sich verindern : je mehr polare
Gruppen in dem Siuremolekiil vorhanden sind, umso besser ist dic Laslichkeit in der wiisserigen
Phase, also umso geringer der Rr-Wert. Im Falle von Bernstein-, Aepfel- und Weinsiure, die

sich nur in der Zahl alkoholischer Hydroxylgruppen voneinander unterscheiden, gestalten sich die
Rr-Werte wie folgt:

coom COOH COOH
CH, ta_on ¢H_om
C|H2 éHz ‘B_om
toom (6OR doow
Rr = 80 Rr == 56 Rr = 33

Die Salze von schwachen Karbonsduren lassen sich ebenfalls chromatographieren, falls
schweflige Séure dic betreffende Sdure in Freiheit zu setzen vermag. Bei manchen Siuren veriindern
sich  dic Rp-Werte in  diesem Yalle. Das Freiwerden der Siure ist oftmals nicht quantitativ.

Versuche, das schwefligsaure Verfahren in ein quantitatives zu verwandeln, werden forf-
gesetzt,

Tabelle 1.
R p-Werte in essigsaurem Butanol

(Losungsmittel : 4 Vol, Bulznol -+ 1 Vol. Fisessig + 5 Vol. Wasser ; Papier : Schleicher
& Schuell, Nr. 597 ; 49;-ige Sdurelsdungen: 2—5 ul; 28° C; Lisungsmittelfront: 21—50 em,
ascendente bzw. descendente Entwicklung ; 5—8 Stunden.)

(1) Mittelw ert (5) Oxalstiure
(2) Minimum und Maximum (6) Apfelsiure
(3) Zahlder Bestimmungen (7) Weinsdure
(4) Milchsiure (8) Zitronensiure
Tabelle 2.
(1) Dissoziationskonstante (5) Apfelsiure
(2) Milchsiure (6) Wecinsiure
(3) Oxalsiure (7) Zitronensiure

(4) Bernsteinsiiure

Tabelle 3.

Rp-Werte in schwefligsaurem Butanol

(Lésungsmittel : 1 Vol. Butanol 4 1 Vol.' gesittigter SO,-T.osung; Papier: Schlcicher &
Schuell, Nr, 597 ; 1—2,5 bzw. 18—30 cm. breite Streifen ; 20—30° C ; Losungsmittelfront : 20—25
cm ; ascendente bzw. des cendente Entwicklung ; 4—12 Stunden).

(1) Mittelwert (6) Oxalsiure

(2) Minimum und Maximum (7) Bernsteinsiure

(3) Zahl der Bestimmungen (8) Apfelsiure

(4) Milchs dure (9) Weinsture

(5) Laktylmilchsdure (10) Zitronensdure
Tabelle 4.

Einfluss des Gehalts des Lésungsmittels an Jliichtiger Scure auf die R p-Werte
(25° C; Front: 18—26 cm ; ascendente Entwicklung ; 4—5 Stunden.)
(1) Zusammensetzung des (5) Essigsiure
Lisangsmittelgemisches (6) Ameisensiiure
(2) Butanol (7) Ssurekonzentration in

(3) Wasser der oberen Phase
(1) 50,-Lisung (8) Milchsiure
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(9) Apfelsiure (13) Butanol mit $0,
(10) Weinsiure (14) Butanol mit Essigsiure
(11) Zitronensiiure (15) Butanol mit Ameisensiure

(12) Volumeinheiten
Tabelle 5.

Einfluss des Benzin-Zusatzes auf die Rp-Werte in schwefligsaurem Butanol
(20° C; Front : 20—21 cm ; ascendente Entwicklung ; 4 Stunden.)

(1) Milchs#ure (5) 50 Vol.-Teile Butanol + 50 Vol.-Teile
(2) Laktylmilchsdure gesittigter SO,-Losung
(3) Apfelsaure ‘ (6) 25 Vol.-Teile Butanol 4 25 Vol.-Teile
(4) Weinsture gesiittigter S(),-Lisung

Tabelle 6.

Einfluss der Konzentration der Scure- Flecken auf die R p~Werte in schwefligsaurem Butanol
(18° C; Front 32—37 cm ; descendente Entwicklung ; 8—10 Stunden).

(1) Konzentration (4g/mm?) (5) Bernsteinsiure

(2) Milchséure (6) Apfelsiure

(3) Laktylmilchsiiure (7) Weinsiiare

(4) Oxalsiiure (F'ront des Flecks) (8) Zitronensdure
Tabelle 7.

Chromatographieren von Séduren und ihrer Salze in schwefligsaurem Butanol
(19° C; 47 cm; descendente Entwickiung ; 9 Stunden.)

(1) freie Saure (5) Bernsteinsiture
(2) Salz (6) Apfelsiure
(3) Milchsiuare (7) Weinsiiure

(4) Oxalsiiure (Front des Flecks) (8) Zitronensiure
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Detection of Certain Organic Acidls by Partition Chromatography.
K. ¥ A48

Hungarian Institute for Rescarch in Agricultural Industry. Budapest

Summary

The separation of certain organic acids by paper chromatography has been attempted.
In addition to acetic and formic acids hydrochlorie and sulfurous acids were also tested as agents
reducing dissociation of solutes. The use of the latter volatile organic compounds seems prom}sing
partly owing to their strong dissociation partly because they do not form esters with butanol.
This latter process oceurs relatively quickly whery higher concentrations of acetic and, especially,
of formic acid are applied, resulting in a change oFf the original composition of the solvent phases.

Hydrochloric acid seems suitable for developing chromatograms. The spots of organic acids,
however, should in this casc be developed with reagents other than acid-base indicators since it
is difficult to remove the last traces of hydrochloric acid from the filter paper. A group colour test

appropriately performable on filter paper is need ed. Treatment with alkaline potassium perman-
ganate solutions (4) seems promising.

The sulphurous acid method proved most practical when acid-base indicators were used.
The advantages of its application are the following ; a) dissociation of the organic acids is consi-
derably reduced (with exception of the strongly dissociated oxalic acid): b) well rounded and
separated spots are obtained ; c¢) the developing agent is casily removable from the filter paper :
and d) sulfurous acid of required purity can be ohtained without difficulty.

The introduction into the organic phase of another solvent — in which organic acids dissolve
only sparingly (if at all), e. g. gasoline — seems advisable. This makes the separation of certain
acids the Rr values of which in pure butanol are very close to each other (e. g. malic and citric
acids) much easier.

Measarements performed in butanol containing sulfurous acid showed that the higher the
number of polar groups in the acid molecule the higher the solubility in the aqueous phase and
thus the lower the RF. The following R¥ values were observed with sucecinic, malic and tartaric
acids which differ only in the number of alcoholic Lydroxyl groups contained :

COOH CO0OH COOH
CH, CH—OH CH—OH
CH, CH, CH—OH
COOH COOH COOH
Rr = 80 Rr = 56 Rr = 33

The salts of weak carboxvlic acids can also be chromatographed provided sulfurous acid
is able to liberate the acid from them. In such caeses the Ry values of several acids change. The libe-
ration of acids from their salts does not always proceed quantitatively,



