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ФОТОДЕНСИТОМЕТРИЯ В РАСТИТЕЛЬНОЙ БИОХИМИИ

Применение распределительной хроматографии на бумаге, на тон­
ком слое целлюлозы или электрофорез позволяют выявить множество
компонентов биохимического состава растительного сырья. На этой ос­
нове с помощью фотоденситометрии с легкостью можно определить ко­
личественное содержание множества соединений, в том числе сахаров, 
органических кислот, аминокислот, полифенолов и т. д. [1, 2, 5].

Ценность этой методики заключается, с одной стороны, в ограничен­
ном размере необходимой тля анализа пробы, с другой — в быстроте оп­
ределений, что в целом обусловливает целесообразность ее применения.

Фотоденситометрическое определение может быть успешным только
в том случае, когда хроматографическое разделение полное и качествен­
ное: фон гомогенный, а пятна выделены хорошо и контрастны. Это лег­
че достигается на тонкослойных стеклянных пластинках, чем на бумаге.
Хорошие результаты получаются при электрофорезе.

Если фотометрия измеряет прохождение света через вещество или 
гомогенный раствор, фотоденситометрия проводит это измерение через 
твердое тело, молекулы которого размещены гетерогенно.

Фотоденситометр включает: источник света, камер\ с фотомульти­
пликатором, самопишущий прибор — интегратор, чертящий «пики», пло­
щадь которых более или менее пропорциональна количеству анализи­
руемого вещества.
' Аппарат интегрирует в общее показание последовательно измеряв- 

мую оптическую плотность в каждой точке пластинок, которые поочеред­
но располагаются относительно источника света .

Применение фотоденситометрической техники для количественных 
определений основывается на том, что рассмотренное вещество подчи­
няется основному закону абсорбции (закон ера . ампера.

плотность (О. П.) анализируемого веществагласит, что оптическая
должна быть пропорциональной числу пройденных 

—переданная световая ин-
мгде 10—случайная световая интенсивность; 1

’ г- ..А,։илг1П1н коэффициент затухания, II—число проитснсивность; Е—специфический коэ<рц 
денных молекул.

. ж ... может быть применена в абсорбции или в светопроницаем!.Фотоденситометрия может б Р ссматриваем только абсорбцию
сти, в отражении или в флуоресценции,
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Способ действия. На пластинку с тонким слоем целлюлозы размером 
20x20 см наносят пять пятен длиной 15—20 мм. Для этой цели можно 
использовать микропипетку .или капиллярную трубку строго определен­
ной длины. Однако лучшие результаты могут быть получены с помощью 
микрошприца, действующего принудительной эжекцией капель, что по­
зволяет избежать контакта со слоем целлюлозы.

На два пятна, расположенные по краям пластинки, и на одно, пахо- 
дящееся посередине, воздействуют раствором — эталоном с известным 
составом и содержанием, а на два других пятна — анализируемым 
раствором. Это делается для того, чтобы несколько сгладить случайные 
флуктуации и достичь более высокой точности.

Затем приступают к осуществлению фотоденситометрии каждого 
пятна и ведению записи для каждого пика соответствующего пятна.

Лучшие результаты получаются, если фотометрическое определение
проводить через день, а не сразу, так как пятна на .пластинке наилучшую 
интенсивность имеют именно в это время.

Площадь пика пропорциональна концентрации. Соотнеся площадь 
пика анализируемого раствора к площади того же пика раствора-этало­
на, получают искомую концентрацию. Так, например, искомое содер- 

38жание винной кислоты красного вина равно — Х50—30,2 эквив./л., 
63

так как площадь пика эталона составляет 63 ед., площадь пика вина— 
38 ед., а раствор-эталон содержит 50 эквив./л. (оба раствора исполь­
зуют в одном и том же объеме — 20 мл).

Зачастую хроматография не обеспечивает искомую гомогенную ос-
нову — линия основы получается иегоризонтальной, вследствие чего ап­
парат вовлекает в определения лишние отрезки площади пластинки, и
данные получаются недостоверные, завышенные. В таком случае гло­
шадь каждого пика можно определить с помощью планиметрии или 
вззешиванием после разрезания.

При определении различных соединений .для получения максималь-
него контраста используют фильтры, приложенные к аппарату, которые
в определенной мере ограничивают ширину спектра, излучаемого источ­
ником. К примеру, при проявлении на анилиновой основе можно исполь­
зовать фильтр Враттена 47 Б.

Все эти операции очень быстрые. Фотоденситометрическое исследо- 
<։ние пластинки двумя образцами и тремя растворами — эталонами— 

требует всего нескольких минут.
Для определения концентрации пятен из существующих 

наибольшее применение имеют денситометры, такие, как
аппаратур
яротометр-

Джойса-Лейбла,' ՛։.сиратор-регистратор Вернона1, фотоденситометр
тип Хромоксон2 и др. Среди них наиболее усовершенствованным, быс-

учреждением «Вернон»,— Франция, ул Эд. Трамлей, 5.
учреждением «Джойс-Лейбл» — Франция, Сюрсен, ул

1 Изготавливается
2 Изготавливается

дена, 75. В е р -
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трым и точным является «ВИТАТРОН» ТЛД-1003. Он сконструирован 

3 Изготавливается учреждением «

специально для количественной оценки неправильных по форме структур

высо-
двумерного сечения, т. е. именно таких, какие возникают при тонкослой­
ной хроматографии, хроматографии на бумаге или электрофорезе 
кого вольтажа. Кроме того, прибором точно определяются фотографи­•»
руемые пятнистые или линейные очертания.

Достоверность результатов фотоденситометрии варьирует в преде­
лах ±8%. Как и в каждом микрометоде, эта точность может быть силь­
но искажена вмешательством разного рода причин, которые подробно 
рассмотрены в исследованиях Шелларда [3], а также Ферберна и Раль­
фа [4].

Таким образом, при наличии высококачественных хроматограмм на
тонкослойных пластинках или на бумаге, а также электрофореза высо-
кого вольтажа фотоденситометрия является наиболее универсальным, 
достаточно точным и очень быстрым методом для количественных опре­
делений различных компонентов растительного сырья.

Такие универсальные экспресс-методы с большой производитель­
ностью особенно нужны для селекционеров: гибридологический анализ 
биохимического состава большого экспериментального материала поч­
ти не возможен с помощью существующих монометодов, специализиро­
ванных для определения либо качественного, либо количественного со­
става того или иного компонента. Кроме того, они не отличаются быстро-
той операции. Между тем при работе с большим селекционным фондом
быстрота определений с надежной точностью зачастую становится 
ным фактором.
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Ա մ փ ո փ Ո I մ

Հ Լ տ ա֊ 
որոնց

Բույսերն կենսաբանության ուսումնասիրության հես, կապված 
էյ ո տ ո լթյոլններր օրրստսրե խորանում և բազմակողմանի են դառնում, 
նպատակադիր ու արդյունավետ իրազործումր մեծապես պայմանավորված ( 
դիտական ժամանակակից սարքավորումների առկայությամբ, ՚

' Ղ Ւ արժանի խո ո մ ա տ ո դր աֆ ի ա յի յ
Ս.ւս տեսակետից ուշադրության հ / ' , , ' , Հ

. .. 1 „ , . յլ,.„„յ հայտնաբերված նյութերի որակական կազմի բա-
էլեկտրա ֆորս զի սրջոցո1Լ 'մ ր ' 
նաեաեան ո„ո,ո,մր զենսիտոմետրիայի միյոցով,

Поль Брюнинг», Голландия.
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Գոյություն ունեցող դեն ս ի տ ո մ ե տրն երի ց ա մ են ա կ ա տ ա ր ե լա դո ր ծ վա ծ ր 
ամենաարագը և առավել ճիշտը 7^Ռ—100 մակնիշի մեքենան է, որի միշո֊ 
ցով կարելի է որոշել շաքարների, օրդան ա կան թթուների, ամինաթթուների, 
ֆենոլային և այլ միացությունների քանակական կաղմր>

Այս տիպի ունիվերսալ և արադ մեթոդների ա ռկ այությոլնր կարևոր է 
հատկապես սելեկցիոներների \ամար, որոնց \մ եծ աքան ա կ փորձարկվող նյոլ֊ 
թի հիբըիդոլոդիական անալիզը, ըստ քիմ ի ական կազմի, համարյա անհնար
/ դոյություն ունեցող մեթոդների օդն ութ յամբ

Л ИТЕРАТУРА

1. Bourzeix Л1., (Jultraud J. et Champagnol F. Chromatog J., 50, 83—91, 1970.
2. Champagnol F. et Bourzeix M. J. Chroma tog, 59, 472—5, 1971.
3. Shellard E. J. Quantitative paper and thin layer Chromatography. Academic Press» 

London, 1968. , .
4. Fairbairn J. IF. et Relph S. J. J., Chromatog., 33, 494, 1968.
5. Bou'das M. Chlmie. Anal., 51, 76—82, 1969.


	85.jpg
	86.jpg
	87.jpg
	88.jpg

