
Bulletin PV (Bratislava) XXII (III), d. 3, s.225-233, 1984

Farbiv6, bazy diernaj (Sambuu.Ls nigra)
YI. Izolicia frakcif farbiv a ich vlastnosti

MILAN DITDAK _ R,ENATA VORSOVA

SLrhrn. Farbivri po izoldcii na polyvinylpyrolid6ne - Polr-clar -{T sa rozdelili
na tcnlil/ch vrstvrich mikrokry5talickej ce1ul6zy. Opakovtrnr'rn clelenim sa ziskali
dtyri frakcic, ktorfch identita sa porovndvala so zndrnr-mi farbir-ami r- baze dier-
nej. V prrici sa dalej sledovala stabilita dvoch zrikladni'ch irakcii ziskerni-ch po pr-
vorn roz<leleni ua zri,klade kinetickfch merami. Stabilita frakcri sa porovndvala so

vzorl<or r pred joj chromatografickli'm delenim.

V predchd,clzajicichprd,cach [t-5] sme sa zaoberrrli i-l:..stnosfrl,rni a sitrl,-.ilitou
cel6ho komplexufarbiv vbaze diernej. Na z6,l<lrrcle hinetickj-ch m(.iarli snle po-
rovnali stabilitu farblv vo vvlisovanej Stave z ploclov tolrto vrlclatn6iro zclroja
prirodnych farbiv, ako aj v honcentr6,te farbiv vvroben6ho porlltr ntr.mi rypra,-
eovan6ho postupu [17]. Rovnako sme sa zaobelirli uroZnost::rtri r-nri,itia lion-
centr6tu farbiv v potravindrsliom priemysle. \- predhlrrltrnej pi'tici sllle s., zrt-

nlera,li na, rozdelenie a izold,ciu jednotlivycir frakcii ftrrbir- r- b,izi' i'ieruej a na
skirmanio ich stability a z6,kladn'fch char:r]itelistil;.

DxperirnentSlna tYasi

-\Irr,teritil a nrt,tddv

Zi,sku,ni,e & {epre,aa lfouy : bu:y tieritej. Bobule biizy diernej sa do spracovania
sliladovali pri teplot'e -18'L'. 

Po rozrtrLirzeni sa r-vlisovanr{, Btava odstredbva,la
5 min pli fi'elir-encii 3000 ur;rt-1 ir pir*telizor itla, pri teploie 85-90 oQ 
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kovom past6ri. DaHim rikonom bola fermentr{,cia pri 28'C (48 h) kvasinkami
Baaaharomgces oui,form'i,s Tokaj 76 D a odstredenie. Ziska,nd Sfava sa skladovtr,la
pri teplote 0 oC. Uved.enf postup zarudoval spracovanie priemernej vzorky,
zvf5enri stabilitu podas skladovania a odstrS,ne,nie niektorfch l5,tok, k'uor6
urychlujri de5trukciu farbiv fl, 21.

Izold,cia antolcyantnoo. Fr,rbivr4, zo $te,vy sa izolovali na poiyvinylpyrolid6-
ne - Polyclar AT, a to jeho pridavkom v mnoZstve 2 g na l0 ml Sdavy alebo na
stlpci Polyclaru AT (150 X 15 mm). Opakovanfm prem5rtim odfiltrovan6ho
polyvinylparolid.6nu (P\lP) alebo stipca destilova,nou vodou a metanolom
sa odstr6nili l6,tky, litor6 sri neza,chytili na PVP. Antoky6,no'r6 farbivS, v cl6sled-
ku tvorby pevnych vodikovfch niostikov prot,6nu hydroxylovej skupiny ostali
vmzanf na PVP. PigmentS- sr', poton eiuovali metanolom s pridavkom 0,1 oA

kyseliny chlorovodiliovej. Ziskan6 elu6,ty sa koncentrovali na rotadnej vS,kuovej
odparlie pri teplote do 40 oC.

Chromatografwk|, delenie antolcyaninou. Izolort.ln6 ant,okyaniny sa delili na
tenklich r,-rstvd,ch pripravenych z mikrohry3talickej celul6zy LK a LT a z prri,$-

kovej celul6zy Whatman. Suspenzia celul6zy na priprnvu tcnklfch vrstie'v z ce-
lul6zy LK sa pripravila mie5anim s vodou v pomere I : 4, LT v pomero I : 6.
Pr6dkov6 celul6za sa pouiila v zmesi s mikrokryitalickou celul6zou LT v po-
mere I : 2. Na urdenie Rf hodn6t jednotlivfch oddelen5ich frakcii sa pouiili ko-
merdne vyniban6 vrstvy mikrokry5talickej celuldzy Lucefol. Ako vyvijacie
zmesi sapouiiliBAW (6 : I : 2) a WHCIP (f0 : 2 : 3) (B-n-butanol,A- ky-
selina octov6, HCI - kyselina chlorovodikovri,, W - voda, P - kyselina pro-
pi6nov6,).

Stanoaeni,e antokgd,nou$ch farbi,a. Antoky6nov6 farbiv6, sa stanovili pH di-
ferendnou met6dou podla X'ulekiho a X'rancisa [5, 6]. Stabilita oddelenlfch frak-
cii sa porovnitla, na zS,klade kineticky?ch merani po zata,veni do sklcnll?ch ampu-
liek pri teplotrich z6,hrevu 70, 80 a 90 'C v termostate s rcguld,ciou teploty
+0,5 oC. Zo stanovenfch hodnOt obsahu farbiv po odobrati vzoriek, ich ochlade-
ni a filtrd,cii sa vypo6itali rlichlosr"n6 konBtanty, poldas rozkladu a hodnoty
@ro. Dalej sa urdila aktivadn6, energia a aktivadnrl, entropia, za predpokladu
platnosti Arrheniovej rovnice pre sledovan6 reakcie deBtr,.rkcie a,ntoliydnov

[2, 7-f 0]. Absorpdn6 spektrd, sa more,li na pristroji Specord W/VIS (C. Zeiss,

Jena,) a pH hodnoia na pH-Acidimetri typ 323 (Druopr;a, Praha).

Yfsleilky a iliskusia

Na posridenie vlastnosti antokyd,novfch farbiv v baze diernej vzhladom na
ich stabilitu treba skrimat ich spni,vanie za pravdepodobnfch podmienok ich
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uplatnenia v potravin6rstve, a to ako prirodzenej sri6z-r,sti produkcie alebo ako
farbiva pri prif*rbova,ni niektorlich vyrobkov. V predchdrdzri,jricich prdcach sme

poukdzali nn oclli5nosti v chemickej Btruhtriro a v zasttipeni jednot'livliich anto-
ky6,nor,1fch farbiv v skirmanom ma+'erid,li. Struktirra 16,'ook vplyvil nii rt',a,kdnd

rychlost aclbf.r'riuiir, ft.rbir- a niL noil6 r():i,kcit-] s d.iiilirni i5,t'k:r,mi. Pozna'r,ky o sta-
bilite jc,clnoi;livych fi.r'bir, resp. frL"licii unoZir:jri poi;irdit celkovri ste.bilitu
falbitt,coho prepi-.r6,t,.1, prip,,dnr. nd,shdnc+ zii,m(--rirt frsiiie nrr, zniir.nic obsa,hu naj-
menej sir'bihrc,j zloLky 1- pr('p:irh,tir.

V prvej 6r.st'i experirncnltilnej pr:ice sme sir, zamerir,li na chromatogr;r,figftS
de,lenie i.,nt'ok;',ininor b:rzy t'itlntj. Pignent'y izolovan6 na Polycla,re AT sa

po skoncentlovturi clelili nir tetkj-ch vr':'t'r-irch pripravcnf ch z r6znych clruhov
mikrokry'!t..,lickej cc-hildzr-. N,,jlt,piic. oclcl"li'nie sa dositr,irio na tenkej vrsive
z pr5,Skovej cr-lul6zv Whatm,Ln r. mikrt-,kn-Strr.liciiej ceiui6zv LT po zmic'S:r,ni

v pomere I : 2v sirstave BAW (6 : I : 2). Oclporrii'and, sristavrr, BHCIW (5 : 2 : l)
sa ukdzaia ako nevhodn6. Aj stistara B\fA (1 : I : 5) pcs1i5rts1r1,,l1, dobr6
v;isledky. Cirrornatografick6 delenie zil uvedtni-ch poclmirnr-rli urloZnilo odde-
Ienie dvoch frakcii, ktor6 d.ile;j ozna6ujeme t'"ko fr,,.kcie A :, B.

X'rakcie A a B sme eluovali postupne z adsorbent'a t'enl,i-ch r-r'stic.r- 0,0L o/o

HCI v metanole, koncentrovali pri teplote do 40 "C (v ,-..'.t.ro:f6l'c N,) ii opd,t

rozdelili na tenkfch wstvr{,ch celul6zy v sirstave WHCIP (10 : 2 : 3). Fr.rlicia
A sa rozdelila na d,llBie frakcie ,{1, .{2, Ar. Frrr,kcia B sa dale,j nc.rozdeiila.

Na pororrnanie -R1 hodn6t ziskany?ch frakcii s ridajmi v literatfrre sme pouZili
komerdne vyrd,ban6 tenk6 vrstvy mikrokrydtalickej celul6z)'Lucefol, pret'oZe

-8, hodnota je parameter, ktor5i okrem infch faktorov znadne z6,visi aj od hrrrbky
a, rovnomernosti nanesenej vrstvy. V tabulke I uvddzame prehlad. o rozde-
leni antokyaninov na Lucefolo v pouZitfch sirstav6,ch, ako aj ridaje o -Br hod-
notS,ch jednotliqich frakcii. V tabulke 2 je prehlad o -Bt hodnotr4,ch antokyani-
nov podla dol,eraz publikovanlfch ridajov o zloLenifarbiv bazy diernej Ul-131.
Na zri,klade farebnosti (absorpdnfch maxim) a porovnania .81 hodn6t s frdajmi

Tabulka l. Prohlad o rozdeloni antokyaninov bazy Eiernoj na Lucofolo a ich R1 hodlotdch
Ta,ble 1. Soparation ofantocyaninos ofblack eldor on Lucofol and their.Ar values

Skvmal BAWz
(6:1:2) Farba3 Skrvnar Identiffkdcias

o,26

0,r3

dervono-
fialovris

0,66
0,25
0,08
0,84

Ar
L2
As
B

modro-
ffalovd,?

Cy-3-sambubiozids
Cy-3-glucozide
neidentiffkovan6lo
Cy-3 -sambubiozid-3 -gluko-
zidTr

lStain; zOomposition n-butanol-acotic acid-water; sDye; aOomposition wator--hydrochlo-
ric acid-propionic acid; sldentiffcation; oReddish vrolot; ?Bluish violet; e0!-3-sambubioside;
eOy-3-glu-kosido 

; 
loUnidentified ; 

I rOy-3-sambubioside-3-glucosido.
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Tabulka Z, faale o .R1 hodaotrich antokyaninov [11]
Tablo 2. Data on Rr values of antocyanines [11]

Pigmentl
BAW2

(6:1:2)
WHCIP3

(10:2:3)

Cy-3-gluloziita
Cy. 3-sambubiozid-5-glukozids
Cy-3-sambubiozidc

0,26
0,15
0,25

0,29
0,8r
0,65

lPigrnent; 2Oomposition n-butanol-acotic acid-water; sOomposition wator-hydrochloric
aeid-propioaic a,cid; 'Cy-3-glucoside; 

5Cy-3-sambubioside-5-glucoside; oCy-3-sambubiosido.

v literatrire sme pre danri chromatografickri sir.stavu identifikovali jednotliv6
antoky6,nov6 frakcie ako kyanidin-3-sambubiozid, kyanidin-3-glukozid, kyani-
din-3-sambubiozid-5-glukozid. X'rakcia A, ostala bliZ5ie neurben6, ale vych6-
dzajric zpoznatkLt,i,e gl5rkozid{"cia zv;'Suje -E hodnoty rio vodnom rozpri$tadle,
moino pred.pokladai, Le ide o ky-anid.in vzniknutf hydrollfzou podas koncen-
trovania eluS,tov a podas fermentricie. Identifikd,ciu farbiv pokiaddr,me za, orien-
tadnfi vzlrladom na dostupn6 a polui:it6 met6dy.

Y pr6,ci sme sa dalej zamerali na izolovan6 frakcie A a B v prvej chromato-
grafickej sirstave. Oznadenie frakcii budeme pouiivat nadalej, pretoie sa iden-
tita farbiv infmi metddami ani porovnanim so Standardmi bliZ5ie nepotvrdila,
a, naviac frakcia A sa sklad6, z niekolkfch farbiv. Percentu6,lne zastripenie

400 500 600 nm

Obr. L Absorpdn6 spektr6 frakcie A v zd,-

vislosti od pH roztoku.
f ig. l. Absorption spectra of ths fraction A

in depondence on pH of the solution.
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Obr. 2. Absorpin6 spektrd frakcio A v z*,-
vislosti od pH roztoku.

Fig. 2. Absorption spectra of the fraction A
in dependenco on pI{ of the solution'
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\\.HCIP3
li,:9:3)

frakcii v eludte sme stanovili podla Lambertovho-Beerovho z6,kona pre
viac zloiiek, podla ktor6ho je celkov6, absorbancia sridtom v5etky?ch absor-
bancii patriacich kaiclej jednotlivej zloi:ke. Z eluovan6ho mnoZstva farbiv po
ich rozdeleni na tenkej vrst've preclstavovtrla frakcia A 75,3 o/o a frakcia B
24,7 o/o. Premeranim absorpdnj-ch spekt,ier frakcie A a B v 0,01 o/o roztoku ky-
seliny chlorovodikovej r metanole sa upresnilo absorpin6 maximum pre zlodku
A pri 526 nm a pre zloZku B pri 524 nm. do potwdzuje predpoklad, Ze ide
o 3- a 3,5-substituovan6 antokyanidiny.

Obr6,zky I-4 zn&zorirujir vplyv' zmenl' pH na priebeh absorpdnly'ch spektier'
vo viditelnej oblasti. fzolovan6 frakcie tenliosrstvovou chromatografiou po

'..\ a\
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400 500 6rJ0 nm

Obr. 3. Absorpdn6 spektrri frakcie B v zd,-
vislosti od pII roztoku.

Fig. 3. Absorption spectra of the fraction B
in dependence on pH of the solution,

600 nrn

Obr. 4. Absorpdn6 spekbrd, frakcie B v zri,-
vislosti od pH roztoku.

Fig. 4. Absorption spectra of the fracCion B
in dependenee on pH of t'he solution.

koncentrovani na rotadnej v6,kuovej odparke sme rozpustili v tlmivSTch roz-
tokoch s pI{ hodnotami: 1,01, 2,04,2,5 3,0; 3,5; 4,5 5,0 a 6,1. Tlmiv6 roztoky s&

pripravili z monohydrS,tu kyssliny citr6novej a dodecylhydrd,tu hydrofosfo-
rednanu sodn6ho. Roztoky s pH I a 2 sa pripravili pridanim kyseliny chlorovo-
dikovej do tlmiv6ho roztohr s pH 2,5 (c/I{Cl) : I mol.l-l). Zr{,vislosf zmeny
absorbancie od vlnovej dii:ky a p}J, A: f(pH,i) sa, z&v.namena,la, na spektro-
fotometri Specord UV VIS vo viditelnej oblasti v rozsahu vlnoq?ch diiok
400-700 nm. Me&i frakciami sa zaztrarrlenali podstatnd rozdiely v posune
absorpdn6ho maxima. V oboch zloilkhch absorbancia kiesala s rasttcou hod-

229

600 nm



notou pH, 6o sp6sobuje ribytok dcrvenej kati6novej formy a zvlf3enie obsahu
psoudob6,ay. Poloha absorpdn6ho maxima pri pH l-3 bcla v oboch pripadoch
blizko 512 nm, pri pH 3,5 t 4,5 v rozmeclzi 5f 4t-516 nm a pri pH 5 a 6 pri 518-

-522nm.D6leiit'5;m ukitzovate'Iom stability fir,i'6i., sir kinotick6 meranie, ribytku farbiv
s n6,sledn1y'm v;ipodt'om urbujricich f:r,htorov na, posri.denie r5?chlosti c[smickoj
re:rkcie. Izolova,nd frakcie A a B sme za,hrievali pri teplot,e 70, 80 a g0 oC. Na
porovnanie ich stabiliiy sme podrobili sirdiisnc rovnilir6mu tepeln6mu zataZeniu
vzorku pred chromatografickfm delenim. Obytch filrbiv sme sledovali pII
diferc.,ndnou met6dou. Priebeh zri,vislosti zneny koncentr6,cie farbiv od da,su

zithretu pri konii:an';nej i;eplote sme posridili n:, z5,hhcle,' vypoditan;fch korela6-
nfch koefi.cientov (r) zrv predpoklrcln lini',6rnej aS,vislosti log (X/Xo) : f(z)
a pre t/X : f(r). Hodnoty korelrr,dnrich kooficientov ze, prodpokladu lineS,rnej
a6,vislos+,i obccJr nezlr,r'i>lrr prcmcnr.i.'ch bc,li v previS,drjircom podte vy5die
pre prqy' vzt::,h, do pot'r"i'clilo spr6r-nost prcclpoiiladu pric,be'hu reakcii l. po-
riadku. Ho<inoty horel'ilj'ch kot'ficir,ntov pre clanf podet experimentrilne na-
mare'ny?ch riclejor" boli vo v3..tliych pr:ip:Ldoch vy5iic lJro krit'icli6 hodnoty. Aj
pri l,estovani iioreladndiro koeficient'u f-tersbom sa vypoditali hodnoty nickolko-
nS,sobne vyS5ie ako hodnoty f uv6,dzan6 v tabulkrf,ch [ta].

Na ilnstrri,ciuzn6,zorilujeme priebeh dbytku farbiv vo frakcii B na obr6zku 5.
Srirernica z6vislosti log (X/Xr) : f(r) pri kon5tantnej teplote, vypoditand
rnet6dou najmenBich Btvrcov pre regrosnf priamku (predpoklad reakcie l.
poriadku), je r5?chlostnrl, kon5tn,nta ft. V t:r,bulke 3 uv6dzame hodnoty korelad-
n6ho koeficientu pre uvaZovanf zS,vislost, rychlostn6 konBtanty, poldasy roz-
kladu a hodnoty 0ro pre vzorku upravenej bazovej 5tavy, frakcie A a frakcie B.
X'rakciu A sme zahrievali pri rdznych hodnotr4,ch pH. Potvrdil sa vpl;,'v tejto

tosS

Obr, 5. DeEtrukcia farbiv vo frakcii B podas
zdhrevu.

Fig. 5. Degtruotion ofdyes in the fraction B
whilo temporing.

c6 [min]
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Table 3. Yalues ofrato constants, separation half-times and Qto for black elder, fractions A and B

Vzorkal pE rcl
I tog (x/xo) : f(z) |lrel T1 lt

Stava2

Fra,kcia A8

X'rakcia B{

-0,9625
-0,9287
-0,9228
-0,9806
-0,9680
-0,9941
-0,9836
-0,9782
-0,9793

-0,0002
-0,0005
-0,0017
-0,0018
-0,0037
-0,003r
-0,0 r 62

-0,0323
-0,0641

70
80
90
70
80
90
70
80
90

2,5
2,5
2r6
1,5
L,5
2,5
2,5
2,5
2,5

k. 106

[s-t] thl

25,00
r0,03
2,95
2,79
1,36
L,62
0,3r
0,r6
0,08

6,77
tr,g2
16,53

6,91
r4,20
r l,9
62, l8

I 23,98
!16,04

Qn

2,43
3,49

2,05

1,94
2,00

lSample;2Juice; sFraction A; {Fraction B.

hodnoty na rychlost odbriranir.. t-rnt'oky6nov;,-ch f.rrbiv. Pretc, v iabulke neuv6,-
dzame hodnotu 0ro pre zmenu teplot';r z 80 oC n& 90 "C.

Z porovnani;1 v;?sleclliov vypli'va,, Ze fre.kcie A a B sri T poro--nilni so \-zorkou
pripravenou na, chromatogtafick6 delenie menej stabiin6. Postnpom izold,cie

farbiv a ich rozdelenia na tenkfch wstv6,ch sa odstrd,nia i5,tkr-. ktor6 mdZ'-r

ovplyvnit rfchlost roakcie v pouitivnom i nu.gativnom zlntsle. Post'up zishania
frakcii separadnfmi postupmi koncentrovania je znadne zdihav;', a preto pri
pouZiti dostupnej metodiky je velmi pravdepoclobnr{, hydrolyza v kr-slom plos-
trcdi za vzniku nest6,leho aglyk6nu. Nameran6 q;?chlostn6 konHiani'y \- poror-
nani s ridajmi v literatrire sri vy$Bie [15, f 6]. PretoZe 3,5-substituovan6 anto-
kyanidiny sri menej stabiln6 ako 3-substituovan6 antokyanidiny, moZno
z porovne.nia stability frakcii A a B usudzovat, Ze frakciu B tvori 3,5-substi-
tuovanf aglyk6n v srilade s identifil<riciou na z6,klade hod.n6t -Br.

Tabulka 4. Ilodnoty aktiva6nej energie, aktivadnej entropie a frokvon6n6ho faktora (hypote-

rabro 4. values oracrivau'" "ti:lg":*f#1f"::Hl|;':1. rroquoncy racror (hyporhoric rare
constant)

3,1 . 108
0,7. 108

76,78
13,48 - L46,62

- 161,46

Stanil'ardnd, toplota na qipodet entropio jo 80 oC. ,4. - frekvendnf faktor (hypotetickri rfchlost-
n6 kondtanta), EA - a,ktivain6 onorgie, B - aktivadnd entropia.r

lSamplo; sJuice;8tr'raotion B; Tho standerd temporaturo for ontropy oomputation is 80'C.
.d. - frequenoy factor (hypothetic rate oonstant), E6- activalion energy; B - activation entro-
Pv.
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Tabulka 4 :u.rrfidza rldaje o vypoditanfch hodnotd,ch aktivadnej energie na
zr{,klade Arrheniovej ro'rnice a hodnoty aktivadnej entropie a frekvendn6ho
faktora pre frakciu B pre nerozdelenri vzorku. Na vypodet entropie sa uvaZovala
ako Etandardnd, teplota 80'C. V srilade s prechddzajricimi zi,vermije aktivadnd
energia vyS5ia pre vzorku pred jej roadelenim na frakcie, diie pdvodn6" vzorka
pripraveni fermentS,,ciou je stabilnej$ia proti z6,hreva ako izolovanr{ frakcia B.
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Kpacureiru 6yaxnn qepnofi (Sombucus mi,gra)

VI. trfaoaarlua {panqul"l ripacxrenefi n sr csoficrna

Pe srcuc

fipacure;rtt nocire r{BoJrfiuxlr Ea nojrrBrrnrrnilnporrrl{oue - Polyclar A-I paa4e;rflnrrcb Ea
ro[Hlrr cJotlr Mr'r]ipo]tpl{craJrJrl{{e(:noii 4e;r;rroaoar,l. flyreu rroBTopuoro paagerennr 6rrnn
rroJyqerrbl ucrllpe (ppaxqru, [Aearnquocrb noropr,rx cpanunnaaacr I r{BBecruhrMrr Rpacrr-
TeJrrrnr B rrcpuor: 6r'arlne. 13 pa6ore uayqaercfi gaaee ycrofivrrBocrr AByx ocuoBur,rx SpaT-
ufiu, troirYqeE Ehr\ rroc.-rc uepBor-o pa3leneEr{E Ea ocEoBaIItrI{ KuEeTtrrlecRltx E3Mepeuuu.
Vcroftsunocrs rlrpaxurri cpanHrrraercn e o5paaqou Ao ero xpouarorpatfu.recxoro paage;re-
III{fi.
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e.J energre na
hekr-endn6ho
ss ura,Zovala
ije aktivadnd
rodn5, vzorka
ni frakcia B.

*umtr, XXII,

3, 4.. 3, s. 149.
3, d. 3, s. 157.
II. T984,8.2,

skumrr, XXII,

r- Praha, SNTL

t

a;chafbon, 44,

, s. 40.
ai analytickfch

-b-.. 750, 1972,

:h.. -153, 1973,

,a3le.rfi,-rllcr, Ea
.l:e.tenrrs 6rtrlr
rtEbnilr Hpactr-
:aosur,rx SpaT-
fI x3MepeEur{.
tForo paSAeJre-

Dyos of blach eliler (Sambucus nigra)

fI. fsolation of alyes, lraetione anil their propertier

Summary

After isolating the dyes, usi:rg polyvinylpyrolidono 
- Polyclar AT, those rpore separa-

ted on thin layers ofmicrocrystalline cellulose. By repeated separation four fractions w€ro
obtained, idontity of which was compared with the already known dyes of black elder.
IJsing kinetic measurements, stabilityof the two basic fractions obtained. afterthe first
separation was also studied. Stabilitl' of fractions was compared w.ith the samples bofore
its ohrornatographic separat ion.
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