STANOVENI ZELENE BRILANTNI TENKOVRSTVOU
CHROMATOGRAFII
TEORIE:
Zelen brilantni patii mezi triarylmethanova barviva, je rozpustna ve vodé a v ethanolu.
Tvoii malé lesklé krystaly. V roztoku mé velmi intenzivni zelenou barvu, vyuziva se
K barveni tkanin. Dale je vyuzivana jako antiseptikum, desinfekce a pro barveni erytrocyti

V laboratorni praxi.
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Strukturni vzorec zelené brilantni

Tenkovrstva chromatografie patii do skupiny separa¢nich metod. Jejim principem je
odlisnd migrace slozek stacionarni fazi, tato migrace probihd na zékladé adsorpce nebo
rozdélovani. Separace je provadéna na tenké vrstvé (100 az 200 um) stacionarni faze, kterd je
nanesena na tenké sklenéné, plastové nebo hlinikové podlozce. Mobilni fazi byvaji nejéastéji
organicka rozpoustédla, ktera se voli dle jejich elu¢ni schopnosti. Na TLC desku se pomoci
sklenéné kapilary nebo mikrosttikacky nanasi velmi malé mnozstvi vzorku (ul) rozpusténého
Vv t€kavém rozpoustédle, ktery je po dostatecném zaschnuti a nasledném vloZeni do vyvijeci

nadoby unasen mobilni fazi.

Pro kvantitativni vyhodnoceni chromatogramti se vyuziva denzitometru (skeneru) a
vhodného programu, ktery skvrny pfevede na piky odectenim intenzity jejich jasu. Plocha

piku odpovida obsahu dané latky.

Zakladni pojmy pouzivané pii praci se skenerem a vyhodnocovacim programem:
Pixel — nejmensi jednotka obrazové informace, ktera oznacuje jeden bod digitalniho

obrazu



Bit — zakladni jednotka informace, nabyva pouze jedné ze dvou hodnot

Byte — jednotka informace o velikosti osmi bitl

Barevna (bitovd) hloubka — oznacuje pocet bitli pro ulozeni jednotlivého barevného
kanalu v jednom pixelu. Se vzrustajici bitovou hloubkou se zvétSuje $kala barev, ale také
pamét’ova naro¢nost.

Rozliseni — udava hustotu obrazové informace, vyjadiuje se v jednotkach dpi. Hodnota
dpi udava, kolik pixelt se vyskytuje v délce odpovidajici jednomu palci (2,54 cm), zkratka
vychazi z anglického ,,dots per inch.

Jas — koresponduje se svitivosti pixelu. V ptipade, ze je pixel Cerny, jas nabyva
hodnoty 0, v ptipadé pixelu bilého zavisi jeho hodnota na bitové hloubce, naptiklad pokud je

pouzita bitova hloubka 8, je maximalni hodnota jasu 256 (28).

POUZITE VYBAVENI:
Chemikalie:

Zeleti brilantni (M = 482,64 g-mol™), n-propanol, deionizovana voda

Laboratorni pomuicky:
TLC desky Polygram SIL G/UVa2s4, mikrostiikacka Hamilton, mikrozkumavka Eppendorf,

tlustosténna sklenénd vyvijeci nddoba s vikem, Sml odmérny vélec, mékka tuzka, pravitko

Pristroje a software:

Skener UMAX AstraScan Slim 20, vyhodnocovaci program ScanQuant

PRACOVNI POSTUP:
TLC analyza:

Pro stanoveni piipravime 5 ml roztoku organického barviva (zelené brilantni) o
koncentraci 0,4 g:I*. Naslednym fedénim tohoto roztoku piipravime kalibratni sadu o
koncentracich 0,05; 0,1; 0,2; 0,3 a 0,4 g-I". Pro analyzu je dostate¢né mnoZstvi kazdého
roztoku 1 mi.

Na TLC desce typu Polygram®SIL G/UV o rozmérech 40 x 80 mm naznadime
ptiblizné 1,5 cm od spodniho okraje tuzkou startovni linii, kterou rozdélime tak, aby na ni

bylo mozné rovnomérné nadavkovat Sest roztokd.



Do tlustosténné vyvijeci nadoby ptipravime 5 ml mobilni faze. Mobilni fazi je smés n-
propanolu a vody v objemovém poméru 9:1. Vyvijeci nadobu piikryjeme vikem a nechame
nasytit parami mobilni faze.

Na startovni linii nadavkujeme pomoci mikrostiikatky Hamilton po 1 ul pfipravenych
roztokt o koncentracich 0,05; 0,1; 0,2; 0,3 a 0,4 g~|'1 zelené brilantni, dalsim davkovanym
roztokem bude vzorek o nezndmé koncentraci. Déavkovani roztokli je jednim
objemu a obzvlast’ na nutnost nadavkovat roztok tak, aby se vytvofila skvrna s co nejmens$im
prumérem. Po nadavkovani roztoki musime nechat TLC desku dukladné uschnout. Po
uschnuti ji vlozime do vyvijeci nadoby a nechame mobilni fazi vzlinat dostate¢nou dobu.
V naSem pfipadé jde pouze o kvantitativni vyhodnoceni, nikoliv o separaci latek, proto
analyzu ukon¢ime, jakmile se skvrny dostanou do vzdalenosti 2 az 3 centimetrii od startovni

linie. TLC desku vyjmeme a nechame uschnout.

Skenovani TLC desky:
Pied vlozenim TLC desky do skeneru zkontrolujeme a ptipadné zajistime Cistotu jeho
skel. TLC desku vkladame k jedné ze stran skeneru, abychom zajistili skenovani ve sméru

rovnobézném ¢i kolmém k pohybu mobilni faze.



Spustime program IrfanView a Vv nabidce ,,Soubor® zvolime moznost “Ziskat /
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Skener nyni automaticky vytvoii nahled, ve kterém oznacime oblast TLC desky,
nastavime parametry skenovani na ,,Barevny foto®, rozliseni na hodnotu 300 dpi a stiskem

tlacitka ,,Skenovat* skenovani provedeme.
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Zobrazi se sken, ktery volbou moznosti ,,Ulozit jako v nabidce ,,Soubor* ulozime do

piislusné slozky ve formatu typu .TIF.



UloZit obrazek jako...
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Mazew |Kali|:uran:e | [ Ulozit ]
zoubar:
Ulazit jako byp: | TIF - Tagged Image File Farmat w | [ Stama ]
Pogledni adreséFe:| L |
[ ] Ulcdit £ pireadnim datem/Gasem Zobrazit dialog Yaolby

Vyhodnoceni skenu TLC desky:
Spustime program ScanQuant, klikneme na ,,Load image“ a vybereme pozadovany

sken.

—

ScanCuant® iz a software for guantitative image analysis
of chromatography scans developed BUT at the department
of biomedical engineering by Ing. Roman Jakubigek.

Load image | | Exit

Zvolime, zda chceme sken zpracovavat ve stupnich Sedi (Grayscale) nebo barevné

(RGB). V této uloze zpracujeme sken obéma zpusoby.



Choose one option = O

Do you want to process gravscale or color image?

Grayscale

Oznacime oblast, ve které se vyskytuje TLC deska, dvojklikem do této oblasti vybér

potvrdime.

Figure 1: Cut image - o IES
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Select the region of interest to analysis




Kliknutim na stied skvrny ozna¢ime tu, kterou chceme analyzovat.

File

dde 8% 998|0H

Select the center of one spot

Vybérem ,,Horizontaly* zvolime, Ze chceme analyzovat ve sméru horizontalnim,
Vv ptipad¢, Ze potifebujeme analyzovat ve sméru vertikalnim, vybereme , Verticaly*. V této

uloze volime smér tak, aby byl shodny se smérem pohybu mobilni faze.

Chooze direction meazurement

Horizontahy Werticaly

Nyni program ode¢te hodnoty jasu barevnych kanalt pro jednotlivé pixely ve zvolené
linii a zobrazi je graficky. Na horizontalni ose je vynesen index pixelu, na vertikalni ose jsou
hodnoty jasu jednotlivych barevnych kanali. Pik odpovidajici oznacené skvrné je v grafu

v

oznacen kiizkem nad vrcholem.



Oznacime hranice piku zelené brilantni. Jednim kliknutim oznac¢ime zacatek, druhym

konec.

File
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Chceme-li spocitat retenéni faktor, zvolime v dal§im okné ,,Yes®, v opacném piipadé

Intenzity of pixel

,No*“. V ramci této ulohy retencni faktor spocitame a uvedeme do protokolu.

Do pou want b determing a retention factar?




V piipad¢é urcovani reten¢niho faktoru jednim kliknutim oznadime pozici startovni

linie, druhym misto, kam doputovala mobilni faze.

File

gde |88 9498 0E

Select the start and endpoint of analysis

Pokud chceme analyzovat dalsi skvrnu, stiskneme v nasledujicim okné , Yes*
a opakujeme postup od oznaceni stiedu skvrny. V opa¢ném piipadé¢ stiskneme tlacitko ,,No“,

pojmenujeme soubor s vystupnimi daty a zvolime, kam jej ulozit.

Do you want bo mark, nest spot?
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Nahrajeme dalsi sken zvolenim ,,New image* nebo program ukon¢ime pomoci tlacitka

,,Close®.

"what do you want to do?

Mew Image

Vystupem analyzy je soubor ve formatu .xIsx. Pfi analyze v rezimu RGB vypada
nasledovné:
- Kazda analyza je ulozena na samostatném listu
o Vesloupci A — hodnoty jasu kanalu R
o Vesloupci B — hodnoty jasu kanalu G
o Vesloupci C — hodnoty jasu kanalu B
o Ve sloupci D — obsahy ploch pod kiivkami v pofadi R, G, B

o Vesloupci E — retenéni faktor ptislusné latky
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1 |Hodnota jasu] Integral Retenéni faktor

2 92,4 93,4 60,6 27993  0,395744681

3 94,2 93,8 61,4 23424

4 93,2 92 63,4 13882

E 93,2 96,2 66,8

6 93,4 98 66,8

7 92,8 99,4 68

8 94,2 99 65,6

9 96 100,8 65

10 96,2 100,4 63,8

11 97,4 99,6 62,6

12 99,6 97,4 63,4

13 99,4 98,2 65,6

14 96,4 97,4 63,8

15 96,8 94,4 65,6

16 98 95,8 68,6

17 99 99,4 70,2

18 98,8 99,2 67,2

19 1014 97,6 66,8

20 10L8 95,8 65

21 102 93,2 62,6

22 99,8 87,8 62,6

23 101,2. 90,4 66,8

24 102 93,4 70,4

25 103,8 E] 74,6

26 106,2 100,8 79,6

27 108 1022 7R.2

WAk [ List1 | List2 List3 3 m | m

Pfipraven |
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V piipadé analyzy v rezimu Grayscale je vystup nasledujici:
o Vesloupci A —hodnoty jasu Sedi
o Ve sloupci B — obsah plochy pod kiivkou

o Vesloupci C — retenéni faktor piislusné latky
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1 Hmdnuta'asu!lntegrél Retenéni faktor

2 11749,6 1667365,8 0,519313305

3 11687

4 11677,6

5 11697

6 11620

7 11836

8 119418

9 11871

10 11744,8

11 11840,8

12 11822

13 11828,4

14 11983,2

15 12217

16 12190,6

17 12247,2

18 12342,8

19 12227,8

20 12167,2

21 12313,4

22 12464,8

23 12644,2

24 12895,4

25 13040

26 13183,2

27 124318
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VYHODNOCENI ANALYZY A POKYNY PRO ZPRACOVANI DAT DO
PROTOKOLU:

KaZdou skvrnu analyzujeme tfikrat, a to z divodu subjektivniho oznaceni stfedu skvrny a
hranic piku. Ze ziskanych dat sestavime kalibracni piimku zavislosti obsahu plochy pod
ktivkou (pfi RGB rezimu uvazujeme sumu obsahti vSech tii ploch) na koncentraci zelené
brilantni. Z rovnice kalibra¢ni ptimKy vypocitame obsah zelen¢ brilantni v nezndmém vzorku
véetné intervalu spolehlivosti.

Analyzu provedeme v reZimu RGB a Grayscale, vysledky mezi sebou porovname.

Uvedeme retencni faktor véetné intervalu spolehlivosti.
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