18. KVALITATIVNI ANALYZA —- TENKOVRSTVA CHROMATOGRAFIE
(TLC)

CILE ULOHY:
e seznamit se s principem tenkovrstvé chromatografie
e vyuzit metodou pro separaci smési barviv v rostlinném materialu
e porovnat chovani riznych vyvijecich soustav pfi separaci smési barviv

TEORIE:

Chromatografie umoziuje ucinnou separaci latek, kterd je nutnd pro spolehlivou identifikaci a
kvantifikaci jednotlivych slozek sledované latky. Riizné latky se lisi svymi adsorpcnimi viastnostmi,
rozdélovacimi koeficienty, svymi rozméry, naboji atd., coz se vyuziva v chromatografii k jejich rozdéleni na
vhodném chromatografickém zarizeni.

K rozdélent latek dochazi na zakladé jejich riizné pohyblivosti v systému dvou fazi — staciondrni
(zakotvené) a mobilni (pohyblivé). Staciondrni fazi miize byt pevna latka (papir, SiO,, Al,O;) ale i kapalna fize
zakotvena na peviném nosici, mobilni fazi pak byva kapalina nebo plyn. Podle zpiisobu uspordddani
chromatografického zarizeni délime chromatografii na plosnou a sloupcovou, z hlediska urcujiciho mechanismu
déleni latky mezi staciondrni a mobilni fazi pak chromatografii adsorpcni, rozdélovaci, iontové vyménnou atd.

Papirova chromatografie byla po dlouhou dobu v praxi nejpouzivanéjsi metodou plosné
chromatografie. Jeji nejvétsi vwhodou je ekonomicky nendrocné chromatografické médium, vyuzitelné pro
separaci Sirokého mnozstvi latek od anorganickych iontii az k slozitym biomolekulam. Zakladnim separacnim
mechanismem je v pripadé papirové chromatografie rozdélovaci rovnoviha mezi vodou i jinym rozpoustédlem
zakotvenym v papiru a pouzitou mobilni fazi. U latek s velkym poctem polarnich skupin se casto uplatnuje jejich
silna interakce primo s celulozou, v takovych pripadech prevlada adsorpcni mechanismus déleni. DileZitou
charakteristikou pouzitého chromatografického papiru (¢asto se jedna o specialni papir, ne napr. obycejny
filtracni papir) je priitokova rychlost mobilni faze — podle ni rozlisujeme chromatograficke papiry s rychlym,
standardnim a pomalym priitokem. Rychlost priitoku vyznamné oviiviiuje dobu separace a samoziejmé i jeji
ucinnost.

Tenkovrstva chromatografie (TLC, Thin Layer Chromatography) je pripadem plosné chromatografie
s previadajicim adsorpcnim mechanismem déleni analyzované smési latek. Provadi na tenké vrstve sorbentu
(celuloza, silikagel, alumina), ktery je nanesen na vhodné podlozce (sklo, kovova folie, plast). Vzorek se nanasi
na zacatek vrstvy (start) spolecné se standardy obdobné jako v pripadé papirové chromatogvrafie. Po zaschnuti
nanesenych vzorkii se vrstva vlozi do vyvijeci komory s vhodnou smési rozpoustédel (mobilni faze) tak, aby
startovni linie byla nad hladinou a komora se uzavre. Dodrzuji se obdobna pravidla jako u papirovée
chromatografie, vyvijeni chromatogramu probiha tak dlouho, dokud se celo vzlinajici smési rozpoustédel
nepriblizi k okraji desky (cca 1 — 2 cm). Poté se chromatogram vyjme, vysusi a vhodnym zpiisobem detekce se
urci jednotlivé skvrny. K detekci se pouzivaji stejné postupy jako v papirové chromatogratfii, ¢asto se pouzivaji
vrstvy upravené fluorescencni latkou (fluoreskujici pri osvétleni UV zarenim). Stanovované latky velmi casto tuto
fluorescenci zhaseji, takze se pod UV lampou objevuji na chromatogramu v podobé tmavych skvrn. VyuzZivaji se i
dalsi zpiisoby detekce, zalozené na postiiku chromatogramu vhodnym cinidlem, které se stanovovanou latkou
vytvari barevnou slouceninu.

Papirovou a tenkovrstvou chromatografii Ize stanovovat Sirokou Skalu organickych i anorganickych latek pri
vysoké citlivosti a nizké ekonomické narocnosti. Metoda je casové velmi nendrocnd, takze je velmi rozsirend
v prumyslu v oblasti mezioperacni kontroly. Vzhledem ke sve univerzalnosti je vhodna i pro prvni orientaci ve

slozeni neznamého vzorku v oblasti sledovani znecisténi Zivotniho prostiedi, mediciné i chemickém vyzkumu.

PRINCIP:

V tenkovrstvé chromatografii (TLC) se stacionarni faze nanasi na desticky ze skla, hliniku ¢i plastu,
stacionarni fdze musi proto dobie ulpivat na zvoleném podkladu a byt ve formé jemnych ¢astic jednotné



velikosti (mezi 1 — 5 pm). Mobilni fazi je smés organickych rozpoustédel, nékdy ve smési s vodnou fazi.
Nejcastéji se pouziva ethanol, aceton, chloroform, benzen a hexan.

Na TLC destic¢ku je nanesen vzorek a desticka je umisténa do vyvijeci komory nasycené parami mobilni
faze tak, aby jeji spodni ¢ast zasahovala minimalné cca 0,5 cm do mobilni faze. Linie startu a nadavkovanym
vzorkem je umisténa nad hladinou mobilni faze. Dochazi ke vzlinani mobilni faze vzhiru stacionarni fazi po
povrchu desticky. Mobilni faze rozpousti slozky vzorku a unasi je vzhtiru po povrchu desticky. Jelikoz
jednotlivé slozky vzorku interaguji se stacionarni fazi rizné (tzn. jsou rizné€ intenzivné brzdény oproti celu
mobilni faze), dochazi k jejich vzajemnému rozdéleni. Separace probihd, dokud ¢elo mobilni faze nedosahne cca
1 — 2 cm pod vrchni detekéni okraj desticky (vyznacime tzv. ¢elo).

Detekce rozdélenych slozek vzorku mtze probihat n€kolika zpiisoby:

e Dbarevné slouceniny lze sledovat vizualné

e bezbarvé slouceniny — osvétleni UV zarenim (nékteré slouceniny po vystaveni desticky UV zareni
fluoreskuji), pokud vzorek obsahuje latky, které nefluoreskuji, jsou tyto casto po separaci a expozici
desticky UV zafeni viditelné jako tmava skvrna na fluoreskujici plose (ta vznikne tak, ze se do
stacionarni faze primichaji navic fluoreskujici latky (napf. kiemicitan zinecnaty) a tomuto jevu se fika
zhaseni fluorescence nebo se detekuji pouzitim specifickych ¢inidel (desticka se postiika specifickym
¢inidlem, které s analytem vytvoii barevnou slouc¢eninu (napf. ninhydrin pro aminokyseliny,
acidobazické indikatory pro kyselé a zasadité slouceniny, bromfluorescein pro nenasycené slouceniny).

V TLC se nejcastéji vyuziva téchto dvou separacnich principt — adsorpce (separované latky jsou poutany na
povrch sorbentu) a rozd€lovaci rovnovahy (separované latky se rozdeluji mezi dvé vzajemné nemisitelné
kapaliny, tj. stacionarni faze je kapalina zakotvena na vhodném nosici). Migra¢ni chovani jednotlivych
separovanych latek vyjadiuje ziskany chromatogram, kde pro kazdou separovanou latku mtizeme definovat
hodnotu retenéniho (retarda¢niho) faktoru:

kde: a je vzdalenost mezi ¢elem mobilni faze (tj. linii, kam az dostoupila mobilni faze béhem separace) a linii startu,
b je vzdalenost stiedu skvrny separované latky od linie startu.

Retardacni faktory pro urcity separacni systém (urcita stacionarni faze na TLC desce a mobilni faze) se
urcuji na zéklad€ vyhodnoceni skvrn standardd (chemicky Cisté latky). Metoda patii mezi metody kapalinové

chromatografie.
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Obr 18.1: Priklad TLC desticky s rozdélenym rostlinnym vzorkem .

POUZITE VYBAVENI:

Chemikalie:

Ethanol C,HsOH , kiemicitanovy pisek (pfip. moisky pisek), uhli¢itan vapenaty bezvody CaCO;, propan-2-on C;HeO (aceton), benzen C¢Hg,
benzin technicky, n-heptan C;Hs.

Rostlinna barviva: barviva obsazena v listech zelenych rostlin (napf. muskat) a cervené paprice.

Laboratorni pomiicky:
Sklenéné pipetky (kapilary) podle poctu zkoumanych barviv, chromatografické desky Polygram SIL G/UV,ss, (pfip.Alugram SIL G),



tlustosténna sklenéné vyvijeci hranolova komora, 100ml odmérny vélec, Sml odmérny valec, mékka tuzka (tvrdost HB), pravitko, tfeci miska
s tlouckem, banka konicka, filtra¢ni nalevka, filtra¢ni papir, mikrozkumavky, ty¢inka, filtracni papir.

Pristroje:

Trepacka GFL 3005

SCHEMA PRACOVNIHO POSTUPU:

18.1. Rostlinna barviva

18.2. Ptiprava vzorkl obsahujicich rostlinna barviva k chromatografické separaci

18.3. Ptiprava vyvijeci soustavy a pfiprava chromatogramu jednotlivych barviv

18.4. Déleni rostlinnych barviv metodou tenkovrstvé chromatografie

18.5. Identifikace analyzovanych barviv a porovnani jejich chovani v jednotlivych vyvijecich soustavach
18.6. Vyhodnoceni chromatografické analyzy a zpracovani dat do protokolu

18.1. Obecna charakteristika stanovovanych latek

18.2.

18.3.

Prvni zminky o pouzivani rostlinnych barviv pochdzeji ze starovéké Ciny a Indie. Vyhradné prirodni
barviva byla pouzivina k barveni do poloviny 18. stoleti, do doby, nez chemicky primysl zacal
produkovat syntetické nahrazky techto barviv. V posledni dobé zdjem o prirodni barviva opét stoupa
vlivem zdravotnich a environmentalnich problémii souvisejicich s pouzivanim barviv syntetickych.

Rostlinna barviva jsou organické latky riizného slozeni majici pro rostliny zivotni vyznam. Rozdélujeme
Jje na barviva rozpustna v tucich (lipochromy) a ve vode (hydrochromy). K lipochromiim patri zelené
chlorofyly, zluté xantofyly a cervené karoteny. Chlorofyly maji vyznam pro fotosyntézu, naproti tomu
xantofyly a karoteny zpiisobuji zluté, oranzoveé a cervené zbarveni listii, kvetu a plodii. Mezi
hydrochromy patri predevsim anthokyany, které zpiisobuji modré, cervené, fialové az cerné zbarveni
zejmeéna kvetit a plodii.

Vysledkem separace listovych lipochromui (chlorofyl a, chlorofyl b, karotenoidy) s vyuzitim plosné
chromatografie je chromatogram s rozdélenymi barvivy, kde maji jednotliva listova barviva
charakteristické zbarveni: chlorofyl a — zelené, chlorofyl b — modrozelené, xanthofyly — zluté,
karotenoidy — oranzové, feofytin — Sedeé.

Piiprava vzorku obsahujicich rostlinna barviva k chromatografické separaci

a) listy zelenych rostlin (napt. muskatu) rozstiihat na mensi kousky a rozetfit v tfeci misce
s malym mnozstvim propraného kiemicitanového pisku (pfip. pisku moiského) a s uhlic¢itanem
vapenatym (na Spetku noze) kasi. Poté smés prelit malym mnozstvim lihu a znovu roztirat.
Smés zfiltrovat do odpafovaci misky (kadinky) a nasledné odpafit na vodni 14zni do sucha.
Po zchladnuti rozpustit hmotu v nékolika kapkach lihu. Takto zahustény ektrakt prevést
do mikrozkumavky.

b) pfiblizné 5 g Cervené papriky rozettit v tfeci misce s 20 ml technického benzinu, prevést
do konické bartiky, usti zazatkovat a umistit na 15 minut na tfepacku. Ziskany extrakt
zfiltrovat pres filtra¢ni papir do odpatfovaci misky a na vodni lazni zahustit na polovi¢ni
objem, poté prevést do mikrozkumavky (paprika obsahuje ptes 40 nepolarnich barviv
vétSinou na bazi karotenoidu, proto je potieba pouzit méné polarni vyvijeci soustavu)

Priprava vyvijeci soustavy a piipravy chromatogramu jednotlivych barviv

U chromatografie na tenké vrstvé prevlada rozdilné vyuziti adsorpce na tenké vrstvé sorbentu —
adsorpéni chromatografie. Analyzovana smés se nanese na povrch Silufolu, piip. Alufolu

(na Start vyznaceny tuzkou), Silufol se poté umisti do mobilni faze. Vyvijeni (vzlinani) probiha

v uzaviené tlustosténné nadobe a k jeho preruseni dojde, jakmile rozpoustédlo dosahne pozadované
vysky. Tato vyska se oznadi tuzkou (tvrdost HB) jako Celo chromatogramu.

Kvalitativnim parametrem pro identifikaci latky v dané vyvijeci soustavé je hodnota retardacniho



faktoru Rr. Vyvijeci soustavu pfipravit do tlustosténné nadoby tak, aby hladina mobilni faze dosahovala
do vysky 8-10 mm, ihned ji uzavfit vikem, aby se prostor uvnitf nadoby nasytil parami vyvijeci
soustavy.

Pro déleni pouzijeme vyvijeci soustavu (dle pokynii vyucujiciho):

a) n-propanol : H,O : kyselina octova v poméru 85 :14 :1
b) benzen . diethylether4 : 1
¢) benzin : H,O : 2-propanol v poméru90:1:9

18.4. Déleni rostlinnych barviv metodou TLC

Chromatografickou folii nastfihat na obdélniky (vysoké 8 cm, Sifka pruhu se fidi Sitkou vyvijeci
nadoby), na n¢ zakreslit mékkou tuzkou (tvrdosti HB) 1 — 1,5 cm od okraje Start, opatrné tak, aby
nedoslo k poruseni vrstvy silikagelu (coz by ovlivnilo prubéh analyzy). Tésné pod Start (piip. pod horni
okraj obdélniku) udelat popisky pro pozdéjsi identifikaci jednotlivych barviv. Na ¢aru Startu nanést
kapilarou jednotliva barviva. Na kazdy vzorek pouzit ¢istou kapilaru, aby se vzorky nekontaminovaly.
Pockat, az se barvivo vsakne do povrchu silikagelu, naneseni vzorku opakovat, dokud nevznikne skvrna
o velikosti 2—-3 mm. Pfipravenou chromatografickou folii vlozit do vyvijeci soustavy v mirném sklonu
ke sténé vyvijeci nadoby a vyvijeci nadobu ihned uzavtit vikem.

Sledovat, jak mobilni faze vzlina, pockat cca 30 minut, nebo az MF vystoupi asi 1 cm pod horni hranu

chromatografické folie. Poté folii vyjmout a tuzkou zakreslit ¢aru migrace Cela mobilni faze. Nasledné
se pokusit obtahnout skvrnu, kterou po sobé zanechalo barvivo na chromatografické desce, protoze po

ususeni desky by nemusela byt dostate¢né zfetelna.

18.5. Identifikace analyzovanych barviv a porovnani jejich chovani v jednotlivych vyvijecich
soustavach

Po ukonéeni vyvijeni chromatogramy opatrné vyjmout, obtdhnout mékkou tuzkou vzniklé skvrny
a zaznamenat jejich barvu (na svétle i pod UV). Poté je nechat uschnout na vzduchu, pfip. je umistit na
5 minut do suSarny vyhiaté na teplotu 60 °C. Po vysuseni pravitkem zméfit vzdalenost Cela mobilni
faze od Startu a vzdalenost stfedu skvrny od Starfu, vSechny hodnoty si zapsat.

18.6. Vyhodnoceni chromatografické analyzy a zpracovani dat do protokolu
Do protokolu pfilozit jednotlivé zkopirované chromatogramy s popisem a jejich vyhodnocenim:

1. Pokusit se identifikovat jednotliva rostlinna barviva ve vzorku pomoci vypoctenych
retardac¢nich faktoru z informace postupné eluce v kazdém vyvijecim systému.

2. Na zakladé vySe uvedené teorie a ziskanych chromatogrami:
— porovnat a zdivodnit separacni chovani analyzovanych latek v jednotlivych
vyvijecich soustavach,
— porovnat priibéh jednotlivych chromatografickych analyz (nap¥. vliv vybéru mobilni
faze, typu separace atd.), zhodnotit problémy p¥i stanoveni, pfip. druh pfipadnych
chyb



