6. ANALYZA BARVIV POMOCI TLC

6.1. TENKOVRSTVA CHROMATOGRAFIE

Chromatografie na tenké vrstvé (thin layer chromatography, TLC) umoznuje kvalitativné
1 kvantitativné analyzovat slozité smési latek s vyuzitim vSech znadmych délicich principti kapalinové
chromatografie — adsorpce, rozdélovani, iontové vymény, molekularné sitového efektu. Tenkovrstva
chromatografie je velmi rychla, nenaroc¢na, jednoducha a Casto pouzivana metoda, nejCastéji ke
kontrole Ccistoty analytu. Tato separacni metoda nevyzaduje slozité instrumentdlni vybaveni a
umoziuje provést separaci mnohaslozkové smési, identifikaci jednotlivych separovanych slozek a také
semikvantitativni analyzu.

Metoda patii mezi metody kapalinové chromatografie. Znamena to, ze mobilni fazi je kapalina,
nejcastéji tékavé organické rozpoustédlo (propanol, aceton, cyklohexan, toluen, chloroform atd.) nebo
jejich smés. Stacionarni faze je nanesena na sklenéné desticce nebo na hlinikové folii. Tenky plisek
hliniku, na kterém je naneseny silikagel, se nazyva silufol. Polarni stacionarni fazi byva vétSinou
silikagel, oxid hlinity nebo celuldéza. Separace jednotlivych slozek smési je zalozena na rozdilech
v afinit¢ separovanych komponent k mobilni fazi a ke stacionarni fazi.

V TLC se nejcastéji vyuziva téchto dvou separacnich principti — adsorpce (separované latky jsou
poutany na povrch sorbentu) a rozd€lovaci rovnovahy (separované latky se rozdéluji mezi dvé
vzajemné nemisitelné kapaliny, tj. stacionarni faze je kapalina zakotvena na vhodném nosici). Pro
nizké koncentrace separovanych latek mizeme rovnovahu vyjadfit pomoci vztahu pro rozdé€lovaci
konstantu:
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kde: cs je rovnovazna koncentrace separované latky ve stacionarni fazi, cm je rovnovazna koncentrace
separované latky v mobilni fazi.

S rostouci hodnotou rozdé€lovaci konstanty separované slozky roste i jeji afinita ke stacionarni fazi
a jeji pohyb podél stacionarni faze je pomalejsi. Pro jednotlivé separované slozky tak vznikaji rozdily
v rychlosti pohybu podél stacionarni faze a slozky, které jsou méné zadrzovany stacionarni fazi, se
dostanou do vétsi vzdalenosti od startu a naopak. Pfi separaci jsou jednotlivé slozky vzorku unédseny
mobilni fazi a urcitou dobu zadrzovany stacionarni fazi — idealné mizeme proces separace oznacit
jako ustanovovani velkého poc¢tu rovnovah mezi stacionarni a mobilni fazi. Adsorpéni TLC se vyuziva
predevsim k separaci slouenin s rozdilnou polaritou (estery, alkoholy, kyseliny) a strukturnich
izomerq, které maji rozdilné interakce se staciondrni fazi. Rozdé€lovaci TLC je vyuzivana k separaci
slouc¢enin, které se li§i rozpustnosti ve stacionarni fazi (napf. mastné kyseliny).

Kvalitativnim parametrem pro identifikaci latky v dané vyvijeci soustavé je hodnota
retencniho faktoru R; Migra¢ni chovani jednotlivych separovanych latek vyjadfuje ziskany
chromatogram, kde pro kazdou separovanou latku mizeme definovat hodnotu retenéniho
(retardacniho) faktoru:

a
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kde: a je vzdalenost zony (stiedu skvrny) od startu v cm, b je vzdalenost cela rozpoustédla od startu v
cm.

U chromatografie na tenké vrstvé pievlada rozdilné vyuziti adsorpce na tenké vrstvé sorbentu,
tj. adsorp¢ni chromatografie. Analyzovand smés se nanese na povrch Silufolu (na Start vyznaceny
tuzkou), Silufol se poté umisti do mobilni faze. Analyzovana smés se vyviji vhodnou elucni soustavou



(smes rozpoustédel) pfi nasyceni prostiedi jejimi parami. Vyvijeni (v nasem piipad¢€ vzlinani) probiha
v uzaviené tlustosténné nadobé a k jeho pteruseni dojde, jakmile rozpoustédlo dosahne pozadované
vysky. Tato vyska se oznaéi tuzkou (tvrdost HB) jako Celo chromatogramu.
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Obr. 6.1: Priklad chromatografické separace rostlinnych barviv pomoci TLC

Nésledn¢ mutze byt provedeno kvantitativni vyhodnoceni, kdy po separaci je skvrna nejprve
seSkrabana a nasledné rozpusténa ve vhodném rozpoustédle. Analyty vSak lze stanovit i pfimo pomoci
denzitometru, ktery pfevede skvrny analyti na chromatogram s piky, jejichz plocha je tmeérna
mnozstvi ptislusného analytu ve skvrné (viz obr. 8.2).
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Obr. 6.2: Princip denzitometru

Na tomto zaklad¢ pracuji napt. programy TLC Anylyzer a COLORS, které prevadéji body
obrazu na intenzitu Cervené, zelené a modré barvy. Tyto programy jsou levn&jSimi variantami pomérné
nakladného software na vyhodnoceni TLC (napf. cena software Videoscan spolecnosti Camag se
pohybuje kolem 6300 dolartt).

6.2. PRIPRAVA CHROMATOGRAMU JEDNOTLIVYCH BARVIV

Chromatografickou folii nastiihdme na obdélniky (Sitka i délka pruhu se fidi sitkou vyvijeci
nadoby), na né zakreslime mékkou tuzkou (tvrdosti HB) 1,5 cm od okraje Start, opatrné tak, aby
nedoslo k poruseni vrstvy silikagelu (byl by ovlivnén pribéh analyzy).

Tésné pod Start (ptip. pod horni okraj obdélniku) udélame popisky pro pozdéjsi identifikaci
jednotlivych barviv. Takto pripravené chromatografické folie polozime na vzorkovaci desku a do
ty¢inkového néstavce vlozime kapilaru s pfisluSnym barvivem. Na caru Startu nanasime kapilarou
jednotliva barviva — do kapilary v néstavci nabereme kapku roztoku barviva, néstavec stlacime a tim
kapilaru pfiloZzime na ¢aru Startu. Na kazdy vzorek pouZzijeme Cistou kapilaru, abychom si vzorky
nekontaminovali! Pockame, aZ se barvivo vsakne do povrchu silikagelu, naneseni vzorku opakujeme,
dokud nevznikne skvrna o velikosti 2—3 mm. Tento postup opakujeme se vSemi barvivy.



Ptipravenou chromatografickou folii vlozime do vyvijeci soustavy v mirném sklonu ke sténé
vyvijeci nadoby a vyvijeci nadobu ihned uzavieme vikem. Sledujeme, jak mobilni faze vzlin4,
pockame cca 30 minut, nebo az vystoupi asi 1 cm pod horni hranu chromatografické foélie. Poté folii
vyjmeme a tuzkou zakreslime &aru migrace Cela mobilni faze. Nasledné se pokusime obtahnout
skvrnu, kterou po sobé zanechalo barvivo na chromatografické desce, protoze po usuSeni desky by
nemusela byt dostatecné zietelna.

POZOR!
e v zadném piipad€ nesmi dojit k zaméné kapilar pouzitych pro jednotliva barviva, pro kazdé
barvivo musime pouzit jinou kapilaru
e pii manipulaci s chromatografickou deskou se nedotykame rukou jejiho povrchu, mohlo by
dojit k poskozeni adsorpcni vrstvy, proto desku pridrzujeme pouze po okraji
o veskeré pouzité sklo musi byt fadn¢ umyto, aby nedoslo ke kontaminaci dalSich vzorkt
e s barvivy pracujeme opatrné — Ize je jen velmi obtizn¢ odstranit z pracovni plochy i z obleceni

6.3. SYNTETICKA BARVIVA

Syntetickd barviva slouzi nejcastéji k tipravé textilnich vyrobkd, barveni jim ma dodat barvu
urcitych vlastnosti. Tato barviva jsou barevnymi slouCeninami, které jsou syntetizovany z velkého
mnozstvi polotovart, plivodné z uhelného dehtu, nyni se ziskavaji z vysoce precisténych ropnych
produktti. Barvivo fazené mezi syntetickd barviva musi obsahovat minimalné 85 % cist¢ho barviva,
zbytek tvori necistoty ve form¢ anorganickych soli, slou¢enin kovii a organickych latek.

Velmi dulezitou roli maji syntetickda barviva také pii primyslovém zpracovani potravin.
Dtivodem pfibarvovani potravin je napt. znovu ziskani barevného vzhledu potraviny, ktery se béhem
vyrobniho procesu zménil, zajisténi uniformity vyrobku ve vsSech Sarzich, zvySeni spotiebitelské
atraktivnosti aj. Syntetickd barviva se cleni na azobarviva, fenylmethanova barviva, nitrobarviva,
pyrazonova, xanthenova, antrachinonovd, chinolinovd a indigoidni barviva. S mnoha syntetickymi
latkami jsou spojeny i rizné nezadouci G¢inky na lidsky organismus (napf. karcinogenni ucinky,
hemolytické plsobeni, alergické reakce). Povoleni k pouzivani barviv je proto podminéno celou fadou
zdravotnich zkousek a byva stanoven povoleny denni ptijem t&chto latek. V Ceské republice upravuje
barveni potravin zdkon 110/1997 Sb. O potravinach a tabikovych vyrobcich a vyhlaska MZ CR
¢. 298/1997 Sb.

6.3.1. PRIPRAVA VYVIJECICH SOUSTAV

Pro porovnani chovani jednotlivych barviv v riznych vyvijecich soustavach ptipravime
nasledujici vyvijeci soustavy podle velikosti vyvijecich nddob v poméru:

1. n-propanol : HO 9:1
2. n-propanol : H>O : kyselina octova 85:14:1
3. n-butanol : H>O : kyselina octova 35:30:35

Kazdou z vyvijecich soustav si pfipravime do tlustosténné nadoby tak, aby hladina mobilni faze
dosahovala do vysky 5 — 10 mm. Vyvijeci nadobu ihned uzavieme vikem, aby v prostoru uvnitt
nadoby doslo k nasyceni parami vyvijeci soustavy.

6.3.2. PROVEDENI ANALYZY

Piipravime si jednotlivé chromatografické desky Alugram SIL G, na Start naneseme synteticka
barviva. Tyto desky umistime do pfedem ptipravenych vyvijecich soustav (1, 2, 3) v mirném sklonu
ke sténé vyvijeci nadoby a vyvijeci nddobu ihned uzavieme. Pockame az Celo vystoupi asi 1 cm pod
horni hranu chromatografické desky. Poté chromatogram opatrné vyjmeme, tuzkou zakreslime ¢aru
migrace Cela mobilni fize a umistime na cca 5 minut do su$arny vyhiaté na teplotu 60 °C uschnout



(mtize uschnout i na vzduchu). Po vysu$eni zméfime pravitkem a zapiseme hodnoty vzdalenosti Cela
mobilni fize od Startu a vzdalenosti stfedu skvrny od Startu. Celo kopiruje eluovanou mobilni fazi,
hodnota jeho vzdalenosti od Startu se mize pro jednotlivé separacni drahy lisit!

6.4. POTRAVINARSKA BARVIVA

Potravinatska barviva (tzv. jedla barviva) jsou barviva, ktera se pridavaji do potravin pro

zvyraznéni barvy ¢i chuté. Pfitomnost téchto barviv musi byt uvedena na obalu vyrobku. Barviva jsou
oznacovana Cisly E 100 az E 180. N¢ktera potravinafska barviva maji ptirodni ptivod,

napt. karotenoidy nebo chlorofyly.

Pouziti potravinatskych barviv je velice Siroké. MtiZe se piidat témét do vSech potravin,
napoju, ale velké vyuziti ma také pro tisk, nejcastéji na jedly papir, ¢imz se daji vytvofit jedlé etikety,
obrazky, fotky, loga, dekorace apod., které se poté daji pfilepit (zapéct) na rizné druhy potravin,
hlavné na cukrafské vyrobky nebo pecivo.

Uziti potraviafskych barviv se fidi hygienickymi piedpisy a pfislusSnymi technickymi
normami, piedev§im vyhlaskou ¢. 4/2008 Sb., kterou se stanovi druhy a podminky pouziti pfidatnych
latek a extracnich rozpoustédel pti vyrobé potravin. U barviv E110, E122, E124, E155 je nejvyssi
povolené mnozstvi (NPM) 50mg/kg jednotlivé nebo v kombinaci. Pokud je vyrobek oznacen ,,azo
free® nebo také AZ, znamena to, ze neobsahuje barviva E102, E104, E110, E122, E124, E129. Tyto
latky mohou nepfiznivé ovliviiovat ¢innost a pozornost déti.

Existuje také celd fada prirodnich barviv rostlinného ptivodu vyuzivanych v potravinaiském
pramyslu. Napft. vyrazné zluté barvivo se pfipravuje z kurkumy, Safranu ¢i svétlice barvirské, zelené
barvivo z listd pandanu a ramie, ¢erven (na bazi karotenoidil) z ervené fepy, fialové barvivo z odvaru
z Cerné ryze, cerné barvivo z plodi melastomy a modré barvivo z kvéti bobovité rostliny klitorie.

6.4.1. PRIPRAVA VYVIJECICH SOUSTAV
Pripravime dle kapitoly 6.3.1.

6.4.2. PROVEDENI ANALYZY
Dle odstavce 6.3.2.

6.5. ROSTLINNA BARVIVA

Prvni zminky o pouzivéani rostlinnych barviv pochazeji ze starovéké Ciny a Indie. Vyhradné
pfirodni barviva byla pouzivana k barveni do poloviny 18. stoleti, do doby, nez chemicky prumysl
zacal produkovat syntetické nahrazky téchto barviv. V posledni dobé zajem o ptirodni barviva opét
stoupad vlivem zdravotnich a environmentalnich probléml souvisejicich s pouzivanim barviv
syntetickych.

Rostlinna barviva jsou organické latky rizného slozeni majici pro rostliny Zivotni vyznam.
Rozdélujeme je na barviva rozpustna v tucich (lipochromy) a ve vod¢ (hydrochromy). K lipochromtim
patti zelené chlorofyly, zluté xantofyly a ¢ervené karoteny. Chlorofyly maji vyznam pro fotosyntézu,
naproti tomu xantofyly a karoteny zpusobuji zluté, oranzové a ¢ervené zbarveni listt, kvétt a plodi.
Mezi hydrochromy patfi predevsim anthokyany, které zptisobuji modré, Cervené, fialové az Cerné
zbarveni zejména kvétl a plodu.

Vysledkem separace listovych lipochromt (chlorofyl a, chlorofyl b, karotenoidy) s vyuZzitim
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 — Sedé.
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6.5.1. PRIPRAVA VYVIJECICH SOUSTAV

Pro rozdéleni jednotlivych rostlinnych barviv pfipravime nasledujici vyvijeci soustavy — smési
rozpoustédel (5 ml):

1. benzin : H,O : 2-propanol 90:0,25:9,75
2. n-propanol : H>O : kyselina octova 85:14:1

3. n-hexan : H>O : 2-propanol 80:0,05:20
4. benzen 100

Kazdou z vyvijecich soustav si pfipravime do tlustosténné nadoby tak, aby hladina mobilni faze
dosahovala do vySky 5 — 10 mm. Vyvijeci nddobu ihned uzavieme vikem, aby se prostor uvnitt
nadoby nasytil parami vyvijeci soustavy.

6.5.2. PRIPRAVA VZORKU OBSAHUJICICH ROSTLINNA BARVIVA

1) Listy zelenych rostlin rozstfihame na mensi kousky a rozetfeme v tfeci misce s malym mnozstvim
propraného kiemicitanového pisku (ptip. pisku motského), s uhlic¢itanem vapenatym (na Spetku
noze) a acetonem na hustou kasi. Smés zfiltrujeme do odpafovaci misky a nasledné odpaiime na
vodni 1azni do sucha. Po zchladnuti rozpustime hmotu v n¢kolika kapkach acetonu. Ziskany roztok
prevedeme do mikrozkumavky. Zahustény extrakt naneseme na chromatografickou desku
Polygram SIL G/UV3s4 a umistime do vyvijecich soustav €. 1 a 2.

2) Ptiblizné 5 g Cervené papriky rozetfeme v tfeci misce s 20 ml technického benzinu, pfevedeme
do konické baiky, kterou zazatkujeme a umistime na 15 minut na tfepacku. Ziskany extrakt
zfiltrujeme pfes filtracni papir do odpafovaci misky a na vodni 1azni zahustime na polovi¢ni objem,
poté prevedeme do mikrozkumavky. Zahustény extrakt naneseme na chromatografickou desku
Polygram SIL G/UVys4 a umistime do vyvijecich soustav ¢. 3 a 4. Paprika obsahuje pfes
40 nepolarnich barviv (vétSinou na bazi karotenoidil), proto je potieba pouzit méné polarni vyvijeci
soustavu.

6.5.2. PROVEDENI ANALYZY

Pfipravime si jednotlivé chromatografické desky Alugram SIL G, na Starf naneseme rostlinna
barviva. Tyto desky umistime do pfedem pfipravenych vyvijecich soustav v mirném sklonu ke sténé
vyvijeci nadoby a vyvijeci nadobu ihned uzavieme. Pockame az Celo vystoupi asi 1 cm pod horni
hranu chromatografické desky. Poté chromatogram opatrn€ vyjmeme, tuzkou zakreslime ¢aru migrace
Cela mobilni fize a umistime na cca 5 minut do susarny vyh¥até na teplotu 60 °C uschnout (miize
schnout i na vzduchu). Po vysuseni zméfime pravitkem a zapi$eme hodnoty vzdalenosti Cela mobilni
faze od Startu a vzdalenosti stfedu skvrny od Startu. Zkontrolujeme i vyskyt skvrn v UV oblasti.

Obr. 68.3: Priklad usporadani HPTLC sady od spolecnosti CAMAG



6.6. KVANTITATIVNI STANOVENI BARVIVA — ZELEN BRILANTNI

Zelen brilantni patii mezi triarylmethanova barviva, je rozpustna ve vod¢ a v ethanolu. Tvoii
drobné lesklé krystaly. V roztoku ma velmi intenzivni zelenou barvu, vyuziva se k barveni
tkanin. Dale je vyuzivana jako antiseptikum, desinfekce a pro barveni erytrocytii v laboratorni
praxi.

Obr.6.4. Strukturni vzorec zelené brilantni

Pro kvantitativni vyhodnoceni chromatogramil se vyuziva denzitometru (skeneru) a
vhodného programu, ktery skvrny pievede na piky odectenim intenzity jejich jasu. Plocha piku
odpovida obsahu dané latky.

Zakladni pojmy pouzivané pii praci se skenerem a vyhodnocovacim programem:

e Pixel — nejmensi jednotka obrazové informace, ktera oznacuje jeden bod digitalniho obrazu

e Bit—zéakladni jednotka informace, nabyva pouze jedné ze dvou hodnot

e Byte —jednotka informace o velikosti osmi bitt

e Barevna (bitova) hloubka — oznaCuje pocet bitl pro ulozeni jednotlivého barevného
kanalu v jednom pixelu. Se vzriistajici bitovou hloubkou se zvétSuje skala barev, ale
také pamé&tova naroc¢nost.

e 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®.

o Jas — koresponduje se svitivosti pixelu. V ptipadé, 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.

6.6.1. PRIPRAVNE PRACE

Pro stanoveni pfipravime 5 ml roztoku organického barviva (zelen¢ brilantni) o
koncentraci 0,4 g-1"'. Naslednym fedénim tohoto roztoku pfipravime sadu kalibra¢nich roztokli o
koncentracich 0,05; 0,1; 0,2; 0,25;0,3 a 0,4 gI'. Pro analyzu je dostatené mnozstvi kazdého
roztoku 1 ml.

Na TLC desce typu Polygram®SIL G/UV o rozmérech 40 x 80 mm naznacime
priblizné 1,5 cm od spodniho okraje tuzkou startovni linii, kterou rozdélime tak, aby na ni
bylo mozné rovnomérne nadavkovat Sest roztoki

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

6.6.2. PROVEDENI ANALYZY

Na TLC desku se pomoci mikrosttikacky nanasi velmi malé¢ mnozstvi vzorku (pl)
rozpusténého v t€kavém rozpoustédle, ktery je po dostate¢ném zaschnuti a nasledném vlozeni do
vyvijeci nadoby unaSen mobilni fazi.

Na startovni linii TLC desky Polygram nadédvkujeme pomoci mikrostiikacky (napf. Hamilton)
po 1 ul ptipravenych roztokit o koncentracich 0,05; 0,1; 0,2;0,25; 0,3 a 0,4 g1!zeleng brilantni,



poslednim davkovanym roztokem bude vzorek o neznamé koncentraci. TLC desku umistime na
cca 5 minut do suSarny vyhtaté na teplotu 60 °C.

POZOR!!!
dbat na peclivost pii odméfovani objemli a obzvlast na nutnost nadavkovat roztok tak, aby se
vytvorila skvrna s co nejmensim primérem. Po nadavkovani roztokii musime nechat TLC desku
dikladn€é uschnout. Po uschnuti ji vlozime do vyvijeci nddoby a nechdme mobilni fazi vzlinat
dostate¢nou dobu.

Pfi tomto stanoveni jde pfedev§im o kvantitativni vyhodnoceni jedné latky, nikoliv o
separaci n€kolika latek, proto analyzu ukoncime, jakmile se skvrny dostanou do vzdalenosti 2 az 3
centimetrd od startovni linie. TLC desku vyjmeme a nechame uschnout.

6.6.3. 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.

1) Spustime program IrfanView a v nabidce ,,Soubor” zvolime moznost “Ziskat / Davkové
skenovani®.

2) V nasledujicim okné zvolime moznost ,Jednotlivy obrazek™ a potvrdime stisknutim
,OK®.

3) 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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4) Zobrazi se sken, ktery volbou moznosti ,,Ulozit jako* v nabidce ,,Soubor* ulozime do
prislusné slozky ve formatu typu .TIF.
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6.6.4. VYHODNOCENi SKENU TLC DESKY

1) Spustime program ScanQuant, klikneme na ,,Load image* a vybereme poZadovany sken.

2) Zvolime, zda chceme sken zpracovavat ve stupnich Sedi (Grayscale) nebo barevné
(RGB). V této uloze zpracujeme sken obéma zpisoby.

@ Do pou wark to process grayscale or colot image 7

Grayscals ros |

3) Oznacime oblast, ve které se vyskytuje TLC deska, dvojklikem do této oblasti vybér
potvrdime.
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4) Kliknutim na stfed skvrny oznac¢ime tu, kterou chceme analyzovat.

_.H- s 3®# 03

5) Vybérem ,Horizontaly” zvolime, ze chceme analyzovat ve sméru horizontalnim, v



pfipadé, Ze potfebujeme analyzovat ve sméru vertikalnim, vybereme ,,Verticaly“. V této
uloze volime smér tak, aby byl shodny se smérem pohybu mobilni faze.

6) Nyni program odecte 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 kanald.

Pik odpovidajici oznacené skviné je v grafu oznacen kiizkem nad vrcholem.
Oznac¢ime hranice piku - Jednim kliknutim ozna¢ime zacatek, druhym konec.
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7) Chceme-li spocitat retencni faktor, zvolime v dal§im okné ,,Yes*, v opa¢ném piipade ,,No“.
V ramci této tlohy retencni faktor spocitame a uvedeme do protokolu.

@ Do you wani to determine a retention factor?

o] [ ] [omon

8) V pfipad¢ uréovani retencniho faktoru jednim kliknutim oznacime pozici startovni linie,
druhym misto, kam doputovala mobilni faze.

ST LT

9) Pokud chceme analyzovat dal§i skvrnu, stiskneme v nasledujicim okné ,,Yes“a
opakujeme postup od oznaceni stfedu skvrny. V opacném ptipad¢ stiskneme tlacitko ,,No*,
pojmenujeme soubor s vystupnimi daty a zvolime, kam jej ulozit.



@ Da you want to mark nest =pat?

IR L

10) Nahrajeme dalsi sken zvolenim ,,New image‘ nebo program ukonéime pomoci tlacitka
,,Close®.

Vystupem analyzy je soubor ve formatu .xIsx.

Pfi analyze vrezimu RGB vypada nasledovné — kazda analyza je uloZena na samostatném listu:
e Vesloupci A — hodnoty jasu kanalu R

Ve sloupci B — hodnoty jasu kanalu G

Ve sloupci C — hodnoty jasu kanalu B

Ve sloupci D — obsahy ploch pod kiivkami v potadi R, G, B

Ve sloupci E — retenc¢ni faktor prislusné latky
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V ptipadé¢ analyzy v rezimu Grayscale je vystup nasledujici:
e Vesloupci A — hodnoty jasu Sedi
e Ve sloupci B — obsah plochy pod kiivkou
e Vesloupci C — retencni faktor piislusné latky
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Kazdou skvrnu analyzujeme 3x v rezimu RGB a 3x v rezimu Grayscale, a to z divodu

subjektivniho oznaceni stfedu skvrny a hranic piku.

6.7. VYHODNOCENI

)]

2)

3)

4)

Identifikujeme jednotliva synteticka barviva ve vzorku pomoci vypoctenych reten¢nich
faktorti. Ptilozime jednotlivé zkopirované chromatogramy s popisem. Porovname a
zdivodnime separacni chovani analyzovanych latek v jednotlivych vyvijecich soustavach,
diskutujeme zadrz stanovovanych latek v zavislosti na jejich struktufe, zvoleném separacnim
systému, polarité atd.

Identifikujeme jednotliva potravinaiské barviva ve vzorku pomoci vypoctenych reten¢nich
faktorii. Pfilozime jednotlivé zkopirované chromatogramy s popisem. Porovname a
zdivodnime separacni chovani analyzovanych latek v jednotlivych vyvijecich soustavach,
diskutujeme zadrz stanovovanych latek v zavislosti na jejich struktufe, zvoleném separacnim
systému, polarité atd.

Identifikujeme jednotliva rostlinna barviva ve vzorku pomoci vypoctenych retencnich faktort.
Ptilozime jednotlivé zkopirované chromatogramy s popisem. Porovname a zdivodnime
separacni chovani analyzovanych latek v jednotlivych vyvijecich soustavach, diskutujeme
zadrz stanovovanych latek v zavislosti na jejich struktuie, zvoleném separacnim systému atd.

Kvantitativné vyhodnotime analyzu brilantni zelené. Analyzu provedeme v rezimu RGB a
Grayscale, vysledky mezi sebou porovname, uvedeme retencni faktor véetné¢ intervalu
spolehlivosti. Ze ziskanych dat sestavime kalibracni pfimku zavislosti obsahu plochy
pod kiivkou (pfi RGB rezimu uvazujeme sumu obsahti vSech tii ploch) na koncentraci
zelen€ brilantni. Z rovnice kalibra¢ni pfimky vypocitame obsah zelen¢ brilantni v nezndmém
vzorku vCetn€ intervalu spolehlivosti.



