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Navod k pouziti

Chromatografie na tenké vrstvé - princip funkce
Kat. Cislo 109.3148

Principy a prakticka pouziti chromatografie na tenké vrstvé

Obsah a cile vyuky

e Simulovat rozdéleni barviv pomoci
stanoveného souboru v Excelu pfi riznych
koeficientech rozdéleni a zjistit u€inky pomoci
grafiky v Excelu.

e Sledovat u nékolika pFikladd zakladni pFikazy
vypoctu v Excelu pro vypoc&et koncentrace.

e Dokazat pracovat experimentalné Cisté a vést
protokoly o pokusech.

o Vyzkouset si pfi oddélovani smési barviv, Ze
chromatografie na tenké vrstvé poskytuje
pfekvapivé vysledky.

V sadé jsou
komponenty:
Barviva

obsazeny nasledujici

briliantova modr
modro-Cervena
Zluta

svétle modra
smés barviv A-D

mooOw>

Roztoky

F roztok octanu
koncentrovany)

G citronan sodny rozpustény v isopropanolu
1x celulézové desky pro DC 10x20 cm

20x kapilarni mikropipety ze skla — objem 5 pl

draselného (10x

Potiebné pfisluSenstvi (neni soucasti sady):
250ml kadinky

Pravitko

Tuzka

Pipety (5 ml nebo 10 ml)

Pipetovaci pom(icka nebo balonek na pipety

uvob

Chromatografie na tenké vrstvé je
chemicky/biologicky proces oddélovani pro
analyzu molekularnich smési. Pouziva se navic
pro oddélovani smési anorganickych iontd a
biochemickych slozek (napfiklad proteinu, tukd,
cukrG, aminokyselin a pigmentd). Slovo
.,chromatografie® (z Ffectiny) znamena ,psat
barvou“ (chroma = barva, graphein = psét).
V chemii se pod timto pojmem nerozumi Zadna
malovaci technika, ale fada technik pro analytické
separovani latek dohromady: papirova
chromatografie, chromatografie na tenké vrstvé,
plynova chromatografie a dalSi moderni metody.
Chromatografie méla velky vyznam chemii
prirodnich latek a biochemii, protoze s jeji pomoci
Ize velmi snadno oddélovat latky ze smési a
identifikovat jednotlivé slozky. Erwin Chargaff
napfiklad pomoci chromatografickych technik
vyznamnym  zpusobem  pfispél k vysvétleni
struktury DNA. V modernich laboratofich se
chromatografie = provadi automatizované a
vyhodnocuje se pomoci pocitace.

Poprvé pouzil chromatografii rusky botanik Tswett
v roce 1903 k oddéleni barviv listu (chroma, Fecky
= barva). Ve fficatych letech 20. stoleti se tato
metoda  pouzivala vyhradné k separovani
pigmentd. Teprve od roku 1940 se =zacaly
pouzivat papirové prouzky nebo prouzky =z
kfemiCittho gelu po oddélovani substanci
rozpustnych ve vodé, napfiklad aminokyselin a
cukru. V soucasnosti se pouzivaji ttméf vyhradné
destiCky z plastu, hliniku nebo skla, které jsou
potaZeny tenkou vrstvou velmi jemné zrnité latky
(napf. prasek z buniciny nebo oxidu hlinitého).
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Vlastni povrch pfitom ukazuje naboje, které
umoziuji velmi jednoduché oddéleni polarnich
substanci.

Tato wvrstva se nazyva stacionarni faze.
Oddélovana smeés se nyni bodové nanese
v blizkosti dolniho okraje desticky. Poté se
destiCka postavi do nadoby, ktera obsahuje malé
mnozstvi kapaliny. Tato kapalina se nazyva
fluidizagni prostfedek nebo mobilni faze.

FluidizaCni prostfedek nyni ve vrstvé stoupa
pomoci kapilarni sily do vysky. Jakmile kapalina
dosahne skvrny smési, jsou ¢Castice smési
vystaveny pfitazlivé sile stacionarni faze na jedné
strané a pfitazlivé sile mobilni faze na strané
druhé. V zavislosti na poméru sil zGstane ¢astice
u pocateCniho bodu nebo putuje s mobilni fazi
nahoru.

Sily a tim i putovani Castice zavisi jak na druhu
materialu vrstvy a fluidizanim prostfedku, tak i na
druhu castice. Ve vétsSiné pfipadd Ize materialy
vrstev  a smési fluidizaénich  prostfedku
kombinovat tak, aby rGzné druhy c&astic smési
putovaly rizné daleko a navzajem se od sebe
separovaly.
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Tento obrazek (zdroj: Wikipedia) ukazuje sken
desky s kfemicitym gelem (silikagel G), na niz
bylo vyvinuto 10 oleju s mobilni fazi obsahujici
toluen/etylacetat (pomér 93:7 v/v). Nakonec byla
deska  postfikana  vanilinem rozpusténym
v kyseliné sirové a usuSena.

Zleva doprava byly separovany nasledujici oleje:

B bergamot

C cedr

E eukalyptus
G hrebicek

H cajeput

L levandule

M mata

P pomerancg

S pinie

S borovice
Pfitom byly bezpeéné identifikovany nasledujici
komponenty

B1 a L1: linalol

B2 a L2: linalylacetat
E1: cineol

G1: eugenol

G2: carrophyllene

Komponenty, které nebylo mozné zcela bezpecné
urcit:

C1: cedrol

M3: mentol

P1: limonen

Faze chromatografie

Stacionarni faze

Pfi chromatografii na tenké vrstvé se pouziva
stacionarni faze na nosném materialu (hlinikova
folie, plastikova félie nebo sklenéna deska), na niz
se separuji analyzované latky. Stacionarni faze
muze byt napfiklad buni€ina, oxid hlinity nebo
kiemicity gel. Je velmi jemna a rovnomérné
rozdélena na nosném materiélu.

Mobilni faze: rozpoustédio

Kapalna faze se pohybuje pomoci kapilarnich sil
stacionarni fazi a transportuje pfitom latky smési
substanci.

Naneseni vzorkd substanci

Na folii pro chromatografii na tenké vrstvé se
pomoci kapilary nanesou vzorky bodové na
startovni €aru a nechaji se zaschnout.

Separace substanci

Po naneseni vzork(l se postavi félie svisle do
chromatografické nadoby, kterd obsahuje pfesné
tolik mobilni (kapalné) faze, aby se startovni ¢ara
s nanesenymi vzorky nachazel pul centimetru nad
hladinou kapaliny. Na zakladé kapilarnich sil
zacne mobilni faze prochazet stacionarni fazi a
unasi s sebou pfitom vzorky substanci. Béhem
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chromatografie se podél drahy neustale vytvari
nova rovnovaha mezi roztokem latky (v mobilni
fazi) a adsorpci latky (ve stacionarni fazi). Pokud
vyjmete félii z nadoby a ususite ji, nachazi se
,Skvrna“ kazdé slozky vzorku v uréité vySce
chromatogramu (pfi€emz se mnozstvi barviv
mobilni a stacionarni faze po ususSeni félie na
kazdém misté sectou). Separace se realizuje tak,
Ze se substance

e rozpusti a dale transportuji v rizné mire,

e usadi na stacionarni fazi s riznou stalosti

(adsorpce).

Hodnota Rf (zdroj obrazku: Wiki)

Cim lépe se substance v putujicim rozpoustédle
rozpusti a ¢im mensi je jeho afinita k nosnému
materialu, tim rychleji a dale bude putovat
s rozpoustédlem. Z toho vyplyva jako
charakteristicka veli¢ina hodnota Rf (,Ratio of
front”) substance (draha putovani substance /
celkova draha putovani rozpoustédla). Maximalni
hodnota Rf tak je 1, vétSinou je vSak vyrazné
nizSi.
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Zavisi na chemické strukture substance, nosném
materidlu a smési rozpoustédel (za pfedpokladu
syceni komory a konstantni teploty pfi pokusu).

Jonas Hostettler z oddéleni chemie na Univerzité
v Basileji vyvinul maly simulacni program, ktery
poskytl vefejnosti. Tento program je vhodny jako
doplnéni spise suchoparnych vysvétleni procest
pfi vicenasobném rozdéleni (prezentace pomoci

projektoru, vyuziti domaciho pocitace nebo
v pocitacové mistnosti)
http://www.chemie.unibas.ch/~huber/MVTutorial/in
dex.html

Pribéh pokusu

Pfi tomto pokusu se separuje smés rlznych
barviv na desce zbuni¢iny ve dvou rlznych
rozpoustédlech. Pfi kazdém pokusu by proto méla
mobilni faze koncit maximalné v poloviné desky.
Poté se deska otoli a zaCne druhy pokus —
ziskate tak vysledky k porovnani, které se na
desce nachazeji pfiblizné zrcadlové, a muzete je
pfimo porovnat. Oddélované substance obsahuji
rizné naboje a polarni skupiny, rdznou
molekularni hmotnost, maji rliznou geometrii a
rovnéz se liSi poloha a pocet jejich dvojitych
vazeb CC.

Po provedeni pokusu byste méli bezpodminecné
oznacit ¢elo mobilni faze, abyste mohli spolehlivé
urCit hodnotu Rf.

Pripravy

Rozdélte desku Spi¢atymi nGzkami na osm

stejnych dilG (5x5 cm).

Rozpustte pufr octanu draselného (10x): pfidejte
na 1 ml pufru vzdy 9 ml vody.

Pfipravte pro kazdou skupinu dvé kéadinky,

oznacené pismenem F a G.

Pfidejte do kazdé kadinky F 4 ml pufru F a do
kazdé kadinky G 4 ml pufru G (pfesné tolik, aby
bylo pokryto dno kadinky).
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Laboratorni bezpeénost
VZzdy pamatujte na pouzivani laboratornich
plastl, ochrannych bryli a rukavic!

Vseobecné pokyny k nanaseni barviv

Opatrné uchopte DC fdlii, neposkodte svymi prsty
nebo ohybanim bilou vrstvu! Opatrné vyznacte —
bez poSkozeni nanosu — startovni ¢aru ve vysce
15 mm.

Na startovni ¢aru nyni naneste rGzné barvy
pomoci kapilarni pipety. Dbejte na to, abyste
nanesli vzdy co nejmensi mnoZstvi, nechte je
zaschnout, poté na stejné misto znovu kratce
naneste stejnou barvu. U kazdé barvy naneste
radéji vice malych skvrnek pfes sebe nez jednu
obrovskou skvrnu!
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Nyni se miizete pustit do pokusu!

1.

2.

7.

Dostanete dvé DC desky, oznadte jednu
pismenem F a druhou pismenem G.

Zacnéte nanaset na desku F barvy (po
vyznaceni startovni Cary tuzkou). Zacnéte
nejprve s barvivem B (briliantova modf) na
levé strané.

Pfedtim, nez nanesete na startovni ¢aru zleva
doprava vSechna barviva s rozestupem 2 cm,
musite pipetu pokazdé dukladné vyplachnout
vodou, jinak se barevné pigmenty jednotlivych
latek smichaji.

Nyni naneste 1 ul C
vyplachnéte pipetu.

Ted je na fadé 1 ul D (svétle modra) —
nezapomernite vyplachnout pipetu!

Nakonec nasleduje 1 ul E (neznama smes) —
pipetu vyplachnéte a celou proceduru
zopakujte s deskou G.

Nechte obé desky 5 min. schnout.

(zluta) a poté

Zaciname s vlastni chromatografii:

1.

6.

7.

Pro vyvinuti nyni postavte pfipravenou desku
do hermeticky uzaviratelné nadoby, do niz
jste predtim nalili roztok F (octan draselny)
v takovém mnozstvi, aby se deska namocila
zhruba do poloviny vzdalenosti mezi spodni
hranou desky a startovni ¢arou.

Startovni skvrny by se mély namodit teprve
v prtibéhu kapilarniho putovani rozpoustédia.
Ihned po vloZeni desky vyvijeci nadobu
hermeticky uzaviete, aby doSlo k syceni
desky vypary z rozpoustédla (syceni komory).
| kdyz pfi pokusu muze zistat komora
oteviena (!), pro spravnou chromatografii
s citlivymi latkami je syceni komory enormné
dllezité pro ziskani dobrych vysledkd.
Pockejte 12 minut, béhem této doby by se
véak deska neméla 0plné nasaknout
fluidizaénim prostfedkem (nechte mobilni fazi
vystoupat maximalné do poloviny desky).
Zamezte béhem chromatografie vykyvim
teploty. Idealni jsou klimatizované mistnosti!
Nyni vyjméte desky z nadob a nechte je ve
vodorovné poloze oschnout na kusu papiru.
Vypocitejte hodnotu Rf obou desek.

Otazky:

1.

LiSi se hodnoty Rf jednotlivych barevnych
sloZzek podle toho, sjakym fluidizaCnim
prostfedkem byly separovany?

Jaka barviva jsou Ilépe rozpustna ve
fluidizaénim prostfedku F, jaka ve fluidizaénim
prostfedku G?

Jaka barviva se nejlépe absorbovala ve
fluidizaénim prostfedku F, jaka ve fluidizaénim
prostfedku G?

Myslite si, Zze kdybyste méli roztok s vySSim
podilem isopropanolu nez fluidizacni
prostfedek G, rozpustilo by se v ném barvivo
A lépe nebo hufe nez v F nebo G?

Jak muzeme pomoci chromatografie na tenké
vrstvé identifikovat slozky smési s neznamymi
latkami?

Otazky + odpovédi:

1.

LiSi se hodnoty Rf jednotlivych barevnych
slozek podle toho, sjakym fluidizaCnim
prostfedkem byly separovany?

Hodnoty Rf obou chromatografickych desek
se musi lisit, protoze se hodnota Rf vypocita
ze vzdalenosti konce mobilni faze a konkrétni
skvrny barviva.

Jaka barviva jsou Iépe rozpustnd ve
fluidizaénim prostfedku F, jaka ve fluidiza&nim
prostfedku G?

Barviva C a D se Iépe rozpoustéji v F. Latky B
a D se spiSe rozpusti v G.

Jaka barviva se nejlépe absorbovala ve
fluidizaénim prostfedku F, jaka ve fluidizaénim
prostfedku G?

V roztoku F se nejlépe absorbuje barvivo A,
nejhufe barvivo D.

Pfedpokladejme, Zze mate roztok s vySSim
podilem isopropanolu nez fluidizacni
prostfedek G — rozpustilo by se v ném barvivo
A lépe nebo hife nez v F nebo G?

Barvivo A by putovalo rychleji, protozZe je lépe
rozpustné ve vodné fazi isopropanolu
rozpoustédla G. Rozpoustédlo F neobsahuje
zadny isopropanol, a proto by zde barvivo A
setrvalo na startovni ¢are (Rf = 0).

Jak mUzeme pomoci chromatografie na tenké
vrstvé identifikovat slozky smési s neznamymi
latkami?

MuzZeme porovnat neznamé latky s chovanim
pfi separaci znamych latek v raznych
rozpoustédlech a vyvodit ztoho, jaké
vlastnosti se jich musi tykat. Porovname-li
hodnoty Rf, muZeme (pokud jsou stejné)
identifikovat také jednotlivé slozky.
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