Papirova a tenkovrstva chromatografie

Jednou z nejrozsifengjSich analytickych metod je bezesporu chromatografie, umoziujici G¢innou
separaci latek nutnou pro spolehlivou identifikaci a kvantifikaci slozek sledovaného vzorku. K rozdéleni
latek dochazi na zakladé jejich rizné pohyblivosti v systému dvou fazi — stacionarni (zakotvené) a mobilni
(pohyblivé). Rizné latky se lisi ve svych adsorpcnich vlastnostech, v hodnotach rozd€lovacich
koeficientti, ve svych rozmérech ¢i ve svych nabojich, coz lze vSe vyuzit v chromatografii k jejich
rozdeleni na vhodném chromatografickém zatizeni. Stacionarni fazi mtize byt pevna latka (papir, SiO»,
Al>O3) ale i kapalna faze zakotvena na pevném nosici, mobilni fazi pak byva kapalina ¢i plyn. Z hlediska
provedeni (uspofadani chromatografického zafizeni) délime chromatografii na plosnou a sloupcovou,
Z hlediska urcujictho mechanismu déleni latky mezi stacionarni a mobilni fizi pak chromatografii
adsorpcni, rozd€lovaci, iontoveé vyménnou a dalsi.

Papirova chromatografie byla po ur¢itou dobu v praxi nejpouzivanéjsi metodou plosné
chromatografie. Jeji nejvétsi vyhodou je ekonomicky nenaro¢né chromatografické médium, vyuZitelné
pro separaci Sirokého mnozstvi latek od anorganickych iontl az k slozitym biomolekuldm. Zakladnim
separatnim mechanismem je v piipad¢ papirové chromatografie rozd€lovaci rovnovaha mezi vodou ¢i
jinym rozpoustédlem zakotvenym v papiru a pouzitou mobilni fazi. U latek s velkym poctem polarnich
skupin se Casto uplatiiuje jejich silnd interakce pfimo s celulézou, v takovych piipadech prevlada
adsorpcni mechanismus déleni. DileZitou charakteristikou pouzité¢ho chromatografického papiru (jedna
se 0 specialni papir, ne napt. obycejny filtratni papir) je pratokova rychlost mobilni faze — podle ni
rozlisujeme chromatografické papiry s rychlym, standardnim a pomalym pritokem. Rychlost priitoku
vyznamné ovliviiuje dobu separace a samoziejmé 1 jeji i€innost. Dodavany jsou vsak i1 papiry specialné
upravené —napr. hydrofobizované apod.

Pied pouzitim nastithame chromatograficky papir na prouzky o minimalni délce 10 cm a Sitky
podle poctu nanasenych vzorkd. Chromatografii na papiie provadime bud’ ve vzestupném provedent, kdy
je papir zavésen v chromatografické komote a spodnim okrajem je namocen do mobilni faze anebo v

sestupném provedent, kdy je papir zavéSen ve vanicce s mobilni fazi a ta putuje dolt.
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Obr. 3: Chromatografie — provedeni
a) sestupné vyvijeni —V horni ¢asti se umisti zlabek s mobilni fazi
b), ¢), d) vzestupné vyvijeni — mobilni faze se umisti na dné nadoby (s dobie tésnicim vikem) a vzlina
vzhtiru
(pfevzato z internetu: http://ciselniky.dasta.mzcr.cz/CD_DS4/hypertext/ AJAME.htm,
http://web.natur.cuni.cz/~pcoufal/ticpc.html)

Vzorek nanasime na vyznaceny start, ktery by mél byt alesponi 1 cm nad hladinou mobilni faze,
rozestupy mezi jednotlivymi nanaSenymi vzorky by mely byt alesponi 0,5 aZ 1 cm, od okraje papiru pak
minimaln€ 1 cm. Vzorek se nanasi po odstranéni rusicich latek (napt. extrakcei) ve vhodném rozpoustédle
mikropipetou ¢i injekéni stitkackou tak, aby skvrna vznikajici na startu nebyla piili§ rozméma (radgji
postupné nanaseni po oschnuti ptedchozi davky). Pii piiprave a nanaSeni vzorku je tfeba brat v tvahu, ze
mnozstvi latky ve vzorku se pohybuje v rozmezi 0,1 az 100 pg v zavislosti na jeji rozpustnosti v mobilni
fazi (¢im méné je rozpustna, tim mensi mnozstvi latky) a na citlivosti detekce. Protoze nanaseny objem se
pohybuje v rozmezi 2 az 20 pl, pohybuje se vhodna koncentrace nanaseného roztoku v rozmezi 0,1 az
5%. Pred zahgjenim vyvijeni chromatogramu je potieba naplnit chromatografickou komoru (vyssi
sklenéna nadoba s vikem a stojankem pro uchyceni papiru) mobilni fazi a pfiblizn€ 15 az 20 min. nechat
ustavit v komote rovnovahu par mobilni faze. Volba sloZzeni mobilni faze ovliviiuje pohyblivost
chromatografovanych latek podle pravidla podobné rozpousti podobné. Proto pro poldmi latky se
pouzivaji smesi polarich organickych rozpoustédel (alkoholy) s vodou a piidavkem kyseliny ¢i baze,
nepolarni latky se pak chromatografuji ve smésich nepolarnich rozpoustédel (v takovém piipade je tieba
atmosféru komory sytit vodnimi parami z misti¢ky s vodou). Pohyblivost latky na chromatogramu se



vyjadiuje hodnotou Rr, ktera se urcuje jako pomér vzdalenosti, kterou urazi skvrna stanovované latky, ke
vzdalenosti, kterou urazi ¢elo rozpoustédla.
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Obr. 4: Schéma chromatogramu — pohyblivost latky — hodnota Rr (reten¢ni faktor, znamy také

jako retardacni faktor)
(pievzato z intemetu: hitp:/Amww.wikiskripta.eu/index.php/Chromatografie)
Pii papirové chromatografii je vhodn4 vzdalenost, kterou urazi na chromatogramu celo

rozpoustédla asi 5 az 10 cm. Detekce chromatografovanych latek se provadi po vyjmuti papiru a jeho
vysuseni bud’ pfimo vizualné, pokud jsou chromatografované latky barevné, nebo se vyuziva jejich
fluorescence pod UV zafenim, ¢i se provadi postiik detekénim ¢inidlem za vzniku barevnych skvm.
Univerzalni detekéni ¢inidlo predstavuje konc. kyselina sirova, protoZe vétSina organickych latek pod
Jjejim dehydratacnim vlivem uhelnati a tvoii tmavé skvmy (obvykle je nutno zahtat). To ovSem plati i pro
samotny chromatograficky papir, takze je 1épe vyuzit v tomto piipade specifictéjSich detekcnich ¢inidel.
Podle polohy skvry latky ve vzorku ve srovnani se standardem, piipadné 1 stejného chovani pii detekct,
urcujeme kvalitu latky, kvantitu pak odhadujeme z porovnani velikosti ¢i intenzity zabarveni skvim vzorku
a standardu.

Tenkovrstva chromatografie (TLC, Thin Layer Chromatography) je piipadem plosné
chromatografie s pievladajicim adsorpénim mechanismem déleni analyzované smési latek. Vlastni
chromatograficky experiment se provadi na tenké vrstvé sorbentu (celuldza, silikagel, alumina)
nanesen¢ho na vhodné podlozce (sklo, kovova folie). Vzorek se ve velmi malém mnozstvi (ul) nanasi na
zacatek vrstvy (start) spolecné se standardy obdobné jako v ptipade papirové chromatografie. Po zaschnuti
nanesenych vzorki se vrstva vlozi do vyvijeci komory s vhodnou smési rozpoustédel (mobilni faze) tak,
aby startovni linie byla nad hladinou, a komora se uzavie. Dodrzuji se obdobna pravidla jako u papirové
chromatografie, vyvijeni chromatogramu probiha tak dlouho, dokud se ¢elo vzlinajici smési rozpoustédel
nepriblizi k okraji desky. Poté se chromatogram vyjme, vysusi a vhodnym zptsobem detekee se zjisti,
kam doputovaly latky obsazené ve vzorku. K detekci se pouzivaji stejné postupy jako v papirové
chromatografii, mnohdy se pouzivaji vrstvy upravené fluorescencni latkou, fluoreskujici pii osvétleni UV

zarenim. Stanovované latky velmi Casto tuto fluorescenci zhaseji, takze se pod UV lampou objevuji na



chromatogramu v podobé tmavych skvm. Vyuzivaji se i dalSi zptisoby detekce, zaloZené na postiiku

chromatogramu vhodnym ¢inidlem, které se stanovovanou latkou vytvaii barevnou slouceninu.

Papirovou a tenkovrstvou chromatografii 1ze stanovovat Sirokou skalu organickych i
anorganickych latek pfi vysoké citlivosti a nizké ekonomické naro¢nosti. Metoda je povétSinou
i Casové velmi pohotova, takze je velmi rozsifena v pramyslu v oblasti meziopera¢ni kontroly.
Vzhledem ke své univerzalnosti je vhodna i pro prvni orientaci ve slozeni nezndmého vzorku

V oblasti sledovani znecisténi zivotniho prostredi, medicing i chemickém vyzkumu.

Stanoveni vitamini skupiny B v droZdi

Vitaminy skupiny B jsou rozpustné ve vodé, od ¢ehoz se odviji i pouzivané vyvijeci
soustavy pro jejich chromatografické stanoveni na tenké vrstvé - jejich dilezitou soucasti je
voda. Povétsinou jsou pouzivany kyselé vyvijeci soustavy s kyselinou octovou, nebot’ v nich
jsou tyto latky stabiln€j$i vici oxidaci vzduSnym kyslikem. Dalsi nevyhodou latek ze skupiny
vitamint je jejich citlivost ke svétlu, coZ je pravé vyznamné u vitaminl skupiny B. Proto je
tieba vzorky i chromatogramy chranit pfed pfimym slune¢nim zafenim. Detekce vitamint
skupiny B je veelku jednoducha, protoze nékteré z nich jsou barevné a vSechny fluoreskuji ¢i

naopak zhasi fluorescenci pod UV zafenim.

Ukol: Stanovte vitaminy skupiny B pfitomné ve vzorku kvasnic
Chemikalie : kyselina octova

aceton

methanol

toluen

standardy vitaminQ skupiny B

vzorek drozdi.

Pomiicky : chromatograficka vyvijeci komora
chromatograficka tenka vrstva typu Silikagel G
mikropipeta
odmeérné valce 50,25 a 5 ml
kadinka 150 ml (3 ks)

Erlenmayerova banka 100 ml



Petriho miska o priméru min. 12 cm
pinzeta

fixyrka

tfeci miska

nalevka

filtracni papir.

Postup:

Pfipravime si mobilni fazi o slozeni CH3COOH-aceton-methanol-toluen (v poméru
2,5:2,5:10:35 ml). Mobilni fazi nalijeme do vyvijeci komory ve vrstvé okolo 1 cm a komoru
uzavieme. Odvazeny 1 g vzorku drozdi po homogenizaci na tfeci misce s 2 ml kyseliny octové
ptevedeme do Erlenmayerovy baiiky dalSim podilem kyseliny octové do celkového objemu 5
ml a dikladn€ obsah baiky promichdme. Po filtraci extrakt pouZijeme piimo k vlastnimu
chromatografickému stanoveni. Na desticce typu Silikagel G si vyznac¢ime tuzkou startovni linii
a starty pro vzorek a standardy (1 cm od okraje a 0,5 cm od sebe). Na start naneseme standardy
a studovany vzorek mikropipetou v mnozstvi 5 pl. Po oschnuti skvrn vloZime desticku do
komory (start musi byt nad hladinou mobilni fidze) a uzavieme. Nechame chromatogram
vyvijet, dokud hladina vzlinajici mobilni faze nedosdhne cca 1 cm pod okraj destiCky. Poté
desticku vyjmeme, oznac¢ime Celo rozpoustédla a nechdme oschnout volné na Petriho misce.
Detekci provedeme pfimo na zéklad¢ zabarveni barevnych vitamind skupiny B pod UV

lampou.

Vyhodnoceni:

Vyhodnotime polohy a barvy skvrn standardii a vzorku a uréime piitomné vitaminy.
Z porovnani intenzity zabarveni skvrn vzorku a standardi odhadneme obsah jednotlivych
vitaminl ve vzorku a vypocteme jejich ptfiblizny obsah v mg/g vzorku. Ur¢ime rovnéz Rr pro

jednotlivé standardy a vzorky.



