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ULOHA &.5

CHROMATOGRAFICKE SYSTEMY TLC / HPTLC

Chromatografie na tenké vrstvé

CILE ULOHY
e metodou TLC / HPTLC identifikovat neznamou smés barviv

UKOLY:

5.1. Seznameni s metodou TLC / HPTLC

5.2. Ptiprava chromatogramt jednotlivych barviv.

5.3. Identifikace jednotlivych barviv v neznamém vzorku.
5.4. Vyhodnoceni analyzy

Chemikalie:
Kyselina octova konc., n-propanol, destilovana voda, eriochromova ¢eri, anilinova zlut', cottonova cerven,
neutralni ¢erven, brilantni zelen, methylenova modt, barviva: E102, E133, E124

Sklo a pomiicky:
Sklenéné pipetky (kapilary) podle poctu zkoumanych barviv, Silufol (sorbent silikagel Silpearl pro TLC),

podlozka s nastavcem na vzorkovani, tlustosténna sklenéna vyvijeci hranolova komora (2x), odmérny valec 100
ml (1x), mékka tuzka (tvrdost HB), pravitko.

5.1 SEZNAMENI S METODOU TLC

PRINCIP METODY:

Chromatografie na tenké vrstvé — timto nazvem se souborné oznacéuji plosné chromatografické
techniky, v nichz jako chromatografické loZze misto porézniho papiru slouzi tenké vrstvy (o tloust’ce 100 — 300
pm) velmi jemné zrnénych sorbet nejriznéjsi povahy, fixované vhodnymi pojidly na inertnich podkladovych
deskach. TLC umoznuje kvalitativné i kvantitativné analyzovat slozité smési latek s vyuzitim vSech znamych
délicich principt kapalinové chromatografie — adsorbce, rozd€lovani, iontové vymény, molekularné sitového
efektu.

Tenkovrstva chromatografie patfi mezi metody kapalinové chromatografie. Znamena to, Ze mobilni fazi
je kapalina, nejéastéji organicka rozpoustédla (propanol, aceton, cyklohexan, toluen, chloroform atd.) nebo jejich
roztoky. Stacionarni faze je nanesena na sklenéné desticce nebo na hlinikové folii. Tenky plisek hliniku, na
kterém je naneseny silikagel se nazyva silufol. Stacionarni fazi byva vétsinou silikagel, oxid hlinity nebo
celuloza.

Tenkovrstva chromatografie je velmi rychla, jednoducha a ¢asto pouzivana metoda, nejcastéji ke
kontrole ¢istoty analytu. U tohoto druhu chromatografie ptevlada rozdilna adsorpce na tenké vrstvé sorbentu. Na
povrch silufolu se nanasi analyzovana smés a postavi se do mobilni faze, ktera vzlina nahoru stacionarni fazi a
unasi riznou rychlosti slozky analytu. Vzlinani se pterusi, jakmile rozpoustédlo dosahne pozadované vysky.
Vyska, kterou rozpoustédlo dosahlo, se opét oznaci tuzkou (tvrdost HB), jako ¢elo chromatogramu. Uréujicim
ukazatelem je reten¢ni faktor, coz je pomér vzdalenosti stfedu skvrny od startu (namalovana ¢éara tuzkou pired
zacatkem vyvoje) a vzdalenost ¢ela chromatogramu od startu:
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kde: Vy je vzdalenost stfedu skvrny od startu a Vi je vzdalenost ¢ela od startu.

Vyvijeni probiha v tlustosténné nadobé piikryté sklenénou deskou. V uzaviené nadobé dojde k nasyceni
prostfedi parami mobilni faze.

5.2. PRIPRAVA CHROMATOGRAMU JEDNOTLIVYCH BARVIV

POSTUP:

Silufol si nastfihame na obdélniky (cca 10-15cm Siroké, 10-15cm vysoké), na které zakreslime mekkou
tuzkou (tvrdosti HB) 1cm od okraje START, opatrné tak aby nedoslo k poruseni vrstvy silikagelu.
Poté si pfichystame vyvijeci soustavy:

1) n-propanol : voda 9:1
2) n-propanol : voda : kyselina octova 85:14:1

Kazdou z vyvijecich soustav si nachystame do tlustosténné hranolové nadoby a pfikryjeme sklenénym
vikem, aby doslo k nasyceni par.

Jakmile mame nachystané vyvijeci roztoky, pfistoupime k piipravé Silufolu. Na obdélnik Silufolu (pod
start nebo tésné pod horni okraj) vytvotime popisky pro pozdéjsi identifikaci barev. Silufol vlozime na
vzorkovaci desku a kapilaru vlozime do ty¢inkového nastavce. Na ¢aru startu budeme kapilarou nanéset barviva
(v potadi, jaké jsme napsali na Silufol) a to tak, zZe do kapilary v nastavci nabereme kapku roztoku barviva,
nastavec stla¢ime a tim pfilozime kapilaru na ¢aru startu (POZOR! Na kazdy vzorek Cistou kapilaru). Pockame,
az se barvivo nasaje do silikagelu a vznikne ndm skvrna o velikosti 2-3 mm. Tento postup opakujeme se vSemi

barvivy.
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Silufol vkladame do vyvijeci soustavy tak, aby byl opfen v mirném sklonu o sténu vyvijeci nadoby a
ihned vyvijeci nddobu uzavieme vikem. Sledujeme, jak mobilni faze vzlind, a pockdme cca 30 minut nebo az
dostoupi cca 1 cm pod vrchol Silufolu. Poté vyjmeme a zakreslime tuzkou ¢aru vrcholu ¢ela mobilni faze a
pokusime se obtahnout skvrnu, kterou nam zanechalo barvivo, nebot’ po ususeni Silufolu by nemusela byt skvrna
dostatecné zietelna. Chromatogram umistime na 5 min do susarny pii 80 °C. Po vysuseni pravitkem zmétfime
vzdalenost ¢ela mobilni faze od startu a vzdalenost sttedu skvrny od startu a hodnoty si zapiSeme.

Tento postup opakujeme u vSech druhti barviv pro obé dvé rozpoustédla.

5.3. IDENTIFIKACE JEDNOTLIVYCH BARVIV V NEZNAMEM VZORKU

POSTUP:

Na ptipravené obdelniky (pro obé vyvijeci soustavy) Silufolu s ¢arou startu budeme nanaset kapilarou
vzorky barviva neznamého slozeni (pro kazdy vzorek opét nova kapilara). Nanaseni neznamého vzorku probiha
totozné jako v pripad¢ jednotlivych barviv.

Silufol vkladame do vyvijeci soustavy tak, aby byl opfen v mirném sklonu o sténu vyvijeci nadoby a
ihned vyvijeci nadobu uzavieme vikem. Sledujeme, jak mobilni faze vzlina, a pockdme cca 30 minut nebo az
dostoupi cca 1 em pod vrchol Silufolu. Poté vyjmeme a zakreslime tuzkou ¢aru vrcholu ¢ela mobilni faze a
pokusime se obtahnout skvrnu, kterou nam zanechalo barvivo, nebot’ po ususeni Silufolu by nemusela byt skvrna
dostatecné zfetelnd. Chromatogram umistime na 5 min do susarny pii 80 °C. Po vysuseni pravitkem zmétime
vzdalenost ¢ela mobilni faze od startu a vzdalenost stfedu skvrny od startu a hodnoty si zapiseme.

POZOR — DULEZITE!

1. 'V Zddném pripadé nesmi dojit k zaméné kapilar pouZitych pro jednotliva barviva, kazdé barvivo i
nezndamy vzorek md svoji vlastni kapildru na nandseni.

2. VesSkeré sklo musi byt iadné omyto, aby nedoslo ke kontaminaci dal§ich vzorkii.

3. Opatrnost pii nakladani s barvivy, nebot’ barviva se Spatné dostavaji jak z pracovni plochy, tak
z obleceni.

5.4. VYHODNOCENI ANALYZY

Pti vyhodnoceni do zavéru uvedeme:
1. Vypocitané retencni faktory jednotlivych barviv a jejich identifikaci.
(Chromatogramy, prosim, pirekopirujte do protokolu).
2. Vypoditané retenéni faktory barviv neznamého sloZeni a jejich identifikaci.
3. Sledujte rozdily mezi pisobenim 1. a 2. vyvijeci soustavy a vyhodnot’te je.

4. Zdivodnéni mozného chybného stanoveni.



