Chromatografie na tenké vrstve

Chromatografie na tenké vrstvé patii mezi separacni metody, oddélujici latky ze smési na zdkladé odlisSné
afinity jednotlivych slozek smési ke staciondrni a mobilni fazi.

U tenkovrstvé chromatografie je sklenéna, hlinikovéd nebo plastova deska potazena tenkou vrstvou stacionarni
faze (silikagel, oxid hlinity atd.), na kterou je nanasen analyzovany vzorek. Latkové mnozstvi nandseného vzorku
by nemélo presahnout absorpcni kapacitu stacionarni faze (je tfeba optimalizovat mnozstvi vzorku a pouzitou
tloustku stacionarni faze).

Silikagel

Silikagel je forma oxidu kremicitého, u kterého jsou atomy kfemiku mezi sebou navazany pres molekuly kysliku.
Smérem k povrchu desti¢ky jsou na atomy kfemiku navazany -OH skupiny. Celd struktura pak vypadd nasledovné:
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Navazané -OH skupiny davaji povrchu destic¢ky poldrni vlastnosti s
moznosti tvorby vodikovych mUstk(d a dalSich nekovalentnich interakci se
separovanymi latkami.
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Mobilni faze

Mobilni faze je specificky definovana smés rozpoustédel, kterou nalijeme v A
malé vrstvé (do 1 cm sloupce kapaliny) do chromatografické vany. Poté do
vany vlozime chromatografickou desku s nanesenym vzorkem tak, aby C
vzorek byl nad hladinou rozpoustédla a aby se TLC deska opirala o sténu

pouze zadni stranou. Mobilni faze vzlind po desce smérem vzhiru a unasi
s sebou i analyzovany vzorek. Rychlost, kterou je vzorek unasen smérem
vzhiru, zavisi na rozpustnosti vzorku v mobilni fazi a na stupni interakce s a
fazi stacionarni (afinité k stacionarni fazi). Cim vétsi je afinita vzorku ke
stacionarni fazi, tim pomaleji stoupd vzharu. Kdyz rozpoustédlo dorazi start a o
dostate¢né daleko od startu (vétSinou vice neZ do ¥ desky), vyjmeme A B
desku z chromatografické vany a pozici na desce, kam doputovalo
rozpoustédlo, oznacime carou (= Celo).

Schéma tenkovrstvé chromatografie a
vypoctu Retencniho faktoru (podrobnosti v

Retencni faktor textu)
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Poté zmérime vzdalenost jednotlivych latek od startu a pro kazdou latku

vypocitame takzvany retencni (retardacni) faktor Rf. Hodnota Rf uddva, jak daleko zaostava skvrna
analyzované latky za Celem rozpoustédla. Rf je pro danou latku v daném systému charakteristicky, tzn., ze pokud
experiment zopakujeme, méli bychom ve stejném usporadani ziskat stejny Rf. V naSem pripadé bude pro latku A
Rf=a/c, pro latku B Rf=b/c (viz obrazek).

V pripadé, Ze se nejedna o barevné latky, je tfeba je pred analyzou vizualizovat. Metod je nékolik, od pritomnosti fluorescencni latky primo v
desce, kdy se jednotlivé latky pod UV lampou jevi jako c¢erné skvrny, po chemickou detekci, kdy se vyvinutd chromatografickd deska postrika
¢inidlem (ninhydrin pro aminokyseliny atd.), které zreaguje s danymi latkami a vytvori tak barevny produkt.

Postup:

V tomto praktickém cvic¢eni budeme pouzivat plastovou desti¢ku potazenou silikagelem. Cely postup by mél
probihat kvili organické mobilni fazi v digestori. Na aktivni stacionarni fazi nesahame, pri manipulaci s deskou
pouzivame rukavice.

1. Nalijeme rozpoustédlo do chromatografické vany, uzavieme ji vikem a nechame chvili ekvilibrovat.
Vypary rozpoustédla by mély vysytit vnitini prostor nad hladinou.
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2. Pipetou nebo stfikackou naneseme vzorek na TLC desku a nanesenou smés nechame uschnout.

3. Odklopime viko a desku vlozime co nejrychleji dovnitr. Viko ihned zaklopime.

4. Kontrolujeme, aby se celo rozpoustédla nedostalo az za horni hranu desky. V tom pripadé by ¢ast
vzorku "vyjela" ven a nebylo by mozné urcit Rf.

5. Analyzu ukonc¢ime vyjmutim desky z chromatografické vany a oznacenim cela analyzy.
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