Navody na laboratorni cvi¢eni z analytické chemie
Nazev ulohy: Papirova a tenkovrstva chromatografie
Ukol: 1) Dukaz hydrochinonu a metholu chromatografii PC, uréeni hodnoty Ry
2) Dukaz aminokyselin chromatografii TLC, uréeni Ry

Teoreticky princip :

Chromatografie je separacni metoda, kdy se dozky vzorku déli mezi dve faze, piicemz jedna je
pohybliva, tzv. mobilni a druh& je nepohybliva, tzv. stacionarni.K rozdéleni dochézi na zéklade
rizné schopnosti dozek zachycovat se na stacionarni fézi. Béhem separacniho procesu
dochézi nekolikrét k zadrZeni dozky na stacionarni fézi a vymyti ozky mobilni fazi. Slozka,
kter4 se vice zadrzuje ve stacionérni f&zi se opozd'uje vhiedem ke sloZce, ktera se zachycuje
méné.Stacionarni faze v papirové (PC) a tenkovrstvé (TLC) chromatografii je uspoiadana
plodné. Vzorek je davkovan ve form¢ kapky na startovni ¢éru a je dedovéna dréha, kterou
jednotlivé dozky urazi za stejnou dobu. Pro kaZzdou sloZku je typicka hodnota retardacniho
faktoru Ry, ktera se vypocita jako pomér vzddenosti skvrny dozky od startu a ( v mm, cm)
ku vzddenosti ¢ela mobilni faze od startu b (v mm, cm):

Nékres:

Celo rozpoustédla

start

Hodnoty R: vystihuji zpoZzd'ovani dozek za ¢elem mobilni féze a jsou reprodukovatelné pouze
za presné stejnych podminek. Proto se vZzdy soucasné se vzorkem davkuji na startovni ¢aru i
standardni latky, které douzi k porovnavani hodnot R; se vzorkem. Tak se vyhodnoti doZeni
vzorku z hlediska kvalitativni analyzy.
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V PC ie <tzcionarni faze (voda) zakotvena na nosici, kterym je chromatograficky papir.
Mobilni faze je kapalné rozpoudtédlo, nejicastéji smes kapalnych rozpoustédel, kterd vyhovuje
svou polaritou. Z hlediska principu separace jde o rozdélovaci chromatogréfii.

V TLC je stacionéarni fézi tuhy sorbent naneseny ve velmi tenké vrstvé na sklenénou nebo
hlinikovou desticku a mobilni fazi tvori opét kapalné rozpoudtédlo, popt. smés rozpoudtédel.
Jde tedy o adsorpéni chromatografii.

Nejcastéji se pouZivai tyto zpisoby vyvijeni :

a) vzestupny - mobilni faze postupuje vzhiru po stacionarni fézi (v TLC) - .

b) sestupny - mobilni faze se pohybuje svidym sméremdola (v PC) .

c¢) kruhovy - mobilni féze se pohybuje ze stiedu po soustiednych kruznicich .

Postup prace:

Chromatografie PC

Papirovou chromatografii proved'te diikaz hydrochinonu a metholu ve vzorku.

a) sestupné vyvijeni

Pripravte s prouzek chromatografického papiru as 10 - 15 cm dlouhy a Sroky tak, aby se
nedotykal chromatografického vélce. As 3 cm od okraje oznacte tuzkou startovni ¢éru, na
kterou naneste kapilarou vzorek a standardni roztoky metholu a hydrochinonu. Po zaschnuti
papir zasuite do prézdné vanicky a zgjistéte sklenénou tycinkou. Na dno véce ndlijte
destilovanou vodu ( stacionérni fézi) , uzaviete valec vikem a ponechte sytit chromatograficky
papir vodni parou asi 45 min. Pak opatrné nalijte pipetou do vanicky mobilni fazi, kterou tvori
4 dily n-butanolu, 1 dil ledové kyseliny octové a 5 dilt destilované vody ( smés tvoii dvé
kapalné faze - pouZijte horni vrstvu). Zgjistéte vikem a nechte postupovat mobilni fézi do
vzdéenosti asi 12 cm. Papir vyndeite, tuZzkou oznatte ¢elo mobilni faze a ususte. Analyzované
latky netvoii barevné skvrny, proto je nutné provést detekci skvrn. Papir ovihéete 1%nim
amoniakalnim roztokem AgNO; . Po néstiiku se objevi skvrny, které tuzkou obtéhnéte a
vyznxte stredy. Zméite vzddenosti a vypocitejte Ry . Urcete sloZeni vzorku.

b) Kruhové vyvijeni

Z chromatografického papiru vystiihnéte kruh, jehoZz prameér souhlasi spramérem Petriho
misky. KruzZitkem vyznatte start, coz bude soustiedné kruznice s ngjmenSim pramétem asi 1 -
2 cm a naneste vzorek a standardy. Na dno Petriho misky nalijte destilovanou vodu a mezi obé
misky vloZte sytit kruhovy chromatograficky papir. Potom vioZzte menSi Petriho misku
smobilni fazi plavat na vodu ve spodni misce a z ni vyved'te knot z kousku stoc¢ené vaty do
stiedu chromatografického papiru , kde predem vystiihnéte otvor. Po skonceni vyvijeni
oznatte ¢elo mobilni faze a postupujte jak jit bylo popséno.
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Nékres:
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Chromatografie TLC

Tenkovrstvou chromatografii provedte dikazy aminokyselin ve vzorku vzestupnym vyvijenim.
Na chromatografické desticce oznacte tuzkou asi 2 cm od okraje start. Na startovni ¢aru
naneste pipetou kapku vzorku a standardnich roztoka znamych aminokyselin. Nechte
zaschnout. Do chromatografické vany vlijte mobilni fazi tvorenou 3 dily butanolu, 1 dilem
ledové kyseliny octové a 1 dilem destilované vody. Startovni ¢ara musi byt po vlioZeni desticky
do mobilni f&ze nad hladinou kapaliny. Uzaviete vikem vanu. Mobilni faze bude vzlinat a
postupné unédet skvrny od startu. Celo mobilni faze nechte dojit asi 2 cm od horniho okraje
desticky. Vyjméte desticku z vany a nechte ji usuSit na vzduchu. Bezbarvé skvrny je nutné
opét detekovat. Lehce je postiikeite 0,2%nim roztokem ninhydrinu v acetonu a ususte
v suSarné pri teploté 105 - 110°C. Skvrny obtéhnéte tuzkou , vyznaste stiedy a pocitejte R .
Vyhodnot'te analyzovany vzorek. Hodnoty Ry uspoiadejte do tabulky.
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