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Uvod

V poslednich desetiletich trvale rostl vyznam
chemické analytiky latek, kontroly v pribéhu
vyroby, navazujicich kontrol kvality a Cistoty
vyrobenych produkt(, a v neposledni fadé i analyz
zaméfenych na farmaka, potraviny a Zivotni
prostredi.

Své pevné misto mezi metodami, které jsou
pouzitelné pro feSeni téchto ukoll, si pfitom
vydobyla chromatografie na tenké vrstvé (TLC) — v
angli¢tiné Thin Layer Chromatography (TLC).
Jedna se o efektivni analytickou a preparacni
metodu, ktera témér kompletné nahradila pavodni
papirovou chromatografii. V fadé oblasti se stala
standardni metodou pro rutinni analyzy. Vyznacuje
se pfitom nejenom rychlosti, pfesnosti a vysokou
citlivosti, ale pfedevsim svou hospodarnosti.

Spole¢nost MACHEREY-NAGEL provazi TLC jiz
od jejich zacatkd, tedy od Sedesatych let, kdy byl
zahdjen vyvoj a vyroba fady sorbentd a
inovativnich pojiv. K nim patfi pfedevsSim silikagel,
celuléza, oxid hlinity a polyamid, pfipadné
odpovidajicim zpusobem modifikované materialy
pro specialni separacni ulohy.

Tyto v praxi ovéfené sorbenty nanasime v naSem
zavodé strojné nejenom na sklenéné desky, ale i
na polyesterové a hlinikové folie. Tim Setfime Cas
analytikl, ktery by jinak museli vénovat casové
narocné a nakladné pripravé ru¢né potazenych
desticek a folii; strojni nanaseni navic zarucuje
vétsi rovnomeérnost vrstev.

LY R
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Mikrosady TLC jsme vytvorili zejména pro potieby
vyuky ve Skolach a provozech, tyto sady tézi jak z
rychlosti dané metody, tak i vynikajicich vlastnosti
nasich  prefabrikovanych  folii pro TLC -
POLYGRAM®. Prefabrikované folie pro TLC
samozfejmé nejsou pouzitelné pouze pro vyuku,
ale i pro rychlou kontrolu vyrobki jesté ve fazi
vyroby ve védeckych a pramyslovych laboratofich.
Soucasné chceme prostfednictvim mikrosad TLC
podnitit zadjem o FeSeni dalSich uloh a o vlastni
vyzkum.

Sada pro zacate¢niky (mikrosada TLC A, viz strany
7-11) se vyznacuje predevSim tim, Ze pomoci
jednoduchych  rozpoustédel jsou separovany
vzorky, které maji svou vlastni barvu, takZze odpada
nutnost jejich barveni. VSechny potfebné pomucky
jsou soucasti sady.

Sady pro pokrocilé (mikrosady TLC F1, F2, F3, viz
strany 12-29) jsou vhodné pro zkusengjsi
uzivatele, protoZze je ocekavana jejich vétsi
zruénost. Cast vzorku si totiz musi pfipravit sami,
pro identifikaci latek je vedle toho pouzivan nastfik
reagentl. Kazda sada pro pokrocilé byla vyvinuta
pro urcitou skupinu separaci z oboru fyziologické a
farmaceutické analytiky.

S pouzitim sady material( (mikrosada TLC M, viz
strany 30-31), ktera umoznuje rovnéz samostatné
chromatografické analyzy na tenké vrstvé, mohou
byt provadény jednotlivé pokusy ze sad pro
pokrocilé.

Vedle sady materialu je predpokladana dostupnost
obvyklého laboratorniho vybaveni (napfiklad
digestofe, ochrannych rukavic, fénu, suSici
komory, hmozdire).

Toto rozSifeni tak umozfuje  pokracovat
konsekventné po cesté zajimavou Kkrajinou
analytické chemie. V§em mikrosadam je spole¢né
to, Zze jsou v8echny separace provadéné na
prefabrikovanych TLC folich POLYGRAM® s
velikosti 4 x 8 cm, které jsou €asto pouzivany i pro
rutinni analyzy.
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Princip a provadéni TLC

U chromatografie na tenké vrstvé (TLC) se jedna o
vicestupnovy proces separace. Na tomto procesu
se podili rozpoustédla nebo jejich smési, molekuly
vzorku a vhodny sorbent. U TLC je tento sorbent
tvofen tenkou vrstvou — pro analytické ucely ma
tato obvykle tloustku 0,1 az 0,25 mm — nanesenou
na nosi¢ (sklenéna desticka, polyesterova nebo
hlinikova félie).

U pokusl z nasich sad je separovana smés latek

nanesena na polyesterovou félii TLC a umisténa
do separacni komory naplnéné  vyvojkou
(rozpoustédlem). \ fadé pFipadu je

chromatografickd separace dokonéena jiz po
nékolika minutach. Latky s vlastnim zabarvenim
jsou viditelné ihned, bezbarvé latky jsou
zviditelnény  postfikem  vhodnou identifikacni
reagencii (zajistuje vznik barevnych sloucenin).
Pokud je k dispozici UV lampa a pokud prostfedni
sorpéni vrstva obsahuje vhodny fluorescencni
indikator, mohou byt latky Casto lokalizovany pfi
pozorovani chromatogramu pod UV svétlem.

Pro lepSi pochopeni separace v ramci
chromatografie na tenké vrstvé popisujeme v
nasledujicim pét krok(, které jsou postupné
provadény:

1. Pfiprava vzorku

Vzorek pro chromatografickou separaci musi
spliovat fadu predpokladt, pokud chceme
dosahnout dobrého rozdéleni latek. Neni mozné,
abychom se na tomto misté vénovali
podrobnostem. Pouze zde upozornime, Ze pro
nasyceni a predcisténi separovanych vzorkd maze
byt potfebnych i vice pracovnich operaci.

V sadé pro zacateCniky jsou priklady separace
zvoleny tak, aby nebyly komplikované pracovni
operace potfebné. Jedna se o cilené slozena
barviva, pfipadné jejich smési, které je mozné
pouzit bez nutnosti dal$i pfipravy. Zavérem je pak
uveden i pfiklad z kazdodenniho Zivota (separace
barviv z popisovacut), pficemz i tento vzorek je
mozné nanést bez jakékoli pfipravy.

U sad pro pokrocilé musi jiz uzivatel sam provést
urcité pracovni operace. K nim patfi mechanické
rozmélnéni vzorku, extrakce, filtrace, Uprava a
odbér vzorku. Prostfednictvim téchto vlastnoru¢né
provadénych operaci pfi pfipravé vzorku chceme
uzivateli umoznit nahlédnout do pracovnich
technik, které jsou v primyslové vyrobé bézné a
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jejichz provedeni je opét predpokladem pro
Uspésnou separaci pfi chromatografii na tenké
vrstve.

Na rozdil od sady pro zacatecniky, ktera obsahuje
vzorky s konkrétnim slozenim, se sady pro
pokroCilé  vénuji  uloham blizkym praxi.
Podrobnostem se budeme vénovat u jednotlivych
priklada.

2. Naneseni vzorku

ZpGsob  nanaSeni vzorku se Fidi cilem
chromatografické separace. Pro analytickou
separaci s naslednym kvalitativnim vyhodnocenim
je nanaseni provadéno bodové pomoci kapilary
nebo mikropipety, pfi kvantitativnim vyhodnoceni
pak bodové nebo ve formé Usecek (vétsSinou 1 cm).
Pro preparaéni separaci je doporu¢eno nanaseni
ve formé pasu v celé Sifce destiCky.

U nasledujicich pfikladl separace je zkoumana
smés, pfipadné srovnavaci roztok nanasen na
prefabrikované folie TLC bodové pomoci sklenéné
kapilary. Tyto kapilary smi byt pouzity vzdy pouze
pro naneseni jednoho vzorku, protoze jinak by
mohlo dojit ke kontaminaci jiného vzorku zbytky
toho pfedchoziho.

Kapilary se plni pfi ponofeni do organickych
zku$ebnich roztokud velice rychle i samy od sebe, u
vodnich roztoku je vzestup hladiny v kapilare
vyrazné pomalejSi, pfipadné je nutné si pomoci
klobouckem  (balonkem) pro pipety. P¥i
vyprazdiiovani je nutné nastavit kapilaru kolmo k
povrchu a jeji konec opatrné prilozit k vrstve.
Kolmo proto, aby doSlo k samovolnému
vyprazdnéni kapilary, a opatrné proto, aby nedoslo
k poSkozeni vrstvy. PoSkozeni vrstvy ma za
nasledek vznik skvrn s nepravidelnymi okraji. Aby
byly nanesené skviny co nejmensi a
nejkompaktnéjSi, je nékdy nutné nanést nékolik
davek po sobé - vzdy ale az po zaschnuti
predchozi davky (proudem studeného nebo
horkého vzduchu, v suSici komore). To plati
zejména pro vodni zkuSebni roztoky.

Pro usnadnéni nanaSeni doporuCujeme pouzit
nanaseci $ablonu (TLC $ablonu), ktera je
koncipovana specialné pro nase prefabrikované
félie pro TLC. Nasledujici obrazky demonstruji

bezchybné naneseni vzorku pomoci zminéné
éablony. kapilara

Sablona TLC
[ — TLC folie
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V zavislosti na tom, zda chceme nanaset tfi nebo
Ctyfi latky, vlozime folii do odpovidajiciho ramecku
Sablony na neklouzavém podkladu. Tim je
nastavena spravna vzdalenost startovni ¢ary a
bodll nanaseni. Kromé toho je $ablona na spodni
strané podél startovni ¢ary vyfrézovana, takze pfi
nasavani roztokll do vrstvy sorbentu na folii
nedochazi k porucham.

U pokust ze sady pro zacatecniky je vzdy
vyuzivano rozdéleni pouze do tfi vychozich bodu.
U pokust pro pokrocilé je pouzivana i strana
Sablony umozriujici davkovani ve ¢tyfech bodech.
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Pro pozdéjSi vyhodnoceni chromatogramu na
tenké vrstvé jsou pred nanesenim vzorkd
vyznaceny polohy startovnich bodG a startovni
¢ary na vrstvé TLC pomoci mékké tuzky.

Sablona TLC

TLC Spotting Guide
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3. Vyvolani chromatogramu

Po naneseni je nutno nechat zcela odpafit
rozpou$tédlo pouzité pro vzorky (zhruba 10 minut),
pfipadné urychlit vysychani pouzitim fénu. Poté je
nutné umistit TLC féli do separacni komory
(sklenéna nadoba se Sroubovacim uzavérem)
naplnéné zhruba 10 ml vyvojky a opatrné
nasroubovat vicko, pfitom je nutno nadobu jednou
rukou pfidrzovat a pevné ji pfitom pritlacovat k
desce stolu.
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Hladina kapaliny se nesmi béhem této operace
pohybovat. Vyvojka nesmi v zadném pfipadé
nerovnomeérné zasahovat nanesené skvrny nebo je
omyvat. Pusobenim kapilarniho jevu stoupa
vyvojka vrstvou nahoru a zpusobi separaci latek.
Poté, co vyvojka dosahne pozadované vysky/délky
trasy (zhruba 6 az 7 cm), je proces separace
ukoncen. Nyni je mozné vyjmout TLC félii ze
separacni komory a tuzkou ihned vyznacit uroven
cela vyvojky.

Ve v8ech uvedenych pfikladech se obejdeme bez
syceni komory. Pokud je v8ak potfebné zajistit
reprodukovatelné podminky vzlinani, je v .mnoha
pfipadech vyhodné syceni atmosféry v komore
parami vyvojky. V tomto pfipadé je nutno vylozit
separacni komoru na vnitfni strané savym
chromatografickym papirem (MN 260, REF
814030) a poté naplnit do komory 15 ml vyvojky
namisto jinak dostacujicich 10 ml.

4. Zviditelnéni oddélenych latek

Po vyvolani chromatogramu je nutno separované latky
zviditelnit, pokud tyto nemaji zadné vlastni zbarveni. K
nespecifickému zviditelnéni patfi pozorovani pod UV
svétlem, pokud vrstva obsahuje fluorescenéni
indikator, nebo zbarveni v jédové komore.

Specifickych barevnych reakci je mozné dosahnout
postfikanim odpovidajici indika¢ni reagencii. PouZit je
mozné i kombinaci uvedenych postupu. Alternativné s
postiikanim muze byt TLC félie do indikacni reagencie
i kratce ponofena.

U pfikladu separace v sadé pro zacateCniky se jedna
vzdy o barviva, to znamena latky, které je mozné
pozorovat i bez nutnosti nasledného barveni.

U sad pro pokrocilé jsou separovany i latky, které jsou
bezbarvé - tak jak je tomu zpravidla v praxi. Pro
zviditelnéni je pouzivan postfik vhodnymi reagenciemi
(napfiklad reagencii podle Dragendorff-Muniera,
kyselinou molybdato-fosfore¢nou, ninhydrinem,
rubeanovodikem).

Reagencie pro postfik podle Dragendorff-Muniera je
obecné pouzivana pro prokazovani sloucenin
obsahujicich dusik, jako jsou alkaloidy a terciarni
aminy. Skldada se ze zasaditého dusi¢nanu
bismutitého, kyseliny vinné a jodidu draselného a
vytvali  komplex  draselno-tetrajodobismuti¢nanu.
Prokazované slou€eniny obsahujici dusik jsou
kyselinou vinnou protonovany a vytvareji oranzové
zbarvené (zCasti Zluté resp. Cervené az hnédé)
iontové pary tvaru [Bil] [HNRs]".
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Kyselina molybdatofosforecna, rozpusténa v
etanolu, je pouzivana jako reagencie ve spreji pro
prokazovani redukujicich latek (napfiklad tukd,
mastnych kyselin, alkoholl). Zahfatim na 120 °C
(horkovzdusnym fénem nebo v susici komore) po
postfikani vyvolané TLC félie dojde ke zbarveni
skvrn latek tmavé modrou barvou, oznacovanou
rovnéz jako »molybdenovéa modi«.

Pro  prokazovani  aminokyselin, amind a
aminocukrll je mozno pouzit roztok ninhydrinu

v etanolu, ktery vytvofi po zahfati na 110 °C rezavé
skvrny s analyty.

Tézké kovy je mozné zviditelnit pouzitim
rubeanovodiku. Po dokonceni separace jsou TLC
desticky postfikany rubeanovodikem v etanolu.
Tézké kovy jsou pak viditelné aZz po nasledném
vystaveni skvrn param amoniaku (25 % roztok
amoniaku na hodinovém sklicku nebo v kadince).

DalSi podrobnosti o reagenciich pro postfik jsou
uvedeny v ramci popisu pokust u jednotlivych
mikrosad. K technice postfiku je v8ak nutno dodat,
Ze tyto reagencie smi byt stfikany zasadné pouze
pod digestofi. TLC folii je nutno polozit pfi postfiku
na list filtraéniho papiru. Vétsinou postacuje naplnit
do rozprasovace 5-10 ml roztoku. Postiik je
provadén ze vzdalenosti cca 15 cm pomoci
gumového balonku nebo - pokud je k dispozici -
tlakového vzduchu. VZdy je lepSi, pokud je vrstva
postifikana dvakrat - rovhomérné a v tenké vrstve
(s usu$enim mezi obéma nastfiky), nez kdyz je na
ni nastfikana pouze jedna silna vrstva. Pfi pfilis
silném postfiku dojde k pohybu skvrn. Zpravidla je
TLC folie po nastfiku susena.

Po zviditelnéni jsou zény obtazeny tuzkou, aby
byla poloha skvrn patrna i po jejich pozdéjSim
vyblednuti.
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5.Vyhodnoceni chromatogramt na tenké vrstvé

Vyhodnoceni je zavislé na cili chromatografie. P¥i
kvalitativnim hodnoceni Casto postacuje pouze
lokalizace prokazovanych latek. To je velice
jednoduse provadéno pouzitim srovnavacich latek.
Veli¢inou ¢asto pouzivanou pfi hodnoceni je
hodnota Ry (retenéni faktor) nebo jeho stonasobek
hR:. Hodnota R je definovana nasledovné:

vzdalenost startovni ¢ary — tézisté skvrny b

vzdalenost startovni ¢ary — ¢elo vyvojky a

pfipadé mezi 0,1 a 0,8 resp. 10-80 u hR;.

Selo vyvojky

skvrna

startovni ¢ara

Aby byly zajistény dobfe reprodukovatelné hodnoty
Ry, je v8ak potfebné peclivé nasyceni atmosféry v
komore a udrzovani ostatnich parametrd, jako je
napfiklad slozeni vyvojky, teplota, atd., na
konstantni urovni.

S vyuzitim odpovidajiciho kalibraéniho méreni je
mozné provadét i kvantitativni vyhodnocovani. Pri
ném je vyuzivana bud plocha skvrn latek, nebo je
pfimo na vrstvé provedeno denzitometrické
vyhodnoceni. Posledné uvedena metoda vSak
klade vysoké naroky na vybaveni.

Pri provadeéni vsech pokust dbejte bezpe¢nostnich
pokynt na etiketach a v tomto navodu k pouZiti (viz
strany 36-38). Pouzité chemikalie predejte k
odborné likvidaci podle predpisi o ochrané
Zivotniho prostredi.
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