Laboratdrne cvicenie ¢. 5

Papierova chromatografia

Teoreticka cast

Listy rastlin obsahujui mnozstvo rozmanitych pigmentov. Delia sa na plastidové a va-
kuolové. Plastidové pigmenty st chlorofyly a karotenoidy. Tieto pigmenty st rozpustné
v nepolarnych organickych rozpustadlach, ¢o umoziuje ich pomerne jednoduchu extrakciu.
Rastlinné pigmenty boli po prvy krat separované v roku 1903 ruskym vedcom M. S. Cve-
tom, objavitelom chromatografie. Principom tejto metddy je adsorpcia a separacia zloziek
zmesi medzi stacionarnou a mobilnou fazou. Zlozky migruju roznou rychlostou na zéklade
rozdielnej rozpustnosti v mobilnej faze (rozptstadlo) a rozdielnej afinity k stacionarnej
faze, ¢o vedie k ich separacii.

V tomto laboratérnom cviceni pouzijeme na separaciu rastlinnych pigmentov papierovi
chromatografiu. Ako vyplyva z ndzvu, stacionarnou fazou je chromatograficky papier (moze
byt nahradeny filtraénym papierom). Mobilna faza je rozpustadlo, popripade zmes rozpus-
tadiel, zvolend tak, aby sa dosiahla najucinnejsia separacia. Tato faza vplyvom kapildrnych
sil postupne vzlina po papieri, na ktorom st v jednej linii (tzv. Start) nanesené separované
zmes a Standardy (t. j. zlozky, ktoré v zmesi o¢akdvame). Po uréitom case sa zmes rozdeli
na zlozky, ktoré sa nachadzaji v roznej vzdialenosti od Startu (obr.1).
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Obr. 5.1: Schematické znazornenie chromatogramu.

Jednotlivé zlozky zmesi mozno identifikovat na zaklade retarda¢ného faktora Ry, ktory
je charakteristicky pre kazdu separovanu zlozku v zavislosti od zvolenej mobilnej fazy. De-
finujeme ho ako pomer vzdialenosti A stredu skvrny separovanej zlozky od startu k vzdia-
lenosti B ¢ela mobilnej fazy od Startu:

A

MézZe nadobtdat hodnoty z intervalu (0, 1). Ak Ry = 0, zlozka nemigruje a ostava na Starte.
Ak Ry = 0, tak zlozka migruje s ¢elom mobilnej fazy.
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Rozpustadla pouzivané v chromatografii zoradujeme podla rastiicej permitivity do elu-
otropickeého radu: petroléter, izohexan, cyklohexan, tetrachlérmetan, benzén, chloroform,
dietyléter, octan etylovy, aceton, butanol, etanol, metanol, voda, kyselina octova, pyridin.
Pri vybere ¢inidla sa postupuje od stredu radu a postupne sa hlada najvhodnejsie [1]. Ak st
separované zlozky bezfarebné, chromatogram musime najprv usu$it a potom nasprejovat
prislusnou selektivne reagujicou latkou, ktora zlozky zafarbi.

Experimentalna cast
Uloha

Separacia rastlinnych pigmentov pomocou papierovej chromatografie.

Opis zariadenia a metéda merania

Pri separacii rastlinnych pigmentov metédou papierovej chromatografie sa vyuziva roz-
dielna pohyblivost jednotlivych pigmentov (chlorofyl a, chlorofyl b, xantofyl, karotén).
Maly objemu roztoku nanesieme na Startovaciu liniu chromatogramu, ktory nasledne po-
norime do mobilnej fazy (spravne zvolené rozpustadlo). Chromatogram nechdme vyvijat,
az dovtedy, kym ¢elo mobilnej fazy nedosiahne pozadovani vzdialenost od Startu.
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Obr. 5.2: Papierova chromatografia.

Pristroje a pomocky

Listy fubovolnej zelenej rastliny, porcelanové trecia miska, ti¢ik, chromatograficky /filtraény
papier, noznice, mikropipety, skimavky, parafilm, kadicky.
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Chemikalie

Acetén, petroléter, benzin, benzén, etanol, destilovana voda, chloroform

Postup merania a vyhodnotenie

1.

Extrakcia rastlinnych pigmentov: listy nastrihajte do trecej misky, pridajte 2,5ml
acetonu a rozotrite. Po dokladnej homogenizacii pridajte asi 7,5ml acetéonu. Zmes
nechajte lthovat 15 min. Homogenat néasledne prefiltrujte.

Chromatograficky /filtraény papier nastrihajte. Rozmery prispésobte pouzitej ski-
mavke. Asi 1,5cm od dolného okraja chromatografického/filtracného papiera ceruz-
kou naznacte Start.

Mikropipetou naneste na Startovaciu liniu vzorku rastlinného pigmentu v niekolkych
vrstvach (viac ako 6). Kazda vrstvu nechajte zaschnit a az potom nanasajte dalsiu.

Do skiimaviek pripravte jednotlivé mobilné fazy s objemom cca 1ml.

Ponorte chromatografické pruzky do skiimaviek s rozpustadlom, tak aby sa miesto so
vzorkou neponorilo do mobilnej fazy. Skiimavku uzavrite, aby sa predislo vyparovaniu
rozpustadla.

Chromatografiu ukoncite, ked ¢elo rozpustadla dosiahne 2/3 papiera.

Ceruzkou zakreslite profil jednotlivych zloziek a ¢ela mobilnej fazy. Odmerajte vzdia-
lenost stredu kvrny separovanej zlozky od Startu a vzdialenost ¢ela mobilnej fazy od
Startu.

. Vypocditajte hodnoty Ry a porovnajte jednotlivé vysledky s tabulkovymi hodnotami

v zavislosti od pouzitého rozpustadla. Identifikujte prislusné pigmenty.
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