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TEMA

SACHARIDY

Uloha 19:

Kvalitativna analyza sacharidov tenkovrstvovou chromatografiou

Princip:

Pri chromatografii na tenkej vrstve mobilna faza prechadza tenkou vrstvou
jemnozrnného adsorbentu alebo nosica zakotvenej fazy, ktory je bud’ volne sy-
pany alebo vhodne fixovany na podlozke (hlinikova folia, sklenend platnicka).
Chromatografia na tenkej vrstve (TLC = thin-layer chromatography) je jednou
z uprav adsorpcnej chromatografie, ktora sa pouziva predovsetkym ako mikro-
analyticka metoda pre najroznejsie skupiny latok. Pomocou nej mozeme velmi
rychlo a lahko analyzovat, resp. kontrolovat' cistotu latok a ak mame vhodné
Standardy, mozeme zdroven jednotlivé latky v zmesi identifikovat.

Reagencie:

1. Standardné 1 % roztoky sacharidov (arabinodza, fruktoza, glukéza, ribdza,
sachardza)

2.zmes etylesteru kyseliny octovej, izopropanolu a vody v pomere 28:24:6
(mobilna faza)

3. chromatografické hlinikové platne s fixovanou vrstvou silikagelu (Silufol),
prip. oxidu hlinitého (Alufol)

4.neznama vzorka (zmes dvoch sacharidov)

Material:

chromatografickd komoérka s vrchnakom, automatické pipety, susi¢ na vlasy,
ceruzka, pravitko, varic¢

Postup:

Na chromatografickt platitu s rozmermi 10 X 10 cm si 1,5 cm od jej spodné-
ho okraja ceruzkou (nie perom) nakreslime Startovaciu ¢iaru. Na fiu, 1,5 cm od
lavého okraja, zakreslime rovnomerne od seba Sest’ bodov (vzdialenost’ medzi
bodmi 1,5 cm). Na prvych pit’ z nich nanesieme po 5 pl Standardnych roztokov
sacharidov (arabinoza, fruktéza, glukodza, ribdza, sacharoza). giesty bod je ur-
¢eny pre 3 ul vzorky (do zoSita nezabudneme zapisat’ ¢islo vzorky). Roztoky
nanaSame opatrne automatickou pipetou. Pri nandsani Skvrnu suSime suSi¢om
na vlasy. Poziciu toho-ktorého sacharidu, resp. vzorky zaznamename ceruzkou
priamo na platni pod prisluSnou Skvrnou. Platiiu s nanesenymi roztokmi vlo-
zime do chromatografickej komorky s mobilnou fazou, prikryjeme vrchndkom
a nechame vyvijat’ vzostupne (priblizne 30 min). Pozor, hladina mobilnej fazy
nesmie byt’ vy$Sie ako 1 cm nad spodnym okrajom platne. V opacnom pri-
pade by doslo k vyplaveniu sacharidov do mobilnej fazy. Ked’ je ¢elo mobilne;j
fazy 0,5 az 1 cm pod hornym okrajom, platiiu (chromatogram) vyberieme, ce-
ruzkou oznacime Celo mobilnej fazy a chromatogram vysuSime. Detekciu sa-
charidov vykoname tak, Ze chromatogram drzime vo vodorovnej polohe nie-
kol'ko centimetrov nad varicom. Vysoka teplota (> 150 °C) sposobi karameliza-
ciu sacharidov, ¢o sa prejavi tvorbou svetlohnedych skvin. Pritom davame
pozor, aby sme nespalili cela plochu chromatogramu. Nakoniec ceruzkou
oznacime stredy vSetkych viditenych skvin.

Vyhodno-
tenie:

Ur¢ime hodnoty Rr (retencny faktor) pre jednotlivé Standardy ako aj pre
zlozky neznamej vzorky a porovnadme ich navzajom. Rr hodnoty vypocitame
ako podiel vzdialenosti stredu Skvrny od Startu (A) a vzdialenosti ¢ela mobilne;j
fazy od startu (B): Rr= A/B. Ry je funkciou adsorp¢nej schopnosti stacionarnej
fazy a pre danu latku zavisi od systému, v ktorom je merany, t.j. od teploty,
druhu adsorbentu a od zloZenia mobilnej fazy.

Zaver:

Uvedieme, ktoré dva sacharidy obsahovala naSa vzorka. K protokolu prilo-
Zime aj chromatogram, prip. ho mézeme prekreslit’ do vyhodnotenia.
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