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EXPERIMENTALNA TECHNIKA
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s premenlivym vnuatornym priemerom
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Opisuje sa vplyv vnitorného priemeru vyvijacej komory na oddelovanie
troch skupin ldtok chromatografiou na tenkej vrstve. Ako modelové zmesi sa
pouzivali: zmes indikétorovych farbiv, extrakt z vyhonkov rastlin (oddelova-
nie chlorofylu a karotenoidov) a extrakt lipidov z mozgu (oddelovanie sfingo-
lipidov). Vnuatorny priemer komory sa menil od 1 do 16 mm. Podla druhu
latok sa pouzili rozliéné vyvijadla. Zistilo sa, Ze vnutorny priemer komory
nemsd vplyv na oddelovanie v pripade nepolérnych vyvijadiel. Pri zmesiach
s malym podielom poldrneho rozpustadla si vyhodné komory s vnatornym
priemerom 1 mm. Pri pouZitf zmesi s va¢$im obsahom poldrneho rozpustadla
boli vyhodnejsie komory s vnutornym priemerom 16 mm.

Jednym z problémov pri chromatografii na tenkej vrstve s tmelivom je do-
siahnut, aby po vyvijani boli jednotlivé komponenty z rozdelovanej zmesi
v rovnakej vyske (rovnaké Rj) po celej Sirke chromatogramu. Pri klasickom
vyvijani v kyvete sa tato poziadavka neda splnit, lebo sa objavuje tzv. okrajovy
efekt [1] (str. 16), ktory je zapri¢ineny rozdielnym odparovanim rozpustadla
v rozliénych éastiach chromatogramu (najviac v prostriedku tenkej vrstvy),
&o m4 za nasledok, Ze v strede chromatogramu putuji jednotlivé zlozky zmesi
pomalsie nez pri okrajoch dosky (obr. 1).

e e b oadery

Obr. 1. Rozdelend listova zelefi bez boénych  Obr. 2. Rozdelend listové zelen s boénymi
pruhov filtraéného papiera v kyvete. pruhmi filtraéného papiera v kyvete.
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Tento okrajovy efekt mozno diastodne odstranit tym, Ze sa boéné steny kyviet
vykladaji pruhmi filtraéného papiera, ktoré sa pred vyvijanim napajaji vy-
vijadlom. Tym sa dosiahne, Ze tlak par v celej kyvete je rovnhomernejsi nez
v predchadzajicom pripade a oddelovanie sa uskutoéiiuje rovnomernejsie
(obr. 2).

V snahe tplne odstranit okrajovy efekt a rozdelovat zmesi s najmensim
moznym mnozstvom vyvijadla boli v poslednom ¢ase zhotovené maloobjemo-
vé vyvijacie komory (S komory) [1] (str. 20) [2]. Tieto komory st velmi vy-
hodné pre rozdelovanie zmesi, pri ktorych sa pouzivaji nepolirne vyvijadla
alebo vyvijacie zmesi s velkym obsahom nepoldrneho rozpustadla. Menej vy-
hodné sa tieto extrémne malé komory ukazali pre vyvijanie zmesi s vad§im
obsahom polarnych rozpistadiel, lebo v tomto pripade dochddza k vytvoreniu
viacerych &iel.

V nasich pokusoch sme sledovali vplyv velkosti vyvijacej komory:

a) pri rozdelovani listovej zelene, ked vyvijacia zmes obsahovala wvdiésie
mnozstvo nepoldrneho rozpistadla;

b) pri rozdelovani indikdtorovych farbiv, ked vyvijadlom bol &isty benzén,
teda nepoldrne rozpistadlo;

¢) pri rozdelovani lipidov z mozgu, ked vyvijacia zmes obsahovala wicsie
mnoZstvo poldrnych rozpustadiel.

Experimentilna &ast

Vyvijanie sme uskutoénili v komordch o vnitornom priemere 1—16 mm. Vyvijacie
komory sme pripravili v zdsade podla [2]. Pomocou karténovych rémov o réznej hrubke
sme menili vnutorny priemer vyvijacej komory. Rozmery rémov boli 20,0 x 18,5 x 1,0 cm.

Obr. 3. Rémy z karténu, svorky, vanika Obr. 4. Celkové usporiadanie pokusu.
z plastickej latky, dreveny hranol
S vyrezom.
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Vadésie hribky rdmov sme dosiahli spojenim niekolkych karténovych rdmov. Kedze
vyvijanie sa robi tak, Ze sa cely spodny okraj vyvijacej komory ponori do vyvijadla,
musia byt boéné ramend karténovych rdmov kratSie nez samotnd komora, aby rdm
nenasiakol rozpustadlom. Jednotlivé pomécky, ako aj usporiadanie pokusu pomocou
vyvijacej komory s meniteInym objemom st na obr. 3 a 4.

V8etky tenké vrstvy sa pripravili zo silikagélu podla [4] a pufrovali sa nasytenym rozto-
kom hydroxidu vépenatého [5].

Vysledky a diskusia

a) Rozdelovanie listovej zelene

Extrakt chlorofylu a karotenoidov sme pripravili podla [3] z mladych vy-
honkov ja¢metia. Na rozdiel od p6vodnej metédy sme namiesto benzinu pouzi-
vali benzén, éim sme dosiahli presnejSie oddelenie zloziek po celom chromato-
grame. Vyvijacia zmes obsahovala benzén p. a., izopropanol p. a. a destilovanii
vodu (100 10 0,25 v/v).

Obr. 5 az 8 ukazujui vplyv velkosti vyvijacej komory na rozdelenie listovej
zelene.

Najlepsie rozdelenie sa dosiahne pri komore s vnitornym priemerom 1 mm,
najhorSie pri velkych komorach, kde sa vytvori obrazec inverzny k obr. 1.
Oddelovanie v malych komorach je aj ostrejsie a jednotlivé zlozky sa lokalizujt
do uzsich pasov. (Ciarky na strandch chromatogramov naznaujt komponenty,
ktoré su viditeIné pod ultrafialovym svetlom ako ostré ¢erveno fluoreskujice
zény.)

N R

Obr. 5. Rozdelend listovd zelen — komora  Obr. 6. Rozdelend listové zeleti — komora
s vnutornym priemerom 1 mm. s vnutornym priemerom 4 mm.
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b) Rozdelovanie indikdtorovych farbiv

Pri rozdelovani farbiv (maslovej Zlte, Sudanu I a Sudanu III) nedochddzalo
k tvoreniu okrajového efektu, lebo tlak par v celej vyvijacej komore bol rovno-
merny (obr. 9 a 10).

Obr. 7. Rozdelend listovd zelen — komora  Obr. 8. Rozdelend listovd zelen — komora
s vnutornym priemerom 8 mm. s vnitornym priemerom 12 mm.

Obr. 9. Rozdelen$ indikdtorové farbivé. Obr. 10. Rozdelenie indikdtorovych farbiv
Zhora maslové zlt, Sudan I, Sudan III (po (po 1 mg) — vnitorny priemer
200 pg) — vnutorny priemer komory komory 16 mm.
1 mm.

V pripade 16 mim komory sme nanasali pdtnasobné mnozstvo farbiv ako
v pripade 1 mm komory, ale aj tu sa uskutoénuje presné rozdelenie farbiv po
celej Sirke chromatogramu.

¢) Rozdelovanie sfingolipidov z hovddzieho mozgu

Lipidny extrakt sme ziskali nasledujicim spésobom: Po stiahnuti mozgovych
blan z hovidzieho mozgu sme mozog homogenizovali v mixeri s trojnasobnym
mnoZstvom aceténu p. a. Homogenizat sme na 24 hodin odlozili do chladni¢ky
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pri 0 °C za tGelom odstranenia prevaznej vadésiny neutrdlnych tukov a choles-
terolu. Po odsati aceténu sme zvySok mozgu extrahovali éterom v parnej faze
za pouzitia extrakénej aparatiry podla Grifeho.

Pri vyvijani sfingolipidov za pouzitia komér s malym vnitornym priemerom
sa vytvorili dve alebo tri &eld, ktoré za vlhka fluoreskovali pod ultrafialovym
svetlom. A% pri pouziti vyvijacej komory s minimalne 16 mm vnitornym prie-

merom sme dosiahli jednotné &elo a rovna-
o+ == ké oddelenie zloziek po celej Sirke chroma-
; togramu (obr. 11).

4 Obr. 11. Rozdelend zmes lipidov
e z hovédzieho mozgu.
R Zhora glyceridy, cerebrozidy, cerebrozid-
e sulfatidy, kefaliny, lecitiny a sfingomyeliny.
Vnutorny priemer komory 16 mm.

Nase vysledky poukazuji na to, Ze pre vyvijacie sustavy, ktoré obsahuji len
nepoldrne rozpustadla alebo velky podiel nepolarnych rozpuistadiel, sd vyhodné
komory s malym vnitornym priemerom. Naopak, vyvijanie v komorach s ma-
Iym vnitornym priemerom pri pouzivani vyvijadiel s velkym obsahom polar-
nych rozpustadiel vedie k tvoreniu viacerych ¢&iel a k nepresnému oddeleniu
zloziek. V tomto pripade musi mat komora uréity minimalny vnitorny priemer,
aby nedochédzalo k tvorbe viacerych &iel.

Domnievame sa, Ze vytvorenie viacerych &iel v pripade zmesného vyvijadla
nestvisi ani tak s rozdielnym zloZenim parnej fazy vyvijadla, ako uvadza
D. Jdnchen [2], ale je skér sposobené rozdielnou adsorpciou polarnejsich zlo-
ziek vyvijadla na adsorpény material (silikagél), ktora sa obzvlast vyrazne pre-
javuje pri komorach s extrémne malymi vnitornymi priemermi.

XPOMATOTPA®IIA HA TOHHOM CJIOE B Y3HHX KAMEPAX
C IISMEHAIONMMCHA BHYTPEHHUM OUAMETPOM

9. Iloprec, JI. IloprecoBa

Hadenpa BpauebHoit xumuu Megunuackoro GaxyapTera
Yruusepcurera umM. Komerckoro, Bparucnasa

Hadenpa anamnrnyeckoit xumuyu CII0BaLKOro MOJIMTEXHHYECKOr'0 UHCTHTYTA,
Bparucaasa

OnuceiBaeTcA BIUAHUE BHYTPEHHETO AUaMeTpa NMPOABUTENLHON KaMepsl HA paspgeseHue
xXpomarorpajueii Ha TOHKOM ClI0e TPeX I'DYIII BelllecTB. B KauyecTBe 06pasiioB NpUMEHANNCE:
CMeCh HHAMKATOPHBIX KpacuTellell, 9KCTPAKT 113 0GeroB pacreHnii (pasxenesue xaopoduuama
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U KapOTHHOHUJOB) ¥ 9KCTPAKT JIMIMIOB U3 MO3Ta (pasmeneHue cYUHrOIUNUIOB). BuyTpennnit
AMaMeTp KaMephl M3MEHSJICA OT 1 [0 16 mw. B 3aBMCHMOCTM OT XapaKTepa BemECTB IpUMe-
HAJNCH Pa3iMYHble NpoaBuTeny. Haumi, 4To B ciiyyae HeIOJIAPHHX NMPOABUTENEN BHYTPEH-
Huif IuaMeTp KaMepHl He BIUsAET Ha pasgenenue. JIJIsa cMecH ¢ MaJIBIM COREP:KaHMEM IOJAp-
HOTO PacTBOpMTENA yAOOHH KaMmephl C BHYTPEHHUM puameTpoM 1 mac. IlaA cmecu ¢ Goiee
BHICOKUM COJiep#KaHMeM NOJIAPHOr0 PacTBOPHUTENA yA00HEIMI 0KA3alNCh KaMephl C BHYTPEH-
HHUM JHaMeTpoM 16 m.at.

Prelozila T'. Dillingerovd

DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHIE IN ENGEN KAMMERN
MIT VERANDERLICHEM INNENDURCHMESSER
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Es wird der EinfluB des Innendurchmessers der Entwicklungskammer auf die Tren-
nung von drei Stoffgruppen durch Diinnschichtchromatographie beschrieben. Als Modell-
gemische wurden benutzt: ein Gemisch von Indikatorfarbstoffen, ein Extrakt aus Pflan-
zentrieben (Trennung von Chlorophyll und Carotinoiden), und ein Extrakt von Lipoiden
aus dem Gehirn (Trennung von Sphingolipiden). Der Innendurchmesser der Kammer
dnderte sich von 1 bis 16 mm. Je nach der Art der Stoffe wurden verschiedene Entwick-
lungslésungen verwendet. Es zeigte sich, dafl der Innendurchmesser der Kammer im
Falle von unpolaren Entwicklungslésungen keinen Einfluf auf die Trennung ausiibt. Bei
einem Gemisch mit einem kleinen Anteil an ainem polaren Losungsmittel sind Kammern
mit einem Innendurchmesser von 1 mm vorteilhaft. Bei Verwendung eines Gemisches
mit einem gréBeren Gehalt an polarem Losungsmittel waren Kammern mit einem
Innendurchmesser von 16 mm vorteilhafter.

Prelozil K. Ullrich
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