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Wykorzystanie chromatografii cienkowarstwowej do rozdzielania
barwnikéw zawartych w warzywach

Cel ¢wiczenia — rozdzielenie 1 identyfikacja barwnikéw zawartych w liSciach szpinaku i
korzeniu marchewki. Podstawa identyfikacji bedzie obliczona wartosci wspotczynnika
retencji (Ry).

Barwniki zielone, znane jako chlorofile, s3 znane jako barwniki fotosyntetyczne,
fotoreceptory obecne w roslinach. Karotenoidy, barwniki zotte, petnia pomocniczg role w
procesie fotosyntezy. Opréocz tego w chloroplastach obecne sg barwniki ksantofilowe.

Barwnik Kolor Rt
karoten z6tto-pomaranczowy 0.91
feofityna a szary 0.75
feofityna b jasno szary (moze nie by¢ widoczny) 0.63-0.75
chlorofil a niebiesko-zielony 0.63
chlorofil b zielony 0.58
ksantofil a z6tty 0.53
ksantofil b 70ty 0.47
ksantofil ¢ 70ty 0.32

SPRZET, ODCZYNNIKI i SZKYL.O

Ptytki TLC (pokryte zelem krzemionkowym), komora chromatograficzna, mozdzierz i pistel,
linijka i otéwek, probowki Eppendorfa 0 obj. 1.5 ml, pipety Pasteura, komora jodowa,
szpinak, marchewka, mieszanina heksan:aceton (7:3).

WYKONANIE CWICZENIA

1. Przygotowac dwie kapilary.

2. Liscie szpinaku rozdrobni¢ 1 umie$ci¢ w mozdzierzu.

3. Doda¢ okoto 2 ml acetonu i starannie utrze¢ liScie z acetonem. Ucieranie kontynuowa¢ do
momentu az aceton przybierze ciemno-zielony kolor.

4. Doda¢ okoto 2 ml heksanu i ponownie starannie utrzec.

5. Przenie$¢ uzyskany ekstrakt do probowki Eppendorfa. Uwaza¢, aby nie przeniesé
rozdrobnionych kawatkow lisci.

6. Powtdrzy¢ czynnosci z punktow 2-+5 uzywajac startego korzenia marchwi.
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7. Przygotowaé plytke TLC. W tym celu uzywajac otdéwka (nie dtugopisu!) narysowaé w
odlegtosci ok. 1 cm od krawedzi plytki cienka linie. Zaznaczy¢ na linii dwa punkty, kazdy
w odlegtosci ok. 1/3 od bocznych krawedzi plytki:

(UWAGA: nie dotyka¢ powierzchni ptytki palcami!!!)

8. Zanurzy¢ koncowke kapilary w probowce zawierajacej ekstrakt ze szpinaku. Ostroznie
dotkng¢ koncowka kapilary pierwszego punktu zaznaczonego na ptytce TLC. Po
naniesieniu probki pozwoli¢ na jej wyschnigcie. Powtdrzy¢ czynno$¢ nanoszenia
kilkakrotnie w celu uzyskania matej, ciemnej plamki.

9. Powtorzy¢ czynnosci opisang w punkcie 8 stosujac ekstrakt z marchwi. Tym razem
nanie$¢ probke w drugim punkcie na ptytce TLC.

10. Napetni¢ komore chromatograficzng mieszaning rozpuszczalnikow do wysokosci ok.
0.5cm.

11. Ostroznie umiesci¢ ptytke w komorze. Plamki badanych substancji musza znajdowac si¢
powyzej poziomu rozpuszczalnikow w komorze.

12. Pozwoli¢ na niezaktocone rozwijanie chromatogramu do czasu az faza ruchoma osiagnie
odlegtos¢ ok. 1 cm od gornej krawedzi phytki.

13. Wyja¢ plytke w komory i natychmiast zaznaczy¢ otdéwkiem czoto eluentu.

14. Wigksza ilos¢ plamek mozna sprobowac¢ zauwazy¢ wywotujgc chromatogram w komorze
jodowe;j.

OPRACOWANIE WYNIKOW

1. Zmierzy¢ odlegtos¢ od linii startu do czota eluentu.

2. Zmierzy¢ odlegtos¢ kazdej z plamek po przemieszczeniu od linii startu.

3. Dla kazdej z plamek policzy¢ wartos¢ Rf. Na podstawie uzyskanych wartosci
zidentyfikowac poszczegolne sktadniki mieszanin.

4. Wyniki umiesci¢ w ponizszych tabelach:

Odlegtos¢ od linii startu do czota eluentu: ........cccocceeveveiienieeninnne

Szpinak

Kolor plamki Droga przebyta Rf Zidentyfikowana
przez substancj¢ substancja
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POLSKA AKADEMIA NAUK )

M

archewka

Kolor plamki

Droga przebyta
przez substancj¢

Rf

Zidentyfikowana
substancja




