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TAIMELEHEPIGMENTIDE KROMATOGRAAFILINE UURIMINE

Toojuhendi koostaja: Rudolf Bichele, tdiendanud Jaanus Uibu
Tartu Ulikool, Teaduskool

TAUSTAINFO — KUIDAS TUVASTADA PIGMENTE

Ohukese kihi kromatograafia (ingl k thin layer chromatography, TLC) on meetod segus olevate ainete
tuvastamiseks. Selleks ldheb vaja inertse, poorse ainega (tavaliselt silikageeliga) kaetud ohukest
metallplaati, voolutamisndud (tavaliselt keeduklaas) ja voolutit (vett vGi sobivat orgaanilist lahust).
Uuritav segu kantakse plaadile margitud stardijoonele ja asetatakse plaat voolutit sisaldavasse ndusse,
nii et selle alumine serv on vooluti sees. Nou kaetakse fooliumiga ja oodatakse, kuni vooluti nivoo
tduseb kapillaarjou toimel plaadi tlaserva ldhedale. Sealjuures liiguvad segu lahustuvad komponendid
plaadil erineva kiirusega (vahem lahustuva aine molekulid veedavad rohkem aega plaadiga seostunult
ja vdhem aega koos voolutiga mooda plaadi kapillaare tles liikudes), jaddes plaadile Uksteisest
eristuvate laikudena. Kohe parast plaadi voolutist valjavotmist margitakse plaadile front, milleni vooluti
joudis. Niitid saame lihtsa mddtmise ja jagamistehte abil (kaugus stardijoonest vastava laigu keskmeni
jagatud stardijoone ja frondi kaugusega) leida iga plaadil eristunud aine jaoks Ry vaartuse
(retentsioonikoefitsient, ingl k retention factor), mis valjendab selle aine eriparast liikkumiskiirust antud
plaadil ja voolutis. Mida suurem on Ry vaartus, seda kiiremini on aine molekulid koos lahustiga mé6da
plaati Ulespoole liikunud, samas kui vdiksema Ry vaartusega ainete molekulid on olnud tugevamini
seotud plaadi pinnamaterjaliga. Ry vaartused jaavad alati 1 ja 0 vahele. Teades kindlate ainete Ryvaartusi
antud tingimuste korral ja nende varvust, saame Ry kaudu hinnata nende ainete leidumist uuritavas
segus — kdesoleva katse puhul pigmentide leidumist taimelehtede ekstraktis.

Meetodi tapsem kirjeldus leidub naiteks lehel

https://et.wikipedia.org/wiki/%C3%95hukese kihi kromatograafia.

Laboris té6tamisel tuleb taita ohutuseeskirju!
http://avalik.ttk.ee/laine/ohutustehnika keemialaboris/keemialaboris ttamise Idine kord.html

Varalised autoridigused kuuluvad Tartu Ulikoolile


http://avalik.ttk.ee/laine/ohutustehnika_keemialaboris/keemialaboris_ttamise_ldine_kord.html
https://et.wikipedia.org/wiki/%C3%95hukese_kihi_kromatograafia
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EESMARK: uurida ja maarata dhukese kihi kromatograafia meetodil taimelehtedes olevaid pigmente

ning tuvastada, milline kahest olemasolevast lahusest (voolutist) selleks paremini sobib.

Soovitus opetajale: véimalik on kasutada ka sobivalt valitud ,legendi”, mis uuringule tdpsema
eesmdrgi annab. Nditeks voib rddkida opilasfirmast, mis soovib vastavaid lehti uurida, et leida, kas
neist saaks asuda tdéstuslikult eraldama teatud pigmente toidulisandite, toiduvdrvide vm
tootmiseks. Samuti tuleks leida vooluti (lahus), mis sobiks kdige paremini pigmentide (iksteisest
eraldamiseks. Selleks on antud katses testimisel kaks tavalist kromatograafias kasutatavat voolutit.

Vajalikud vahendid:

Klassile:
e UV-lamp (2...3 tk klassi kohta)

Koos to6tavale opilaste paarile:

e uuritavad rohelised taimelehed plastkarbis (2...3 grammi);
e uhmer nuiaga;

e atsetoon (5 ml, suletava korgiga klaaspurgis, tahistatud);
e Pasteuri pipett;

e paberkateratt;

e 1,5 ml mikrotuub.

Igale dpilasele:
e viike dralGigatud lilaotsaga Pasteuri pipett (kasutamiseks kapillaarina);
e 2 dhukese kihi kromatograafia (TLC) plaati (laius selline, et mahub 100 ml keeduklaasi);
e 2 keeduklaasi (100 ml, kasutamiseks voolutusndudena A ja B);
e 2 fooliumlehte voolutusndude katmiseks;
e vooluti A (heksaan:atsetoon ruumalasuhtes 5:2), 5 ml, suletava korgiga klaaspurgis, tahistatud);
e vooluti B (atsetoon, 5 ml, suletava korgiga klaaspurgis, tahistatud);

e kontoritarbed: marker, harilik pliiats, pastapliiats, joonlaud, kalkulaator.

Laboris té6tamisel tuleb taita ohutuseeskirju!
http://avalik.ttk.ee/laine/ohutustehnika keemialaboris/keemialaboris ttamise Idine kord.html
Varalised autoridigused kuuluvad Tartu Ulikoolile
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T66 kaik:

| Pigmentide eraldamine taimelehest — lehe ekstrakti valmistamine

1.
2.

Rebi uuritavad lehed tikikesteks ja aseta uhmrisse.

Lisa uhmrisse kogu sulle antud atsetoon ning uhmerda lehed katki — pigmendid lahustuvad
atsetoonis. Kui atsetoon uhmerdamise ajal dra aurab, kisi seda juurde. Lahus ehk lehe ekstrakt
peaks olema uhmerdamise |6puks tumeroheline.

Tosta Pasteuri pipeti abil ca 1 ml lehe ekstrakti mikrotuubi. Lase kaasatulnud lehemassil pdhja
settida, nii et peale jadb tumeroheline selge lahus — lehe ekstrakt.

Il Pigmentide lahutamine 6hukese kihi kromatograafiaga — sobiva vooluti leidmine

4.

9.

Kalla kogu sulle antud vooluti A voolutusndusse A ning vooluti B voolutusndusse B. Kata
molemad ndud Shutihedalt fooliumiga.

Tomba mdlemale TLC plaadile hariliku pliiatsi ja joonlaua abil vaga ornalt (et valtida plaadi pinna
vigastamist) umbes 1,5 cm kaugusele TLC plaadi thest lihikesest servast Orn joon, nn
stardijoon. Stardijoonepoolset serva nimetame edaspidi plaadi alumiseks servaks. Stardijoone
alla kirjuta Ghele plaadile A ja teisele B — erinevate voolutite tahised.

Kanna kapillaariga (IGigatud otsaga pipetiga) mélema plaadi stardijoonele lehe ekstrakti tapp.
Kui pigmentide eraldamisel saadud lehe ekstrakt on tumeroheline, kanna seda stardijoonele 2-
3 korda. Helerohelist ekstrakti v&id kanda stardijoonele 5-10 korda. Urita teha tépp véimalikult
vaike (J 5 mm).

Aseta TLC plaat tahisega A ettevaatlikult voolutusndusse, milles on vooluti A, teine TLC plaat
voolutusndusse voolutiga B, ning kata ndud fooliumiga. Aseta plaadid voolutusndudesse nii, et
plaadi stardijoonele kantud tapp jaab allapoole.

Oota, kuni lahusti front (margumisjoon) on liikkunud ~1 cm kaugusele plaadi Glemisest servast,
siis tuleb voolutamine |6petada ja kromatogramm on valmis. Tosta plaadid pintsettide abil
voolutusnoust vdlja, aseta paberile ja margi kiirelt hariliku pliiatsiga plaadile frondi asukoht
(vooluti aurustub vaga kiiresti!).

Otsusta, kumb vooluti, A voi B on sobilikum pigmentide lahutamiseks taimelehe-ekstraktist!

Il Kromatogrammi uurimine

10. Vali paarilisega uurimiseks see TLC plaat, millel pigmendid on paremini liksteisest lahutunud.
11. Vaata kuivanud plaati UV-lambi all. Margi hariliku pliiatsiga nende voo6tide piirjooned, mis UV

valguses punakalt helenduvad!

Laboris té6tamisel tuleb taita ohutuseeskirju!
http://avalik.ttk.ee/laine/ohutustehnika keemialaboris/keemialaboris ttamise Idine kord.html
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12. M6dda joonlauaga lahutatud
pigmendilaikude keskpunktide (vt joonist!) ja
vooluti frondi kaugused stardijoonest (a ja b), front
sisesta need protokolli ja arvuta laikudele O

retentsioonikoefitsiendi Ry vaartused! a
13. M&dda joonlauaga lahutatud al b Rf = B

pigmendilaikude keskpunktide (vt joonist!) ja

vooluti frondi kaugused stardijoonest (a ja b),

sisesta need protokolli ja arvuta laikudele start

retentsioonikoefitsiendi Ry vaartused!

14. M66da joonlauaga lahutatud pigmendilaikude keskpunktide (vt joonist!) ja vooluti frondi
kaugused stardijoonest (a ja b), sisesta need protokolli ja arvuta laikudele
retentsioonikoefitsiendi Ry vaartused!

15. Kasutades allolevat Infot, maara taimelehtedes olevad pigmendid.

Meie silikageelplaadi voolutamisel vastava voolutiga saab leheekstraktis eristada jargmisi pigmente:

e Karoteenid (peamiselt B-karoteen) - Rr= 0,95; helekollane voot;

e Feofiitiin (klorofiilli molekul, milles puudub Mg?* ioon) - Rf = 0,40; helehall vé6t, UV all roosa;

e Klorofiill a - Rf= 0,30; erkroheline vo6t, UV all punane;

e Klorofiill b - Rf = 0,25; tuhmim, kollaka varjundiga roheline v66t, UV all punane;

e Ksantofiillid (violaksantiin, neoksantiin) - rohekaskollased voddid, Rr <0,20;

e Antotsiianiin - R;<0,10; vaga orn hallikas vo6t, UV all roosa.

16. Kleebi oma TLC plaat PROTOKOLLI

Laboris té6tamisel tuleb taita ohutuseeskirju!
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NAIDISPROTOKOLL*
NIMIz e e,
KUUPEEV: oo,
TAIMELEHEPIGMENTIDE KROMATOGRAAFILINE UURIMINE
Kasutatav vooluti: ............cccceevivvicenceiieiene, b vaartus (stardi- ja frondijoone vahemaa): ............ cm
Uuritav taim: ...
Kromatogrammi varviliste laikude uurimine ja madramine
Laik Varvus Varvus UV all Rf (a/b) Pigmendi nimi R¢ tabeli jargi
1.
2.
3.
4.
5.
6.
7.

*soovitame paberprotokolli asemel tulemused sisestada arvutiprotokolli!
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