Tenkovrstvova chromatografia (TLC) je jednoducha a efektivna technika na separaciu a
analyzu zmesi zlucenin. Pri merani menachinénu-7 (MK-7) moze TLC poskytnit’ vizualnu
indikéciu pritomnosti tejto zliceniny v extraktoch a priblizné kvantitativne tidaje na zaklade
porovnania s referenénymi vzorkami. Tu je podrobny postup, ktory Studenti moézu nasledovat’:

Materialy a zariadenia

TLC platnicky (silikagélové alebo aluminiové)

Stojan na chromatografiu

Rozpust’adla (napr. hexan, etylacetat, metanol)

Mikropipety a pipety

Vzorky obsahujice MK-7 (extrakty z fermentovanych produktov, ako je natto alebo
tempeh)

Standardny roztok MK-7 (pre porovnanie)

UV lampy (pre vizualizaciu)

Fixator (napr. etanol alebo aceton) na zastavenie separacie
Kryeci film (na ochranu platniciek pred prachom)

10 Odmerné valce a mieSadla

11. Miska na odpad (na vyhodenie pouzitych platniciek a chemikalii)
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Postup

1. Priprava vzoriek
e Priprava extraktov: Ak Studenti pracuju s fermentovanymi produktmi, mali by najprv
pripravit’ vzorky. Napriklad:
o Odmerajte 10 g produktu (napr. natto alebo tempeh).
o Pridajte 50 ml etanolu a mieSajte pri izbovej teplote pocas 30 minut.
o Zmes prefiltrujte cez filtraCny papier, aby ste odstranili pevné Castice.
o Priprava Standardného roztoku MK-7:
o Ziskajte Standardny roztok MK-7 s presne znaSanou koncentraciou (napr. 1
mg/mL).
o Dilujte na potrebnt koncentraciu (napr. 0,1 mg/mL) pre analyzu.
2. Priprava TLC platniciek
o NanaSanie vzoriek:
o Na kazdy TLC platni¢ku nakreslite jemnu liniu (pomocou ceruzky) priblizne 1
cm od spodného okraja platnicky. Toto je vaSe "spot" linia.
o Naneste malé mnozstvo vzorky a Standardného roztoku MK-7 na liniu. Pouzite
mikropipetu alebo kapildrnu rarku na nanaSanie.
o Zabezpecte, aby ste na platnicku naniesli dostato¢ne malé mnozstva (1-2 puL) a
nechajte ich uschnut’.
3. Priprava chromatografickej komory
e Rozpustadlovy systém:
o Pripravte si zmieSané rozpustadlo (napr. hexan a etylacetat v pomere 3:1).
o Naplite chromatografickii komoru (napr. misku alebo sklenenti nadobu) na
niekol’ko milimetrov tak, aby sa rozptstadlo nedotykalo linii, kde st vzorky.
4. Chromatografia
e Separacna faza:
o Vlozte TLC platni¢ku do chromatografickej komory tak, aby sa ponorila do
rozpustadla (ale nie na liniu s nanesenymi vzorkami).



o Uzavrite komoru a nechajte plochu dychat’ poc¢as 20-30 minut, kym
rozpustadlo postupi na vrchol platnicky.
o Ked’ sarozpustadlo dostane blizko k hornému okraju platnicky, vyberte
platnicku a nechajte ju uschnut’.
5. Vizualizacia a analyza
o Fixacia:
o Ak je to potrebné, nastriekajte alebo namocte platnicku do fixatora (napr.
etanol) na 10 seklind a nechajte ju zaschnut’.
e Pozorovanie pod UV lampou:
o Vlozte platnicku pod UV lampu (254 nm) a pozorujte Skvrny. MK-7 by sa mal
javit’ ako fluorescen¢ny bod.
6. Vyhodnotenie vysledkov
e Porovnanie so Standardom:
o Porovnajte fluorescenéné body vzoriek s fluorescenénymi bodmi Standardného
roztoku MK-7.
o Na zaklade intenzity fluorescencie mézete odhadntiit' mnozstvo MK-7 vo
vzorke v porovnani so Standardom.
Poznamky

o Bezpecnostné opatrenia: Pri praci s chemikaliami je dolezité nosit’ ochranné bryle,
rukavice a plast.

« Dokumenticia: Studenti by mali zaznamenat’ vietky pouzité vzorky a ich
koncentracie, ako aj pozorovania z chromatografie.

Tento postup poskytuje zdklad pre analyzu MK-7 pomocou TLC a umoziluje Studentom
ziskat’ praktické zru¢nosti v oblasti mikrobioldgie a chromatografie.



