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CHROMATOGRAFIE

Vypracoval/a:
Spolupracoval/a:

ANOTACE:

V této laboratorni prdci se Zaci seznami s metodou TLC chromatografie a jejim vyuZitim pro oddélovani jednotlivych
barviv ze smési na papiru a rozdéleni aminokyselin na tenké vrstvé. Soucasti prace je také izolace smési barviv z rostlinného
materialu.

TEORIE:

Chromatografie je délici metoda, ktera se pouziva pro rozdélovani smési latek, které maji velmi podobné fyzikalni a
chemické vlastnosti. Latky s takto podobnymi vlastnostmi nelze rozdélit béznymi délicimi metodami, jako jsou napfiklad
filtrace, krystalizace nebo destilace.

Metodu chromatografie objevil rusky botanik Michail Semjonovic¢ Cvet (1872 — 1919), kdyZ se pokousel rozdélit barviva
v listech a kvétech rostlin. Nazval ji chromatografie (barvopis). Dnes jiz ndzev chromatografie neni Gplné vystizny, nebot
touto metodou se oddéluji také latky nebarevné. Chromatografie se pouZiva napf. v analytické chemii pro dikaz
pritomnosti nékterych latek ve zkoumaném vzorku nebo ve farmacii k diikazu pfitomnosti nékterych 1éciv.

Princip chromatografie: na pevny nosic (tzv. stacionarni faze) naneseme smés latek, které chceme rozdélit. Pfes nosic
s rozdélovanou smési putuje tzv. mobilni (pohyblivd) faze — rozpoustédlo nebo smés rozpoustédel. Dochazi k postupnému
ustavovani nékolika fazovych rovnovah mezi tyto dvé nemisitelné faze, které jsou vici sobé v pohybu. Jednotlivé latky
jsou mobilni fazi unaseny rliznou rychlosti, protoze maji rizné velikou schopnost se na pevné fazi zachytit (adsorbovat).
Timto zplsobem dojde k jejich oddéleni.

Nejjednodussim zplsobem provedeni chromatografie je plosna chromatografie. Ta se provadi bud na papire
(papirova chromatografie) nebo na specialnich vrstvach (vrstva sorbentu = celulézy, oxidu hlinitého nebo silikagelu
nanesend na podloZce (sklenéné, hlinikové) — tzv. tenkovrstva chromatografie (TLC).

Pevnou (stacionarni) fazi v nejjednodussim provedeni mize tedy byt

o filtrani papir

e specidlni chromatograficky papir (upraveny na rlznou rychlost prdtoku mobilni faze, ptipadné s dalSimi

specialnimi Upravami povrchu — nap¥. hydrofobizovany papir)

e kfida

e vrstva oxidu hlinitého nanesena na sklenéné desticce

e specidlni chromatografické félie, napft. Silufol
Mobilni fazi mize byt voda, béZna rozpoustédla (ethanol, aceton apod.) nebo smés vice rozpoustédel. Mobilni fazi volime
podle typu latek, které chceme oddélovat. Plati pravidlo: “‘podobné rozpousti podobné’’; pro latky s polarnim charakterem
pouzivdme polarni rozpoustédla, pro nepolarni latky pouZijeme rozpoustédla nepolarni.
Postup pti chromatografickém oddélovani latek na papife nebo tenké vrstveé:

1) smés délenych latek rozpustime ve vhodném rozpoustédle

2) smeés latek naneseme na start na papiru nebo tenké vrstvé

3) pres stacionarni fazi se smési protéka mobilni faze, kterd od sebe oddéli jednotlivé slozky smési

4) chromatogram (papir, tenka vrstva) s oddélenymi latkami vysusime a dale vyhodnotime
Start by mél byt min. 1 cm nad hladinou mobilni faze, mezi jednotlivymi nanaSenymi vzorky by mély byt rozestupy alespon
0,5 az 1 cm, od okraje papiru pak minimalné 1 cm. Vzorek se nej¢astéji nanasi opakované, aby koncentrace latek byla
dostatecnd. Pfi manipulaci s papirem nebo tenkou vrstvou drZzime vrstvu pouze za okraje, abychom ji neznicili nebo
neznecistili.

Pti chromatografii se pouZivaji rlizné zplisoby usporadani:
e sestupné — mobilni faze protéka pres pevnou fazi smérem doll
e vzestupné—mobilnifaze stoupa po pevné fazi smérem nahoru (nejcastéjsi usporadani): smés délenych latek vzlina
po nosici nestejnou rychlosti. NejniZze se zachyti latky, které maji nejvétsi schopnost adsorpce, nejvysSe dospéji
latky s nejmensi schopnosti adsorpce.
o kruhové — mobilni faze vzlind od stfedu smérem k vnéjsimu okraji kruhového filtraéniho papiru
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Obrazek 1: Vzestupné usporadani papirové chromatografie Obrazek 2: Kruhové uspofadani papirové chromatografie

Vysledkem chromatografie je tzv. chromatogram — papir nebo vrstva faze, na které jsou viditeIné oddélené jednotlivé
slozky smési. Jde tedy o zaznam chromatografie.
Pfi vyhodnoceni chromatogramu mohou

nastat dva zakladni pfipady: Zatatek Vysledny chromatogram
1) oddélené latky jsou barevné, tedy
viditeIné pouhym okem celo
2) oddélené latky nejsou viditelné. __—1""rozpoustédla
V takovém pfipadé je musime smér pohybu -
“zviditelnit” mobilni faze | a -
= postfikanim vhodnym \\ -
detekénim Cinidlem — které .
s latkou tvofi barevnou ﬁmes ,
slougeninu — rozdellovanych ik
= UV — zéfenim: nékteré latky \ L~ latek
(hlavné latky aromatické — k. /
s benzenovym jadrem)

pohlcuji UV zafeni a jsou
pod UV lampu viditelné jako
barevna skvrna.
DuleZitou charakteristikou latek pfi chromatografii je tzv. retencni (retardacni) faktor R¢. Retencni faktor zavisi
. na konkrétni vyvijeci soustavé
. nhapovaze latky
. nadalSich faktorech (napt. na teploté, mnoZstvi nanesené latky)
Pfi dodrzeni teploty a uvedeni soustavy rozpoustédel lze Re pouZit pro srovndni latky (nalezené ve vzorku) s jejim
standardem. Vztah pro vypocet R

Obrazek 3: Popis chromatogramu

R vzdalenost od startu ke stfedu skvrny
F —

vzdalenost od startu k celu rozpoustédla

Obrazek 4: Vypocet retencniho faktoru
Ptiprava:
1. Prostuduj si teoreticky Uvod k praci.
2. Za poutziti odborné literatury nebo internetovych zdrojl vypracuj ukoly v zavéru prace.
3. Do cviceni si dones potirebny rostlinny material: listy Spenatu (nebo rfepy ci kopfiv), dfevénou Spejli.
4. V laboratoti budete déle potfebovat: plast, nGzky, mékkou tuzku, pravitko.

Poznamka: pred zapoéetim préce si poradné procti pracovni postup a promysli, jak bude$ postupovat, abys vie stihl. Ukoly
provadéj soucasné, vyvijeni chromatogramu néjakou dobu potrva.
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PomUCKY:

Treci miska s tlouckem, odparovaci miska, filtracni ndlevka, filtracni kruh, stojan, chromatografickd deska Silufol, filtraéni
papir, sklenéné kapatko, kadinka 250 ml , kadinka (na vodni lazen), vafi¢, sitka, hodinové sklo
IZicka, vahy.

7

CHEMIKALIE:
Aceton, isopropanol, benzin, uhli¢itan vapenaty, pisek (nejlépe morsky), voda.

UKOL 1 - CHROMATOGRAFIE BARVIV ZELENYCH LISTU

POSTUP:

1. Navaiime asi 2 g listl ze Spenatu (kopfiv, fepy) a nastfihdme je na malé kousky.

2. V tfeci misce listy rozetfeme s malym mnozstvim pisku, uhli¢itanu vdpenatého (na Spicku noze) a par (3 - 5)ml
acetonu na hustou kasi.

3. Smeés zfiltrujeme do odparovaci misky a odpafime do sucha na vodni lazni.

4. Po ochlazeni rozpustime odparek v nékolika ml acetonu.

5. Usttihni si pruh Silufolu o Sifce asi 2 — 3 cm.

6. Ve vzdalenosti asi 2 cm od kraje nakresli mékkou obycejnou tuzkou (podle pravitka) tzv. start — na ktery budes
nandset vzorek barviv. Pozor: Silufol pfidrzujeme pouze na okrajich.

7. Na start nanes kapatkem roztok barviv — snaz se, aby skvrna byla co nejvice intenzivni, nanes smés opakované na
stejné misto, vzdy po predchozim vysuseni.

8. Desku Silufolu umisti Sikmo do kadinky, ve které je nalita vyvijeci smés, kadinku pfikryj hodinovym sklem a nechej
vyvijet chromatogram.

9. Jakmile Celo rozpoustédla dosahne asi 1 cm od konce papiru, chromatogram opatrné vyndej, mékkou tuzkou
opatrné obtahni okraje vSech barevnych skvrn a chromatogram usus.

10. Proved vyhodnoceni chromatogramu

Mobilni fazi je smés
benzin : isopropanol : voda (100 : 10 : 0,25)

hodinové sklo (na zakryti kadinky)
8 ... B - karoten
3@ 7 ..feofytin
—_— 6 ...chlorofyl a
7@ 5 ...chlorofyl b
6@ 4 ...lutein
5@ 3 ...lutein - 5,6 - epoxid
smes 2 ...violaxanthin
/' barviv g: 1 ...neoxanthin
. el 20
Silufol ] // e | st
k } , mobilni faze
\‘__,j/'(VVVI'J'ECI' Smés) Obrazek 6: Chromatogram - listova barviva

Obrazek 5: Chromatografie listovych barviv
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UKOL 2 - CHROMATOGRAFIE AMINOKYSELIN

PoMUCKY:
Kadinka na vyvijeni chromatogramu a hodinové sklo (na pfikryti kadinky), su$arna (110°C), Silufol (pfipadné
chromatograficky nebo filtrani papir), varic, kapatka, rozprasovac aerosolu, tuzka, pravitko.

CHEMIKALIE:
2% roztoky aminokyselin ve smési voda : etanol (1 : 2), 0,2% roztok ninhydrinu v etanolu, etanol, voda.

POSTUP:

1.
2.

Do vyssi kadinky nalijeme mobilni fazi do vysky asi 2 cm.

Nachystame si chromatografickou vrstvu Silufol (nebo chromatograficky, ptipadné filtracni papir) vhodné velikosti
— vysku volime podle vysky kadinky, ve které je mobilni faze), Sitka asi 5 cm. Ve vzdalenosti asi 2,5 cm od kraje
nakreslime mékkou tuzkou start.

Na start naneseme kapatky vzorky aminokyselin — 3 zndmé a jeden neznamy. Kazdy vzorek nanasime 2 — 3 krat,
mezi jednotlivym nanesenim vysusime skvrnu fénem (nebo nechame uschnout na vzduchu). Skvrny vzorkd by
nemély mit vétsi prdmér nez 3 —5 mm.

Vrstvu s nanesenymi vzorky vlozime do kadinky s mobilni fazi, kadinku pfikryjeme hodinovym sklem a nechdame
vyvijet.

Jakmile se celo rozpoustédla dostane asi 2 cm od konce fdlie (asi po 45 minutdch), vrstvu vyjmeme a nechdme
uschnout na vzduchu (nebo opatrné ususime fénem).

Suchou vrstvu postfikame s digestofi roztokem ninhydrinu a zahfejeme v susarné na 110°C.

Skvrny obtdahneme tuzkou, oznac¢ime jejich stfedy a vypoctené hodnoty Rg zapiSeme do tabulky. Do tabulky
zapiSeme hodnoty R¢ a barvy skvrn.

Urcime nezndmy vzorek.

Mobilni faze: etanol : voda (7 : 3)

VYPRACOVANI:

Tabulka 1: Chromatografie listovych barviv:

Skvrna (jeji barva) Retencni faktor Barvivo

O INO s W N

Tabulka 2: Chromatografie aminokyselin:

Aminokyselina Retencni faktor Barva skvrny

1-

2 -

3-

Neznamy vzorek
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Nalep si ziskany chromatogram (s popisem):

FOTODOKUMENTACE:

Obrazek 7: Vyvijeni chromatogramu v
odmérném valci - rozdéleni listovych barviv

Obrazek 8: Chromatogram - listova barviva
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ZAVER:

Zhodnot struéné vysledek své prace

SHRNUTI:

Na zakladé ziskanych poznatk( z laboratorniho cvic¢eni zdGvodni:

1. Co je staciondrni fazi a co je pohyblivou fazi v pfipadé chromatografie v tkolu 1?

2. Jaky vyznam ma retencni faktor? Je jeho hodnota zavisla na velikosti chromatografického papiru nebo Silufolu
(bude retencni faktor stejny, jestlize budeme provadét chromatografii na Silufolu o délce 12 cm a stejné stanoveni
na Silufolu o délce 5 cm)?

3. Co znadi zkratka TLC? Z jakych slov pochazi?

4. Vysvétli pojem “hydrofobni”. Jaké slovo ma opacny vyznam?

5. Jestlize mam jako mobilni fazi smés rozpoustédel benzin + aceton + voda, na jaky charakter (z hlediska polarity)
oddélovanych latek lze usuzovat?

6. Je moiné z chromatogramu (napf. listovych barviv) uréit mnozstvi (neboli stanovit tzv. kvantitu) jednotlivych
barviv v rostlinném materidlu? Zdlivodni svou odpovéd.

7. Napis podle pravdy ANO nebo NE k nasledujicim tvrzenim:
a) Chromatografie je jednou ze separaénich metod analytické chemie.
b) Jeji vyhodou je (mimo jiné) to, Ze ke stanoveni sta¢i minimum vzorku.
c) Chromatografie Ize pouzit pro oddélovani témér vsech latek.
d) Latky délené chromatograficky musi byt barevné, aby byly na chromatogramu vidét.
e) Zaznam tenkovrstevné chromatografie se nazyva chromatograf.
f) Latka, jeji Re = 1 bude na chromatogramu na Cele rozpoustédia.
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METODICKY LIST

Nazev Skoly

Autor

Vzdélavaci oblast
Vzdélavaci obor
Tematicky okruh

Druh ucebniho materialu
Cilova skupina

Anotace

Gymnazium a Jazykova skola s pravem statni jazykové zkousky Zlin

Mgr. Svatava Benesova

Analyticka chemie

Chemie

Smési, déleni smési.

Laboratorni cviceni — student

74k, 16 — 18 let

Pracovni list urcen jako navod pro Zaky jako podklad pro laboratorni cviceni z chemie. List
obsahuje teoreticky Uvod k pouzité metodé, pracovni postupy, nakresy usporadani pri
chromatografii a Ukoly pro samostatnou praci studentd. Napln: metoda plosné (PC a TLC)
chromatografie, déleni rostlinnych barviv a déleni aminokyselin, uréeni retencniho
faktoru.
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