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INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

CHROMATOGRAFIE

Vypracoval/a:

Spolupracoval/a

ANOTACE:

Cilem této laboratorni prace je provést TLC chromatografické stanoveni dvou organickych latek — chininu a mentolu -
a jejich detekce UV zarenim. Pfed samotnou chromatografii Zaci musi izolovat latky z vhodného zdroje pomoci dalSich
separacnich metod. Vysledkem prace by mél byt chromatogram, na kterém je provedeno stanoveni latky ze vzorku a
jeho srovnani se standardem (urceni Re obou latek).

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 Semjonovi¢ Cvet (1872 — 1919), kdyZ se pokousel rozdélit
barviva v listech a kvétech rostlin. Nazval ji chromatografie (barvopis). Dnes jiz nazev chromatografie neni Uplné
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 dlikazu pritomnosti nékterych 1éciv.

Princip chromatografie: na pevny nosi¢ (tzv. stacionarni faze) naneseme smés latek, které chceme rozdélit. Pres
nosi¢ s rozdélovanou smeési 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 rtznou rychlosti, protoZze maji rlzné 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 papife
(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
e filtracni papir
e specidlni chromatograficky papir (upraveny na rlznou rychlost pratoku mobilni faze, pripadné s dalSimi
specialnimi Upravami povrchu — napf. hydrofobizovany papir)

krida
vrstva oxidu hlinitého nanesena na sklenéné desticce
specialni chromatografické félie, napf. Silufol

Mobilni fazi maze byt voda, béZzna 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 poldrni rozpoustédla, pro nepoldarni latky pouZijeme rozpoustédla nepolarni.
Postup pfi chromatografickém oddélovani latek na papife nebo tenké vrstvé:
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 nejcastéji nanasi opakované, aby koncentrace latek
byla dostatecnd. PFfi manipulaci s papirem nebo tenkou vrstvou drZzime vrstvu pouze za okraje, abychom ji neznicili nebo
neznecistili.
Pti chromatografii se pouZivaji rlizné zplisoby uspofadani:
e sestupné — mobilni faze protéka pres pevnou fazi smérem doll
e vzestupné — mobilni faze stoupa po pevné fazi smérem nahoru (nejc¢astéjsi usporadani): smés délenych latek
vzlind po nosici nestejnou rychlosti. Nejnize se zachyti latky, které maji nejvétsi schopnost adsorpce, nejvyse
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
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Obrazek 2: Kruhové usporadani 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:

1) oddélené latky jsou barevné, tedy
viditelné pouhym okem
oddélené latky nejsou viditelné.
V takovém pfipadé je musime
“zviditelnit”’

= postfikanim vhodnym
detekénim cinidlem — které
s latkou tvofi barevnou
slouéeninu
UV — zérenim: nékteré latky
(hlavné latky aromatické —
s benzenovym jadrem)
pohlcuji UV zareni a jsou
pod UV lampu viditelné jako
barevna skvrna.

2)
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Zacatek Vysledny chromatogram
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Obrazek 3: Popis chromatogramu

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 Ize Re pouZit pro srovnani latky (nalezené ve vzorku) s jejim

standardem. Vztah pro vypocet Re.

Re =

vzdalenost od startu ke stfedu skvrny

vzdalenost od startu k celu rozpoustédla

Ptiprava:
1. Prostuduj si teoreticky
tvod k praci.

w

Obrazek 4: Vypocet retencniho faktoru

Za pouziti odborné literatury nebo internetovych zdrojl vypracuj ukoly v zavéru prace.
Do cviceni si dones potfebny material: néjaky produkt, potravinu apod. obsahujici chinin a listy maty
V laboratofi budete déle potfebovat: plast, ndzky, mékkou tuzku, pravitko.
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Poznamka: pred zapocetim préce si poradné procti pracovni postup a promysli, jak budes postupovat, abys vse stihl.
Ukoly provadéj soucasné, vyvijeni chromatogramu néjakou dobu potrva.

PoMUCKY:

2 stojany, 2 drzaky, varna barika, vari¢ (kahan), sitka, vodni chladi¢, teplomér, pryZové hadice, odmérny valec, délici
nalevka, kdadinka, zkumavky, chromatograficka deska Silufol, filtracni papir, sklenéné kapatko, kadinka 250 ml,
Erlenmayerova barika, hodinové sklo, UV - lampa.

CHEMIKALIE:
Lécivé pripravky, dopliiky stravy a potraviny obsahuijici chinin, standardni roztok chininu (1%), 0,1M — HCI, mata peprna
(Cerstvé nebo susené listy), butanol, kyseliny octova, ethanol, ethylacetat, toluen, voda.

UKOL 1 - CHROMATOGRAFIE CHININU

POSTUP:

Pokud by byl k dispozici 1éCivy pfipravek s obsahem chininu, potom se provadi izolace chininu ndasledujicim postupem:
V tfeci misce rozetfi |éCivy ptipravek (pfipadné jinou pevnou latku) obsahuijici chinin.
Ze smési vyextrahuj chinin 0,1M — kyselinou chlorovodikovou. (Na 10 g pfipravku pouZijeme asi 75 ml HCl. HCI
s rozetfenym léCivem protfepeme v Erlenmayerové barce). Extrakt zfiltruj a filtrat pouzij k samotnému stanoveni.
1. Ustfihni si pruh Silufolu o Sifce asi 3 —4 cm.
2. Ve vzdalenosti asi 2 cm od kraje nakresli mékkou obycejnou tuzkou (podle pravitka) tzv. start — na ktery budes
nandset 2 vzorky - vzorek chininu z potraviny a standard. Pozor: Silufol ptidrzujeme pouze na okrajich.
3. Na start nanes kapatky vzorky — snaz se, aby skvrna byla co nejvice intenzivni, nanes smés opakované na stejné
misto, vidy po predchozim vysuseni.
4. Desku Silufolu umisti Sikmo do kadinky, ve které je nalita vyvijeci smés, kadinku ptikryj hodinovym sklem a
nechej vyvijet chromatogram.
5. Jakmile ¢elo rozpoustédla dosahne asi 1 cm od konce Silufolu, chromatogram opatrné vyndej, chromatogram
nechej nejprve volné oschnout a potom usus v susarné pti 60°C.
6. Proved vyhodnoceni chromatogramu — detekce chininu se provadi pod UV lampou.
Srovnej skvrnu chininu standardu a chininu z [éCiva (potraviny), jejich velikost a intenzitu.
7. Obkresli skvrnu mékkou tuzkou a vypocitej Re faktor.

hodinové sklo (na zakryti kadinky)

—
P

/:/ standard
A

mobilni faze Mobilni fazi je smés
h S (vyvijeci smés) butanol-kyselina octova-voda (75:10:15)

vzorek chininu

®
®

i....
|

Obrazek 5: Chromatografie chininu

Doplriky stravy a dalsi pfipravky s chininem: Tonik, vrbova kira, Zelezité sladové vino — MALTOFERROCHIN, Magister
Stock, Likér Squash Energy, energetické napoje — napt. Big Shock Bitter, grapefruit (chinin dava hotkou chut duzning),
chinin — kara, nékteré Sampony, napt. http://www.drmax-lekarna.cz/klorane-sampon-s-chininem-proti-vypadavani-
vlasu-400ml.html, kondicionéry na vlasy...
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UKOL 2 - CHROMATOGRAFIE MATY PEPRNE

POSTUP:
1. 10 g listl maty peprné (mdze byt i suSend) nasttihej a nasypej do destilacni barnky (250 ml).
2. Sestavime destilacni aparaturu
3. Do banky pfilej 200 ml vody a zacneme zahftivat. Jakmile za¢ne odkapavat do predlohy destilat, odmér ho asi 40
ml a potom destilaci ukonci. Destilat mGze byt zakaleny diky ve vodé nerozpustnym silicim z maty peprné.
4. Destilat pfeved do délici nalevky, k destilatu pfidej 10 ml etheru a protfepej. Spodni vrstvu (vodnou) odpust —
mentol se extrahuje do etheru. Pro chromatografii budeme tedy pouzivat etherovou vrstvu.
Ustfihni si pruh Silufolu Siroky asi 2 -3 cm, mékkou tuzkou ve vysce asi 2 cm nakresli start.
Nanes vzorek kapatkem ne Silufol.
Do vysoké kadinky nalij vyvijeci smés asi do vySe 2 cm.
Do kadinky vloz Silufol tak, aby spodni konec sahal do vyvijeci smési, ale start byl nad jeji hladinou. Prikryj
kadinku hodinovym sklem.
9. Nechej vyvijet chromatogram do té doby, dokud ¢elo rozpoustédla saha asi 2 — 3 cm od kraje Silufolu.
10. Detekce mentolu: Skvrna mentolu je viditelnd pod UV svétlem (254 nm). Chceme — li, aby byla viditelna i pfi
dennim svétle, musime TLC folii postrikat detekénim cinidlem.
Postup: Vyvinutou TLC folii kratce ponor do detekcniho Cinidla (nebo ji postfikej ¢inidlem z fixirky), poté ji kratce
zahfej pfimo na plotynce vafrice (nastavit na mirny vykon). Po zahfati se objevi rlizné skvrny. Skvrna mentolu je
modra — fialova a je nejblize startu.

O Nowu

kondenzace
vodni chladic destilatu do
predlohy

teplomeér

varna baﬁka

\

listy matyvm\
sitka ‘

kahan destilat Mobilni faze (vyvijeci smés):
( .. v) toluen — ethylacetat (95 : 5)
varic

Obrazek 6: Destilacni aparatura pro izolaci mentolu z maty peprné

VYPRACOVANI:

Chromatografie chininu:
Uved, u kterych latek bylo stanoveni chininu provedeno — ndzev latky (vyrobce, pfipadné dalsi informace).
Pokud jsi pro srovnani pouzil také standard (Cisty chinin), spocitej retencni faktor.
Vyhodnot, zda v pouZitych vyrobcich (potravinach, zdrojich ...) je opravdu pfitomen chinin a struéné slovné zhodnot,
v jakém mnozstvi.
1) Standardni latka pro TLC chininu:
(Vyrobce:)
R =

2) Poufita latka (latky) obsahujici chinin:
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Chromatografie alkaloidii mdty peprné:
Uved, u kterych latek bylo stanoveni mentolu provedeno — nazev latky (vyrobce, pripadné dalsi informace).
Pokud jsi pro srovnani pouzil také standard (Cisty mentol), spocitej retencni faktor.
Vyhodnot, zda v pouzitych zdrojich (mata) pfipadné i jinych vyrobcich (mentholovd mast) je opravdu pfitomen mentol a
struéné slovné zhodnot, v jakém mnozstvi.
1) Standardni latka pro TLC mentolu:
(Vyrobce:)
RF =

2) Pouzita latka (latky) obsahujici mentol:

Nalep si ziskané chromatogramy (s popisem):

FOTODOKUMENTACE:
Obrazek 7: 1zolace chininu z materialu Obrazek 8: Zdroje chininu
Obrazek 9: Destilace —izolace mentholu Obrazek 10:
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ZAVER:

Zhodnot struéné vysledek své prace

SHRNUTI:

Na zdkladé ziskanych poznatk(l zlaboratorniho cviceni a s pouZitim odborné literatury nebo internetovych zdrojl
vypracuj nasledujici ukoly.

1. Proc¢ pfi TLC chromatografii nandsSime na start vedle vzorku latky také standard? Jaky je vyznam této
standardni latky?

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. V praxi se dnes hodné vyuziva pfistrojového provedeni chromatografie. Uved' dva zakladni druhy této metody
a vysvétli (jednou vétou) hlavni rozdil mezi obéma zpUsoby provedeni.

4. Chinin patfi mezi latky heterocyklické. Vysvétli tento pojem.

5. Chinin je jednou z latek, u kterych se objevuje tzv. fluorescence. Cim je fluorescence u chininu zplsobena?

6. Co se stane (co uvidime), posvitime — li na Tonik ve sklenici UV lampou?

7. Jaké ucinky na lidsky organismus ma chinin? K ¢emu se jako Ié¢ivo pouZiva?

8. Mentol patfi mezi isoprenoidy. Jejich zakladni jednotkou je isopren. Zapi$ jeho vzorec a systematicky nazev a
zarad tuto latku do pfrislusné skupiny sloucenin.

9. Dopln nasledujici text a podtrZzené terminy vysvétli.
Mentol je soucdsti matové silice. Z chemického hlediska jej fadime mezi monoterpeny, kam patfi dale napft.
............................... ) ereerereererenessesseseasessessess NEDO it Jako VEtSina terpen( ma lipofilni charakter. Je
1o JOUURURN krystalicka latka charakteristického zapachu. Ma lokalni anestetické ucinky.
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Vzdélavaci obor Chemie
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Druh ucebniho materialu Laboratorni cviceni — Zak

Cilova skupina 73k, 18 — 19 let

Anotace Pracovni list urcen jako navod pro Zaky - podklad pro laboratorni cviceni z chemie. List

obsahuje teoreticky Uvod k pouzité metodé, pracovni postupy, nakresy usporadani pfi
chromatografii a Ukoly pro samostatnou praci studentld. Napli: TLC chromatografie
chininu a mentolu, urceni retencniho faktoru, vyuzité standardu a detekce latky UV
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