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Chromatogr afie

|. Déleni smési aminokyselin chromatogr afii na tenké vrstvé

Pomicky a chemikalie

mobilni faze ethanol-voda (7:3), 2% roztoky aminokyselin (his, gly, glu) ve smési voda:
ethanol (1:2), nezndmé aminokyselina, 0,2% ninhydrin v ethanolu, chromatograficka komur-
ka, rozpraSovac aerosolu, Silufol, Spicky k nan&Seni vzorka, fén, pravitko, tuzka, suSarna

Chromatografii uskute¢nime v provedeni na tenké vrstvé na hlinikové folii zvané Silufol
(5 x 15 cm). jedné se o chromatografii adsorpeni.

Na Silufolu vyznatime jemn¢ dabou ¢éru tuzkou 2,5 cm od okraje (start). Naneseme vzor-
ky zndmych aminokyselin a jedné nezndmé. Vzorky aminokyselin nan&Sime Zlutou $pickou
(najedno misto 2-3 kapky, skvrnu po naneseni kazdé kapky vysuSime fénem). Skvrny vzorka
nesmi byt v praméru véts nez 3-5 mm.

Folii vlioZzime do chromatografické komurky srozdélovaci smési (mobilni faze) tak, aby
mobilni faze vstupovala na folii u startu. Celo mobilni faze se asi po 45 minutéch dostane 2
cm od konce folie.

Poté folii vyjmeme, vysuSime na vzduchu nebo opatrn¢é fénem, postiikame aerosolem vy-
vijeciho c¢inidla (0,2% ninhydrinu v ethanolu) a zahfejeme v suS&rné¢ na 110°C. (vSe
v digestori)

Vyhodnoceni vydedki zapiSeme do tabulky:

Do tabulky zapiSeme hodnoty R; standardnich aminokyselin. U kaZdé z nich zmétime dél-
ku dréhy skvrny od startu (h) a pro vSechny délku drahy mobilni faze (start-¢elo - H). Hodno-
ta Rr je bezrozmérny podil drahy skvrny k dréze mobilni faze. Vypo¢teme hodnoty Ry nezné&
mé aminokyseliny. Zaznamename barvu skvrn.

Vysvétleni zkratek aminokyselin: his = higtidin, gly = glycin, glu = kyselina glutamova

AMK h (skvrny) H Ry Barva skvrny
1.
2.
3.
X

Ukol ¢&. 1.: porovnejte hodnoty Ry

Ukol ¢&. 2.: uréete aminokysdinu X




I1. Stanoveni lipofilnich listovych barviv a jgich rozdéleni adsor péni chromatografii

Adsorpéni chromatografie patii k nejstarSim a nejrozSirengjSim chromatografickym meto-
dam. Pevny adsorbent je obtékan vhodnym rozpoustédlem, které unésSi analyzovanou smés, na
povrchu adsorbentu dochézi k déleni. NejcastéjSimi uzivanymi adsorbenty jsou latky porovité
struktury. Podle povahy se déli na polérni (silikagel, oxid hlinity) a nepolérni (aktivni uhli).
Podle zptasobt provedeni rozlisujeme sloupcovou chromatografii a tenkovrstevnou chromato-
grafii.

V listech zelenych rostlin se vyskytuje vétSi pocet lipofilnich barviv, jejichz charakterigtic-
kou Vviastnosti je rozpustnost v tucich a tukovych rozpousdtedlech. Pro fotosyntézu maji rozho-
dujici vyznam chlorofyly a a b a karotenoidy. Jsou to létky citlivé vaci vzdusnému kysliku
ana svétlo. Rychlé rozdéleni listovych barviv |ze provést chromatografii na vrstvé silikagelu.
VyuZivaji se komeréné dodavané desky Silufol.

Pomicky a chemikalie

moi'sky pisek, aceton, smes benzin: isopropanol: voda (100 : 10 : 0,25), technicky benzin
zmrazené listy Spendtu, mleta sladké paprika, mala treci miska s tlouckem, filtra¢ni papir, Zlu-
té Spicky k nanaseni vzorka, silufol

Pracovni postup

2 g ligtt Spendtu rozetreme v treci misce s malym mnoZstvim motského pisku a nékolika
ml acetonu. Smés Zfiltrujeme pies papirovy filtr namoceny acetonem. Extrakt odpatime do
sucha a znovu rozpustime v nékolika kapkach acetonu. 5 g éervené papriky rozetieme v tieci
misce s 20 ml technického benzinu, smés Zfiltrujeme pres papirovy filtr, pielijeme na odpaio-
vaci misku a odpatime dosucha. Odparek rozpustime v 1 ml benzinu. (Pripravu extrakta pro-
vede laborantka, studenti dostanou hotové zahu&téné extrakty). Takto zahuténé extrakty na-
neseme na startovni ¢é&ru asi 2 cm od okraje v podobg tecek, ve dvou az tiech vratvach. Folii
vloZime do vyvijeci nddobky (kéadinky, prikryté hodinovym sklem) s vyvijeci soustavou ben-
zin: isopropanol: voda (100 : 10 : 0,25). Jakmile ¢elo soustavy doséhne okraje folie, folii vy-
jmeme a oby¢ejnou tuzkou obtahneme okrae zony barviv a také si poznatime konkrétni typ
barvy. Pokud méte pastelky pokuste se zakreslit. Bude k dispozici také digitélni fotoaparat,
takZe nejzdarilejsi extrakty muZzeme fotografovat (vezmeéte flashdisky).

Ukol &. 3.: Co znamené chromatografie? O jakou metodu se jedna

Ukol €. 4.: Vyhledejte, co znamena pojem aminokyselina ajaky je jejich vyznam?

Ukol ¢&. 5.: Co znamena 2% roztok AMK ve vodz? Jak piipravime 450 g 2% roztoku AMK?



Ukol ¢&. 6.: Vyhledejte a zapidte, co znamena chemicky fotosyntéza.

Ukol &. 7.: Vysvétlete pojem lipofilni barvivo.



