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L abor ator ni prace
Chromatografiell

Chromatografie je fyzikdlné-chemicka separacni metoda, ktera umoZziuje oddéleni |&tek
ve vzorku. K rozdéleni latek dochazi na zékladé odlisnosti jednotlivych sloZzek smési ke dve-
ma navzgem nemisitelnym fazim, snimiz je vzorek ve styku. Jedna féze je stacionérni (ne-
pohyblivd) a druh& mobilni (pohyblivd). Stacionarni fazi muze byt pevné latka (papir, SIO,,
Al,Os) dei kapalné faze zakotvena na pevném nosici, mobilni fézi pak byvakapalina ¢i plyn.
P chromatografickém oddélovéani je smés rozpoudtédlem (mobilni faze) pozvolna undSena
po vrstvé papiru nebo jiného materidlu (stacionérni vrstva). ProtoZe se jednotlivé soZky smési
vazou razné pevné ke stacionarni fazi, jsou rozpoustédlem unaSeny riznou rychlosti a tim se
od sebe vzdduji adochézi k jejich oddélovani.

déleni podle skupenstvi mobilni faze

§ chromatografie kapalinova

§ chromatografie plynovéa
déleni podle principu separace

§ chromatografie adsorpeni

§ chromatografie rozdélovaci atd.
déleni podle uloZeni stacionar ni faze

§ chromatografie sloupcovéa

§ chromatografie v plosném usporadani

Adsor péni chromatogr afie

Adsorpéni chromatografie patii k nejstarSim a nejrozsirengjSim chromatografickym meto-
dam. Pevny adsorbent je obtékan vhodnym rozpoustédliem, které unasi analyzovanou smeés, na
povrchu adsorbentu dochézi k déleni. NejcastéjSimi uZivanymi adsorbenty jsou latky porovité
struktury. Podle povahy se déli na poléarni (silikagel, oxid hlinity) a nepolérni (aktivni uhli).
Podle zpisobu 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 rozpoustedlech. Pro fotosyntézu maji rozho-
dujici vyznam chlorofyly a a b a karotenoidy. Jsou to latky citlivé vaci vzdusnému kysliku
anasvétlo. Rychlé rozdéleni listovych barviv |ze provést chromatografii na vrstvé silikagelu.
VyuZivaji se komeréné dodavané desky Silufol.

Ukol: Stanoveni lipofilnich listovych barviv a jgich rozdéleni adsor péni chromatografii

Pomiicky a chemikalie

moisky pisek, aceton, smés benzin: isopropanol: voda (100:10: 0,25), technicky benzin
zmrazene listy Spendtu, mleta sladké paprika, mala treci miska s tlouckem, filtra¢ni papir, Zlu-
té Spicky k nandSeni vzorka, silufol
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Pracovni postup

2 g ligtt pendtu rozetreme v tieci 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 ¢ervené 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 zahusténé extrakty). Takto zahusténé extrakty na-
neseme na startovni ¢éru asi 2 cm od okraje v podobg tecek, ve dvou aZ tiech vrstvach. 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 zakredit. Bude k dispozici také digitalni fotoaparét,
takZe nejzdarilejsi chromatogramy maZeme fotografovat (vezméte flashdisky).

UKOLY:
1. Co znamen& chromatografie? O jakou metodu se jedné ?

2. Vysvétlete pojem lipofilni barvivo.

3. Vyhledejte a zapi&te, co znamena chemicky fotosyntéza ( zapis chemickou rovnici).

4. Jakou ulohu ma chlorofyl pii fotosyntéze?

5. Kde se v rostlinach nachézi chlorofyl?

6. Co je z&kladni strukturni jednotkou chlorofylu?

7. Kation, kterého kovu je vézan v chlorofylu?
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8. Cim se od sebe li&i chlorofyl a+b ?

ZAVER:
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