Chromatografie

V bézné Skolni praxi se na Skolach zaci setkavaji s chromatografii sloupcovou (na stacionarni
fazi ktide, filtraénim papiru nebo Silufolu) a s chromatografii kruhovou (stacionarni fazi je
filtracni papir vystfizeny do kruhu). Na exkurzi v laboratofich biochemickych analyz,
potravinaiského primyslu, petrochemického primyslu, analyzy vody, ovzdusi, barviv, 1éCiv
nebo na chemicky zaméfenych pracovistich stiednich ¢i vysokych Skol se Zaci setkdvaji
s metodami plynové (GS, z anglictiny Gas Chromatography) a vysokoucinné kapalinové
(HPLC z anglictiny High-Performance Liquid Chromatography) chromatografie. Tyto metody
umoziuji kvalitativni a kvantitativni stanoveni malého mnozstvi vzorki pomoci vypocetni

techniky. V nasledujicich podkapitolach jsou uvedeny naméty k pokustm.

Extrakce a chromatografie

Pomucky: Siroka zkumavka, zatka, chromatograficky papir Silufol nebo filtraéni papir, tieci
miska s tlou¢kem.

Material: listy z kopiiv nebo $penatu, Sipky, mrkev, lusky ¢ervené papriky, kiemenny pisek.
Chemikalie: aceton, lékarsky benzin.

Postup:

e Asi20 g vzorku a 2 g kiemenného pisku rozetfeme s 5 cm®70% acetonu, provedeme
extrakci.

e Banku se smési zahfivame ve vodni 14dzni asi 5 minut, tak, aby smés pozvolna viela.

e Sm¢s barviv odpafime na jednu polovinu objemu, prefiltrujeme pies smotek vaty a
pouzijeme pro chromatografii.

e Smés barviv naneseme sklenénou kapildrou na Silufol, velikost skvrn nema byt vétsi
nez 5 mm.

e Jakmile kapka zaschne, naneseme na stejné misto jesté nékolikrat jednu az dvé kapky a
nechame vzdy zaschnout.

e Silufol vlozime do zkumavky s 1ékaiskym benzinem, zazatkujeme a nechame vyvijet
chromatogram.

e [¢kaisky benzin za¢ne vzlinat, jakmile rozpoustédlo dosahne asi 4/5 vysky folie,
vyjmeme chromatogram ze zkumavky a oznac¢ime ¢elo chromatogramu a jednotlivé
skvrny, protoZe na svétle oxiduji a postupné mizi.

Zavér: Na zaklad¢ rizné afinity barviv k rozpoustédlu dochazi k jejich rozkladu na jednotlivé

slozky, které se pohybuji riznymi rychlostmi v zévislosti na podilu barvy.



Chromatografie lentilkovych barviv

Material: lentilky, 1ékovky (zkumavky), nizky, filtracni papir (papirova utérka), sklenice
s vickem, vicko od sklenice, kapatka, Spejle, lepici paska, voda.
Postup:

e Pokud chceme ptipravit vzorek Cistych barviv, vlozime do 1ékovky lentilku dané barvy
a pridame asi 10 kapek vody. Az bude poleva odbarvena, opatrné lentilku ze zkumavky
vytdhneme. Takto pfipravime vzorky od vSech barev lentilek.

e Na pfipraveny prouzek chromatografického papiru si udélame asi 2 cm od okraje caru
startu. Na start pomoci kapatek naneseme vzorky jednotlivych barviv. Pokud je kapka
malo intenzivni, nechdme ji zaschnout a po zaschnuti ptidame dalsi kapku.

e Prouzek papiru pfilepime volnym koncem ke Spejli tak, aby konec, na kterém je
vyznaceny start, nedosahoval na dno vyvijeci komory (sklenice s vickem).

e Do vyvijeci komory nalijeme jen tolik destilované vody, aby bylo ponoieno asi 0,5-
1 cm filtracniho papiru.

e Jakmile se Celo mobilni faze (vody) dostane asi 1 cm od horniho okraje. Pak
chromatogram vyjmeme z komory a ususime.

e Budeme-Ili pracovat se smésnym vzorkem, naneseme na start smésny vzorek a zatneme
S vyvijenim chromatogramu.

Zavér: V lentilkové poleveé se vyskytuji barviva E163 anthokyany (Cervené nebo modré
zbarveni), E100 kurkumin (oranZzové zbarveni), E120 kyselina karminova, karminy (Cervena
barva), E160a beta-karoten (zluta az oranzova barvy), E141 méd’naté komplex chlorofyli a
chlorofinii. Na zékladé¢ rizné afinity barviv k rozpoustédlu dochazi k jejich rozkladu na

jednotlivé slozky, které se pohybuji riznymi rychlostmi v zavislosti na podilu barvy.

Chromatografie barviv z fix(

Material: fixy, ocet, voda, bily kavovy filtr (pijak, filtracni papir, papirova utérka), lepici
paska, tuzka.
Postup:
e Sklenicku naplnime asi 1 cm vysoko vodou a pfidame 3 lzice octa.
e Ustfihneme asi 4 cm Siroky pruh kuchynské utérky.
e Pruh nahote ptehneme a do ptehybu vlozime tuzku. Ptipevnime ji lepici paskou. Na
spodnim konci papirové utérky nakreslime pomoci fixt fadu rizné barevnych bodi.

e Polozime tuzku na sklenicku tak, aby pruh utérky visel do tekutiny.



Zavér: Octova voda stoupa vzhiiru papirem. Rozklada barvivo fixti do riznych slozek, které
se pohybuji riznymi rychlostmi v zavislosti na podilu barvy. Na papiru vidime, ze kterych

jednotlivych barev se sklada barva kazdého fixu.



