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Uvop

Uvop

Chromatografie, ktera je dnes velmi vyuZivanou metodou v analytické chemii, se
v rlizné mite zafazuje do vyuky na skolach. V rizné mite se ji zabyvaji také ucebnice a jind

literatura slouzZici ucitellim a Zakdm v uceni a vyucovani. Tato prace je ¢lenéna do tfech

hlavnich oddil{. Je jimi historie chromatografie, teoreticka ¢ast a experimentalni ¢ast.

Chromatografie je pozoruhodnd metoda, protoZe genidlné vyuzZivd zakladnich
pfirodnich zakon(, které byly pozorovany jiz v davné historii. Plinius popisuje testovani
kvality barvy, Runge se zabyva barvivy z estetického hlediska, ale ani jeden z nich
nedokazal védecky popsat a vyuZit to, co se objevovalo pred jejich o¢ima. Tento primat
pfipadl aZ Cvetovi, ktery ve svych sloupcich rozdéloval pfirodni barviva. Ve tficatych a
Ctyficdtych letech devatenactého stoleti doSlo kobjevu papirové a tenkovrstvé
chromatografie, které dale zjednodusSily a zptistupnily metodu Sirokym vrstvdm
vyzkumnik(Q. Chromatografie, jejimz smyslem je rozdéleni jednotlivych sloZzek smési, se
dale déli podle rdznych kritérii, napfiklad dle mechanismu separace, skupenstvi mobilni

7 s

faze nebo v zavislosti na usporaddni. Teoreticka cast vysvétluje princip chromatografie a
rovnéz poskytuje Ctenafi prehledné déleni chromatografickych metod. Je vSak zvlasté
zaméfena na chromatografii papirovou, tenkovrstvou a sloupcovou. Ty jsou ddle
vyuzivany v experimentdlni ¢asti prace, kterda ma slouzit jako inspirace ucitelim na
Skolach. Experimentalni ¢ast nabizi celou fadu experimentt tykajicich se chromatografie
fixd, inkoustll do plnicich per, smési indikatorli, potravinafskych barviv, barviv
v rostlinném materidlu a aminokyselin. Tato prace obsahuje: porovnani u¢ebnic zejména
z hlediska pokust, pripadné modifikace experiment(i, doporuceni a zhodnoceni. Nabizi

také experimenty, které se v u€ebnicich zatim neobjevuji a je mozZné tak rozsifit pfipravu

budoucich i stavajicich uciteld.
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1 HISTORIE CHROMATOGRAFIE

Chromatografie je dnes Siroce rozSifenda metoda, nebylo tomu vsak vidy a jeji
moderni historie saha pouhé jedno stoleti do minulosti. Sam jeji vznik a rozvoj je velmi
zajimavou kapitolou vyvoje védy. Z metody nezndmé se stala metodou prehlizenou a
nakonec se stala Siroce pfijimanou a popularni. Rozvinula se celd fada jejich forem, od
klasické Cvetovy metody pfes papirovou chromatografii az po plynovou nebo
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC). Déjiny bohuZel nebyly milostivé

k samému zakladateli, ktery se nedozil ocenéni.

Déjiny chromatografie jsou tak pfibéhem, ktery je zajimavy a vypovida nejen o
technickém vyvoji chromatografické metody, ale o védeckém vyvoji a lidské spoleénosti
obecné. Podivejme se tedy na milniky a zajimavou historii jedné chemické metody, ktera

je soucasti védy a pokroku lidské civilizace.

1.1 PRED CVETEM A JEHO PRULOMEM — DOBA PREDCHROMATOGRAFICKA

1.1.1 CHROMATOGRAFIE VE STAROVEKU

Chromatografie jako takovd byla objevena az Cvetem na pocatku 20. stoleti. Lze
najit ale i drivéjsi aktivity, které ji pfipominaji. Zamérné pisi o aktivitdch, ponévadz nebyly
nikterak teoreticky podchycené a jednalo se o pouhé empirické pocinani. Néktefi autofi

e eev

nachézeji chromatografii jiZ ve starozakonnich dobdach, konkrétné u Mojzise.!

,KdyZ Mojzi§ odved| Izrael od Rudého mofre, vydali se k pousti Sur. Tfi dny $li pousti,
aniZ nalezli vodu. Kdyz potom prisli do Mary, nemohli mistni vodu pit, nebot byla horkd.
(A proto se jmenuje Mara, Horkost.) Tehdy lid reptal proti MojZiSovi. ,Co mdme pit?“
fikali. Mojzis tedy volal k Hospodinu a Hospodin mu ukdzal kus dreva. Kdyz jej hodil

do vody, voda zeslddla. “?

Dnes muZe byt tato uddlost interpretovdna jako uziti iontové vyménné
chromatografie. Mojzis ale nepochybné neznal nic pfipominajici chromatograficky princip,

jen obecné pozorovani té doby, Ze nékteré kefre ,vysaji“ horkost z vody.3

Za dalsSiho adepta na titul prvniho védce zabyvajiciho se chromatografii byva
oznacovan Plinius StarSi. Vobou domnélych chromatografickych experimentech $lo

o dlikaz kvality produktu. V prvnim pripadé slo o purpur, coZ bylo barvivo velmi popularni
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v antickém Rimé&. Ve druhém piipadé $lo o test aeruginis, octanu médnatého, ktery

Rimané vyrabéli z médi a silného octa, a ktery byl vyuZivan jako popularni lé¢ivo.> 4>

V prvnim pfipadé je oznacovan za predchldce papirové chromatografie, protoze
jako test poctivosti purpuru popisoval namoceni kousku latky do roztoku barviva.
Nepojedndval ale o vyvinu barvy a vytvofeni jednoduchého chromatogramu. Jednalo se
pouze o pozorovani intenzity barvy. Plinius se rozhodné o ni¢em sloZitéjsSim nezminuje.
»Zhruba desdty den je cely obsah kotle v tekutém stavu a vtom se namocdi Ildtka, kterd
byla ocisténd, aby byla ucinéna zkouska; ale dokud neni barva shleddna uspokojivou

podle pidni vyrobce, pokracuje se ve varu“.*

Octan médnaty, aeruginis, byl ¢asto falSovan slouc¢eninou zvanou copperas neboli
siranem Zeleznatym. Kromé testu ohném nabizi Plinius i chemicky test. Jedna se o otfeni
octanu médnatého o list papyru napustény dubénkovym roztokem, ktery obsahuje
kyselinu gallovou. Papyrus by mél okamzité z¢ernat. Jedna se bezpochyby o chemickou
reakci, s chromatografii ale nemd nic spolecného, protoze nedochdzi k zadnému
rozdélovani. ,Podvod také muzZe byt zjistén za pomoci listu papyru, ktery byl namocen

v roztoku dubének; nebot zéernd okamzité po pretfeni pravou aeruginis.“.

1.1.2 BLizci PREDCHUDCI CHROMATOGRAFIE — 19. STOLETI

Zajimavou postavou v historii chromatografie je némecky chemik Friedlieb
Ferdinand Runge, ktery se zaslouzil o pokrok v nékolika oblastech chemie. PGvodné
studoval medicinu, ale stéle vice se zaméroval na chemii, ke které se dostal pres zkoumani
toxickych latek v rostlinach a posléze se zaméfil na vyzkum bioaktivnich rostlinnych latek
obecné. Objevil kofein a chinin, kdyz hledal, které latky obsazené v plodech kavy a v klre
chinovniku zpUsobuji jejich Gcinky na ¢lovéka. Zajimavosti je, Ze kofein objevil na popud
Goetheho, kterého navstivil, a ktery mu vénoval kavova zrna pravé s navrhem, aby v nich
objevil ucinné latky. Pozdéji se zabyval psanim ucebnic a pracoval v barvifském primyslu.
Pravé prace vtomto odvétvi ho privedla k zajmu o barviva. Napsal nékolik knih o chemii
barev. Ve tfetim svazku se piSe: ,, Kapka se ohranicuje pravidelnym okrajem, ktery je hnédy
a dokonce dvakrdt aZ trikrat tmavsi neZ hnédy stred. Clovék pfitom muze také pozorovat,
jak se s casem vyviji ucinek soli chromu... Divodem je papirem zplsobené déleni latek,
které vykazuji pfitomnost soli chromu; tmavé hnéda ldtka se shlukuje na okraji, zatimco

méné zabarvend zistdvd veprostied.” ® V knize je mozné nalézt nékolik podobnych
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odkazl. Vzapéti po této citaci autor délad reklamu své jiné publikaci, a to Zur Farben-
Chemie: Musterbilder fiir Freunde des Schénen. Ta vSak predstavuje odluku od jeho
chemického pfristupu a zdlvodnuje, pro¢ pravé Runge nemuizZe byt povazovan za otce

chromatografie.?

Runge se totiz rozhodl zaméfit na estetickou a ne chemickou stranku jeho
papirovych ,,chromatogram(”“. Ve vzniklych obrazcich zacal spatfovat projevy zvlastnich sil
pfirody — pudu utvareni (Bildungstrieb). Dnes by se jeho chdpani dalo oznacit aZ za
mystické, v tehdejsi dobé vsak vzbudil ve verejnosti silny ohlas, coz dosvédcéuje ziskand
medaile na Svétové vystavé v Pafizi 1855 a také ocenéni na Svétové primyslové vystavé
v Londyné 1862. Svoje vytvory dal do souvislosti s teorii Karla von Reichenbacha, ktery
tvrdil, Ze pfiroda je prodchnuta silami specifické formy magnetismu, ktery mohou néktefi
senzitivni lidé vycitit. Runge véfil, Ze jeho obrazky jsou ndsledkem pravé této sily, a Ze tuto
silu je moZno zachytit védeckymi postupy, protoze jeho obrazky jsou reprodukovatelné,

pokud je dodrzen stejny postup.>

Kromé Rungeho lze nalézt i dalsi pfedchlidce chromatografie. Patti do ni védci,
ktefi se zabyvali ropou a jejim rozdilnym sloZzenim v rliznych nalezistich. Na prelomu 19. a
20. stoleti se David T. Day domnival, Ze rozdil ve sloZeni ropy je zplsoben retardacnim
faktorem latek pfi jejich prichodu rlznymi zemskymi vrstvami tzv. filtracni hypotéza.
Pfi svych pokusech pfisel na to, Ze pfi filtraci dochdazi k urcité separaci jednotlivych
komponent ropy, protoze leh¢éi frakce se pohybuji rychleji. Na Daye navazal Joseph Gilpin.
Zakladem jeho zafizeni byl jeden az dva metry dlouhy valec o priiméru 3 cm naplnény
fullerovou hlinkou. Ten byl pak postaven do ropného vzorku, ktery se nechal vzlinat
priblizné 24 hodin. Proces mohl byt urychlen vakuovou pumpou. Poté byl obsah opatrné
vyjmut, po vrstvach narezdn a vyziskany z néj ropné vzorky, které pak byly fyzikalné
zméreny. Diky tomu byly zjiStény rozdily v hustoté a viskozité jednotlivych vrstev.
S obdobnymi vysledky, ale jinym postupem pracoval i Némec Carl Enger. Ten sice zvolil
jiny design laboratorniho zafizeni, ale vysledek byl stejny — fyzikdIni popis ropnych smési
s mensim a vétsim retardaénim faktorem vyziskanych ze surové ropy filtraci pres fullerovu
hlinku. V jejich praci tedy nedoslo k oddéleni jednotlivych uhlovodik(, a proto Ize tézko

mluvit o chromatografii jako takové. V padesatych letech jejich prace ale nabyla jesté
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politicky vyznam, kdyz skupina zapadnich védch zacdala tvrdit, Ze vyndlezcem

chromatografie je Day.3

1.2 MICHAJL SEMJONOVIC CVET.

Cvet se narodil 14. kvétna 1872 v severni Itdlii. Jeho otec byl rusky urednik. Matka,
ktera zemfrela krdtce po porodu, byla zitalské rodiny usazené v Turecku, sama vsak
vyrostla v Rusku. Do svych 24 let pak Zil ve Svycarsku, kde také ziskal doktorat z botaniky
na univerzité v Zenevé. Po ziskani doktoratu se rozhodl prestéhovat do Ruska, kde doufal
ve slibnou budoucnost. Narazil vSak na uzaviené a hierarchické akademické prostredi, kde
jeho zahranic¢ni doktorat byl spi$ na obtiz. V roce 1901 ziskal rusky magistersky titul na
univerzité v Kazani a tim mohl ziskat misto na ruskych univerzitach. Prestéhoval se do
Varsavy, kde pUsobil dalSich 14 let, nejdfive na univerzité a poté na polytechnice. Za valky
byl institut presunut do NiZniho Novgorodu. V roce 1917 ziskal Cvet profesorskou pozici
na univerzité v Tartu, ale zdhy musel znovu prchnout pred némeckou armadou. Zacal

pUsobit na univerzité ve Voronézi, ale byl vazné nemocny a roku 1919 zemtel.?

Pravé ve VarSavé mél 21. bifezna 1903 prednasku, ktera je povaZovana za moment
vzniku chromatografie. V nasledujicich letech promluvila do jeho vyzkumu politickd
nestabilita. Japonsko-ruskd vélka a nepokoje sni spojené vedly kzavreni univerzit.
Laboratofe sice byly dale oteviené, ale situace byla neklidna. Cvet toho wyuiil
k zahrani¢nim cestam, pfi kterych prochdzel zahrani¢ni knihovny a sbiral vzorky rostlin.
V Iété 1905 zaslal dva ¢lanky do Zurnalu Némecké botanické spolecnosti, ve kterych
poprvé popsal chromatografii jinym jazykem neZ rusky, a tak prekrodil mezinarodni
bariéru. O rok pozdéji svoji metodu predvedl pfed publikem Némecké botanické

spoleénosti v Berliné. 3
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Obrazek 1: Cvetiiv chromatograf. Je patrné, Ze konstrukce je velmi jednoducha. Rozpoustédlo se vzorky
prochazelo trubickou s adsorbentem. Ten byl pak vytlacen ty¢inkou a roziezan. a - délicka, b - gumova
hadicka, ¢ - kohoutek, d - sklenéna trubicka, e - korek, f - zasobnik rozpoustédla, g - chromatograficky
sloupec (primeér 2 - 3 mm), h - ldhev na sbér eluentu

Nova metoda vsak byla pfijata velmi kriticky, mezi jeji nejvétsi kritiky patfil mimo
jiné i laureat Nobelovy ceny Richard Willstatter. Cvet vSak naddle pokracoval ve
zdokonalovani své metody a v roce 1910 vydal ve Var$avé rusky psanou knihu Chromofyly
v rostlinném a ZivocCisném svété. Pokracoval ale i v psani ¢lank( do zahranic¢nich Zurnald.
Vroce 1911 jich bylo publikovdno sedm. Ztéto doby mimo jiné pochazi termin
karotenoid, ktery Cvet navrhl, a ktery se uchytil. Do jeho dalsi védecké cinnosti vsak

zasahly zdravotni problémy a valka, po niz zahy zemfel.?

1.3 MEZIVALECNE OBDOBI

Mezi svétovymi valkami zaZila chromatografie velky rozvoj. Ten ale nastal az
pomérné dlouho po jejim objevu. Ve dvacatych letech k ni bylo pfistupovdno s ned(ivérou
pod vlivem jejich kritikG. Situace se zménila ve tficatych letech, kdy zacala byt rozsifenou

metodou. Jeji vzestup se poji s laboratofi v Heidelbergu, kde vsak jeji rozvoj ukondil
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nastup Adolfa Hitlera k moci — fada pracovnikQi byla Zidovského plivodu. Nastésti se
o metodu zacali zajimat i jinde a tak nedoslo k jejimu pozapomenuti, jako v pfipadé
Cvetovy prace. Vtomto obdobi zacala byt chromatografie také pouZivdna i na
anorganické latky. Do té doby byla jeji doménou oblast organickych barviv. O jeji rozsiteni

do anorganické chemie se zaslouzil Georg-Maria Schwab z Univerzity Mnichov. >

1.4 PAPIROVA A TENKOVRSTVA CHROMATOGRAFIE

Jeji vznik je datovdn dnem 25. bfezna 1944, kdy byla prezentovana na vyro¢nim
zasedani Britské biochemické spolecnosti skupinou kolem Archera Johna Portera Martina
(drzitele Nobelovy ceny za chromatografii 1952). Vyuzil ji pro separaci aminokyselin a
metoda se zahy rozsifila pro svoji velkou jednoduchost. Navic byla soucasti prvnich
pokusU s papirovou chromatografii vyuZita dvojrozmérna technika — chromatogram se po

prvni separaci ototil o devadesat stupfiti a bylo pouZito jiné rozpoustédlo.

Tenkovrstvd chromatografie ma svoje pocatky v Charkové u Nikolaje Izmajlova.
Chtél najit rychlejsi alternativni metodu ke sloupcové chromatografii. Pokryl
mikroskopové sklicko adsorbentem, na néjz nanesl vzorek a ten zakdpl rozpoustédlem.
Vznikly tak krouzky separovanych latek. Ve Ctyficatych a padesatych letech metoda prosla
nékolika inovacemi. Misto zakdpnuti rozpoustédlem se pfibliZila papirové chromatografii -
— v kontejneru bylo sklicko namoc¢eno do mobilni faze. Diky tomu bylo moziné vytvaret
dvojrozmérné chromatogramy podobné jako pfi vyuziti papiru. Adsorbent byl zafixovan
ke sklicku napfiklad kukutiénym Skrobem. Pro zvysSeni ucinnosti byly zmensovany castice

adsorbentu. Byla také vyvinuta metoda tenkovrstvé chromatografie pod tlakem. 3
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2 TEORETICKA CAST

2.1 CHROMATOGRAFIE - GVOD
Chromatografie patfi mezi vyznamné separacni techniky, které se vyuZivaji
k rozdéleni smési latek na jednotlivé slozky anebo k oddéleni jedné konkrétni latky ze
smési.”® Protoze jsou to pravé prirodni latky, které spolu ¢asto tvofi slozité smési, vyuziva
se chromatografie v sou€asné dobé hlavné pfi vyzkumech tykajicich se pfirodnich latek a
v biochemii.® Ptikladem je celd fada Ié¢iv, jejich? vyroba vyzaduje jen uréité izolované
latky v co nejcist&jsi formé. ™
Nazev ,,chromatografie” napovidd, Ze tato metoda je spjata s barevnymi latkami,
nebot fecky chroma znamena barva, ale pfevazné vyuziti této metody patfi smésim latek,
je? jsou bezbarvé.? Prikladem takového déleni bezbarvych litek je experiment zaméfeny
na déleni smési aminokyselin na jednotlivé slozky (viz kap. 3.6). Prikladem déleni

barevnych smési je napfiklad chromatografie fix{ (viz kap. 3.1).

2.2 PRINCIP CHROMATOGRAFICKYCH METOD

Principem chromatografie je déleni jednotlivych sloZzek smési v zavislosti na jejich
afinité k fazim. Faze jsou dvé a to staciondrni a mobilni.’® Mobilni faze maze byt plynna
nebo kapalnd, zatimco faze stacionarni mlze byt tvorfena pevnymi Casteckami nebo
kapalinou zachycenou na pevném nosi¢i.® | kdyz existuje celd Fada typd
chromatografickych metod, tak je zde uvedeno nékolik znak(, které maji

chromatografické metody spole¢né.*

Vzorek je unasen mobilni fazi, ktera prochazi fazi stacionarni tvofenou napfiklad
oxidem hlinitym, silikagelem, papirem a tak dale. Formy uspofadani mohou byt rlzné.
MuUze ji byt prouzek papiru, tenka vrstva na sklenéné desticce (usporadani planarni) nebo
Castecky stacionarni faze ve sloupci. V prlibéhu undseni vzorku mobilni fazi pres fazi
pevnou se jednotlivé slozky smési pohybuiji riiznou rychlosti.** Béhem samotného procesu
dochazi k opakovanému stfidavému prechazeni slozek smési do jednotlivych fazi. Plati zde
princip rovnovahy, kterému se cely systém v prlbéhu déleni pfriblizuje. Pro popis
rozdéleni jednotlivych slozek mezi obé faze se vyuzivd tzv. distribu¢ni (rozdélovaci)

Als ;. . / v /v , v
konstanta Kp = %, ktera je definovana pomérem rovnovainé koncentrace dané slozky

ve stacionarni fazi [A]s a ve fazi mobilni [A],.” Mobilni i stacionarni fazi je nutno vybirat

10
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s ohledem na fyzikdlni a chemické vlastnosti smési, které jsou déleny. Vysledkem procesu
je to, Ze se slozky rozdéli prlichodem pres sorbent, kde mohou byt nasledné detekovany a
méreny. Slozky smési Ize porovnat na zdkladé jejich retardacniho faktoru R, ktery je dadn

podilem rychlosti pohybu rozpu§téné latky a rychlosti pohybu rozpoustédla.™

2.3 TRIDENI CHROMATOGRAFICKYCH METOD

V prabéhu let od objeveni chromatografie doslo kvyvoji celé Fady
chromatografickych metod, které je moZno rozdélit v rdmci nékolika kritérii. Pokud je
zakladnim kritériem déleni skupenstvi mobilni faze, jde o chromatografii plynovou nebo
kapalinovou.”® Obé chromatografie Ize dale rozlisit také na zakladé spojeni se stacionarni
fazi. Kapalinova chromatografie se odehrdva ve spojeni kapalina — pevna latka nebo
kapalina — kapalina, zatimco plynova chromatografie se odehrava ve spojeni s kapalinou,
dale pak s pevnou latkou.” Piehledné déleni metod dle skupenstvi mobilni faze veetné

mechanismu separace poskytuje nasledujici tabulka.*?

Nazev typu Mechanismus Metoda Uzivana zkratka
chromatografie separace
Plynova sitovy efekt plynova GSC
chromatografie chromatografie na
molekulovych sitech
adsorpce plynova adsorpéni
chromatografie
rozdélovani plynova rozdélovaci | GLC
chromatografie
Kapalinova sitovy efekt gelova permeacni GPC
chromatografie chromatografie
adsorpce kapalinova adsorp¢ni | LSC
chromatografie
rozdélovani kapalinova LLC
rozdélovaci
chromatografie
chemisorpce iontové vyménna IEC
chromatografie
specifické interakce | afinitni
biomolekul chromatografie

Na zakladé mechanismu separacniho procesu je mozné rozdélit chromatografii na

. . , v s . v / 1 v ’ . ,
afinitni, adsorpéni, ionexovou, rozdélovaci a gelovou.’'® Rozdéleni chromatografickych
metod podle tohoto kritéria véetné uvedeni povahy probihajictho procesu shrnuje

nasledujici tabulka.™®

11
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Nazev chromatografické metody | Povaha probihajiciho procesu
afinitni specificka interakce s afinantem
adsorp¢ni adsorpce

ionexova elektrostaticka interakce a difuze
rozdélovaci extrakce, rozpousténi

gelova difaze

DalSim kritériem pro déleni chromatografickych metod je forma usporadani pevné
faze. Podle tohoto kritéria je rozliSovana chromatografie planarni a sloupcova. Planarni
chromatografie se dale déli na papirovou a tenkovrstvou.® Sloupcova chromatografie je

¢lenéna na chromatografii sloupcovou plynovou a kapalinovou.™

Forma uspotadani pevné faze Dalsi déleni

planarni chromatografie papirova
tenkovrstva

sloupcové chromatografie plynova
kapalinova

2.4 CHARAKTERISTIKY CHROMATOGRAFICKYCH METOD DELENYCH NA ZAKLADE

MECHANISMU SEPARACE

Adsorpéni chromatografie je jednou z nejstarSich metod. Principem metody je
rozdéleni jednotlivych slozek smési na zakladé jejich rozdilné afinity na povrch adsorbentu
v priibéhu obtékani mobilni fazi, jez unasi délenou smés.”” Navazani latek na povrch
adsorbentu umoziuji poldrni sily, které plasobi mezi povrchem pevné faze a délenou
latkou a také polarni sily, které ptsobi mezi povrchem stacionarni faze a mobilni fazi.”
Adsorpéni chromatografii je moZzno provést v systému pevna latka — kapalina, ale i pevna
latka — plyn. Pti pénové analyze dochazi k sorpénim jevim v systému plyn — kapalina.10 Pri
adsorpéni chromatografii se nejcastéji jako stacionarni faze pouziva silikagel, uhli¢itan
vapenaty (CaCQOs), oxid hlinity (Al,03), aktivni uhli nebo hydroxylapatit. Forma provedeni

je bud sloupcova nebo tenkovrstva.’

Afinitni chromatografie je diskutovanou metodou uz jen diky svému oznaceni
,,chromatografie”, nebot je otdzkou, zda jde o chromatografii jako takovou. Pro cely
proces je pfiznac¢na probihajici selektivni sorpce a desorpce.lo Afinitni chromatografie je
charakteristickd biochemickymi interakcemi latek. Jednda se napriklad o interakce
enzym — substrat a protilatka — antigen. Substrat nebo antigen se navdzZe na sorbent, jimz

se nasledné naplni sloupec. V pribéhu vymyvani sloupce dochazi k prlibéznému vymyvani

12
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enzymu Ci protilatky z kolony. Tato metoda se pouziva v biochemii napfiklad k vymyvani

protilatek, které jsou obsazeny v krevnim séru.’

Gelova chromatografie se nejcastéji pouziva v chemii preparativni. Vyuziti stejné
jako u afinitni chromatografie je nejcastéjsi v biochemii, zde konkrétné v souvislosti
s biopolymery. K déleni latek dochazi na zakladé velikosti jednotlivych molekul. Pérovity
gel neboli molekulové sito zadrZzuje malé molekuly, které se vnofuji dovnitf ¢astic gelu.
Velké molekuly se naopak vymyvaji. Sloupcem prochazeji molekuly na zdkladé velikosti,
nejprve projdou nejvétsi molekuly. Dalsi molekuly se vymyvaji podle klesajici velikosti.
Klicovym faktorem pro tuto chromatografii je velikost gelovych pérd. Gelova
chromatografie se uskutecnuje v systému, kde staciondrni fazi tvori kapalina v gelu a
mobilni fazi je opét kapalina. Velmi uzivanym typem je gelovd permeacni chromatografie,
pfi které se déli latky, jejichz molekulové hmotnosti jsou blizké. Vyrabi se rdzné typy geld,

nejpouzivanéjiimi jsou Sephadexy.’

Pfi rozdélovaci chromatografii dochazi k separaci latek mezi rozpoustédly, kterd se
bud nemisi, nebo jen omezené. Déleni je popsano rozdélovaci konstantou K, jez je odlisna
jak pro kazdou slozku obsazenou ve smési, tak i pro rozpoustédla. Pevnou fazi tvoti
kapalina, jez je pfipevnéna na inertnim nosici. Pohybliva faze pres fazi pevnou pretéka a
slozky obsazené ve smési se tak mohou mezi fazemi rozdélit.” Jedna z moznych a ¢astych

forem tohoto typu chromatografie je chromatografie papirova.’

lonexova chromatografie je vyuZitelna pro latky, které nesou néboj.9 Sorbent je
uzpusoben k tomu, aby zachytil urcité ionty, které vyméni za jiné, jez posle pfimo do
roztoku.’ Jedna se o reverzibilni déj, ktery charakterizuje rovnice R'A" + B ¢>R'B" + A",
,,R'A” je méni& iontii s navézanym aniontem A™ - anex a B" odpovidd aniontiim v roztoku.
Meénic¢ kationti — katex obsahuje zdporné nabité skupiny, které reversibilné vdZou

“ 7 Velkou roli hraje jak velikost naboje, tak i polomér hydratovaného iontu,

kationty.
nebot ovliviiuji ionty v jejich afinité k ionexu. Pfi této vazbé je potreba také poditat s
plUsobenim van der Waalsovych sil a s existenci poldrnich interakci. DalSim aspektem je
vliv pH a iontova sila, které rovnéz ovliviuji sily vazeb. Chromatografii Ize s Uspéchem

provést u latek, které maji patrné rozdily v nébojl'ch.7'9

13
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2.5 PLANARNi CHROMATOGRAFIE

2.5.1 PAPiROVA CHROMATOGRAFIE

Papirovd chromatografie, kterd funguje na principu chromatografie rozdélovaci,
vyuziva papiru jako nosiCe stacionarni faze. V laboratorni praxi se pouzZiva papir
chromatograficky nebo také filtraéni.®2 Hydrofilni vlastnosti filtraéniho papiru napovidaji,
Ze voda navdazana na papiru je prave tou jiz zminénou stacionarni fazi, nasledkem ¢ehoz je
mozné separovat latky ve vodé rozpustné. PFfi separaci latek nerozpustnych nebo
omezené rozpustnych ve vodé je nutné pfistoupit k pfevraceni fazi. Toho se docili jediné
tak, Ze vlastnosti nosice, které jsou hydrofilni, se zméni na hydrofébni. Zménu je mozné
provést prostfednictvim acetylace papiru, kdy vznikld acetylcelulosa, ktera je hydrofobni
nebo impregnaci papiru polarnimi (napf. propylenglykol, formamid) nebo nepoldrnimi
rozpoustédly (parafinovy olej, petrolej). ”** Hlavni slozkou chromatografického papiru,
vyrobeného zlintersovych vldken, je celulosa. Pfed samotnym provedenim
chromatografie je dllezité si vS§imat vlastnosti papiru. Jak dlouho bude cely proces trvat a
jak kvalitni bude vysledek, zavisi na rychlosti pratoku pohyblivé faze, jejiz pomaly pritok
zpUsobi pomérné ostry tvar stop. Podstatnou roli hraje také kapacita a mechanicka
pevnost papiru. Provést chromatografii vétSiho mnozstvi smési je moziné diky papiru
o vétSim praméru. Jestlize papir obsahuje stopové necistoty, mohou se projevit jejich
rusivé vlivy béhem detekce nebo mohou smés latek navazovat na sebe. Cely proces déleni
se uskutecnuje na principu Nernstova rozdélovaciho zdkonu a je urcen distribucni
konstantou Kp. SloZzky smési, jejichz Kp je mensi nez 1 se pohybuji pomaleji nez slozky
sKp vétdi nez 1.°* B Konetnd identifikace latek ve smési se uskute¢fiuje pomoci

retarda¢niho faktoru R¢.’

Papirova chromatografie se ¢asto uskutecriuje jako chromatografie kruhovd, kdy
se chromatografovana latka nanasi v kruZnici kolem stfedu papirového ¢&tverce nebo
kruhu. Rozpoustédlo je privadéno knotem, ktery vede do stfedu papiru. Zajimavym
jevem, jehoz pri¢inou je difuze, je rozSifovani pruhld chromatografované latky smérem
k okraji papiru (viz obr. 2). Vyhodou kruhové chromatografie je lepsi separace latek nez

ve . , . , , vrsgs r1
pti klasickém linedrnim uspofadani.™*
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Obrazek 2: rozsirujici se pruhy latek smérem k okrajlim papiru
2.5.2 TENKOVRSTVA CHROMATOGRAFIE (TLC)

Na rozdil od papirové chromatografie protékd pohybliva faze tenkou vrstvou
stacionarni faze.® Tenkou vrstvu tvo¥i jemnozrnny sorbent (napt. silikagel nebo oxid
hlinity) naneseny na podloZce, kterou mlze byt naptiklad sklenénd destic¢ka, hlinikova

nebo plastov folie.® 1+ 13

Pti chromatografii kyselejsich latek je vyhodnéjsi poutzit silikagel
ne? oxid hlinity, ktery je lepsi pro zasadité smési.’> Ve vét$iné p¥ipadd se tenkovrstva
chromatografie uskutecnuje jako chromatografie adsorpcni, béhem niz je sorbent,
predstavujici stacionarni fazi, na podloZce volné nasypany nebo jiz fixovany pomoci pojiva
(Skrob nebo sadra). Pojivo ma vliv jak na samotny separacni proces, tak i na naslednou
detekci. | presto se fixované vrstvy hlavné diky snadnéjsi manipulaci tési ¢astéjsimu vyuziti
nez vrstvy sypané. Lité vrstvy je mozné vyrobit i v béZnych laboratornich podminkach tak,
Ze se rozmicha silikagel s vodou, ¢imz se ziskd suspenze, kterd je ndsledné nalita na
sklenénou desku vyskladanou podloZznimi sklicky. Suspenzi je nutné za pomoci upravené
sklenéné tycinky rovnomérné rozprostfit po celé plose desky. DalSim krokem je schnuti.
Hlinikové a plastové félie s fixovanymi vrstvami je mozné zakoupit, ptikladem je Silufol
(vrstva silikagelu na hlinikové félii) hojné vyuzivany v experimentalni ¢asti prace. Sypané
vrstvy, jejichz nevyhodou oproti fixovanym vrstvam je horsi manipulace a také separace
latek, se pripravuji rozprostfenim sorbentu po podloZce. Vyhodou sypanych vrstev je
jejich vyuziti pfi planovani déleni latek kolonovou chromatografii. Je moiné, aby
staciondrni faze byla zakotvena pfimo na nosiéi, potom vSak jde o chromatografii
rozdélovaci. S materidlem se specifickymi vlastnostmi lze téZ dosahnout sitového efektu

nebo mechanismu, ktery je zaloZzen na vyméné iont(.

Tenkovrstvou chromatografii Ize rozdélit na dva typy podle provedeni a to na

chromatografii analytickou a preparativni. Preparativni tenkovrstva chromatografie, kterd
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muZe probéhnout na vrstvach dosahujicich maximalni vysky 3 mm, se vyuZiva pfi
separacich velkych mnoiZstvi latek. Analytickd tenkovrstvd chromatografie, jejiz vyhodou
je bezesporu mald velikost potfebného zatizeni, je realizovana pfi mensSich mnozstvi

latek.®

Pouziti TLC se doporucuje v pfipadech jako je posuzovani Cistoty urcité latky,
ovérovani spravného pribéhu reakce, popfipadé ovéreni spravného vybéru rozpoustédla
pro preparativni TLC nebo sloupcovou chromatografii.®

Vzorek se nandsi na start v blizkosti dolniho okraje desticky pomoci tenké

811vzhledem k tomu, Ze nanaseny vzorek nesmi byt pfili§ koncentrovany, je ¢asto

kapilary.
potfeba jej zfedit vhodnym rozpoustédlem. P¥ilis koncentrovany vzorek je pfic¢inou Spatné
separace latek (viz obr. 88)." Kapildry na naneseni vzorku lze zhotovit vytahnutim
sklenéné trubicky. Sklenénd trubicka se nahtivd nad plamenem kahanu do té doby nez
sklo zmékne a poté se vytahne do kapildry o pozadovaném praméru (viz obr. 3, 4).1°

Nutno podotknout, Ze k vytahovani kapildr je potreba jista davka praxe.

AN
T

Obrazek 3: nahrivani sklenéné trubi¢ky nad kahanem (ptevzato z literatury¢)

Obrazek 4: vytahnuti kapilary (prevzato z literatury'6)

Jakmile se odpafi rozpoustédlo z naneseného vzorku, tak se chromatograficka
desticka ponofi v témér vertikalni poloze (v pripadé fixovanych vrstev) nebo v Sikmé
poloze (v pripadé sypanych vrstev) do rozpoustédla nebo smési rozpoustédel, které
predstavuji mobilni fazi. Chromatografie se realizuje v zakryté chromatografické komore
(viz obr. 5). Zakryté proto, aby chromatografie probihala v atmosfére naplnéné parami

rozpoustédla, a nedoslo tak k deformacim skvrn.®™

Béhem vzlinani, které se uskutecnuje
diky kapilarnimu efektu, se jednotlivé slozky déli na zdkladé Rr. Po chromatografické

desticce urazi slozky smési rlizné vzddlenosti, coZz mda za nasledek déleni latky na jeji
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jednotlivé slozky. Pohyb latky po chromatografické desticce zavisi na absorpéni kapacité
pevné faze jak pro rozpoustédlo, tak i pro rozpusténou latku. Je dullezité vzit v potaz
rozpustnost smési latek v rozpoustédlu.™ Proces se ukonuje vyjmutim desti¢ky z komory.
Desti¢ka musi byt vyjmuta jesté pred tim, neZ ¢elo rozpoustédla dosahne okraje desticky.

Poté se pfristupuje kdalSimu kroku a tim je detekce nebo rovnou vyhodnoceni

chromatogramu.8

Obrazek : vyvijeni latek na fixované vrstvé adsorbentu v chromatografické komote

Jestlize je provedena chromatografie s bezbarvymi latkami, je potfeba provést
detekci, aby samotné vyhodnoceni bylo mozné.? Detekce probiha post¥ikdnim desticky
roztokem, se kterym chromatografovana latka tvori barevné sloudeniny. V pfipadé, Ze
chromatografovanymi latkami jsou barviva, lze tento krok preskodit, nebot se rovnou
oddéli barevné slozky smési.!! Dal$i moznosti detekce je pomoci UV svétla. Tato moznost
vyuziva pritomnosti fluorescenéniho indikatoru v adsorbentu. Po ozareni desti¢ky
UV svétlem ztmavnou stopy, které absorbuji v UV oblasti. Vzhledem ke svétlému pozadi je
mozné nasledné vyhodnoceni chromatogramu. Jestlize se nejedna o latky absorbujici
zareni v UV oblasti, pak je nutné chromatogram postfikat roztokem morinu a po vysuseni
provést vyhodnoceni ozarenim chromatogramu UV lampou. Jako detekce se da
v nékterych pripadech pouzit i postfik kyselinou sirovou a ndsledné vypaleni na vafici, kdy
dojde ke ztmavnuti stop. Tato varianta je mozna, pokud je chromatografickd desti¢ka
tvorena vrstvou oxidu hlinitého nebo silikagelu. Velmi podstatnou roli zde hraje také
pojivo. Skrob jako pojivo neni vhodny, protoie by bé&hem vypalovéni na vafi¢i doslo

ke ztmavnuti po celé ploge destitky. Tomuto jevu nepodléha napfiklad sadra.®

Pfi vyhodnoceni chromatogramu se identifikuji slozky smési, které se déli na

zakladé svého Re. Hodnota Re se vypocita podle rovnice:
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vzdalenost start—stied skvrny

R|:=

a Sy
- = viz obr. 6). Z rovnice vyplyva, Ze hodnota R
b  vzdalenost start—cCelo rozpoustédla ( 6) 0 ce vyplyva, ze hodno F S€

pohybuje v rozmezi od nuly do jedné. Cim je hodnota Rr blize nule, tim bliZe startu se
skvrna nachazi a naopak. Pokud se hodnota Rr vyndsobi stem, jednda se pak o hodnotu
hR:. Jestlize neni mozné zjistit pfesné stfed skvrny a je nutné pfistoupit k méreni jejich
okraji, je potfeba tuto skuteénost zaznamenat do protokolu.”®* Castym postupem pfi
identifikaci je vyvijeni smési latek a standardu naneseného na chromatografické desticce

vedle smési. Nasleduje porovnani R latek.™

elo rozpoustédla

start

Obrazek 6: vizualizace vypoctu Rg!2, (x = stopa latky)
2.5.2.1 Vybér vhodné mobilni faze pro TLC

V prabéhu chromatografie urazi slozky latek rlznou vzdalenost. Tato skutecnost
zavisi nejen na polarité dané latky, ale také na polarité mobilni faze, kterou predstavuje
rozpoustédlo anebo smés rozpoustédel. Pfi pouZiti polarnéjsich rozpoustédel se slozky
smési pohybuji rychleji smérem dopredu a urazené vzdalenosti jsou tim padem vétsi.
Dalsim duUlezity aspektem je rozpustnost latky v pouZzitém rozpou§téd|u.15 V pribéhu
chromatografického déleni dochazi ke styku adsorbentu a rozpoustédla, které adsorbent
také adsorbuje, pricemz rozpoustédla o vysoké polarité jsou adsorbovana pevnéji. Slozky
smési, kterou mame v umyslu délit, by nemély byt adsorbovany pfilis moc ani malo, plati
zde pravidlo zlaté stfedni cesty.17 Pfi vybéru rozpoustédel je mozné se fidit doporucéenimi
v literatufe anebo jej lze volit na zakladé vlastnich zkuSenosti pfi praci v laboratofi.®*
Kazda smés latek je unikatni a z toho divodu je také unikatni vybér rozpoustédel. Tento

vybér neni viibec snadny a ¢asto probiha na zakladé metody pokus —omyl."

Bezmyslenkovitému zkouseni rozpoustédel Ize predejit diky tzv. eluotropické rfadé,
ve které jsou rozpoustédla sefazena na zakladé klesajici relativni permitivity. Na zac¢atku
fady se nachazi rozpoustédla, ktera maji velkou polaritu a lépe se v nich rozpousti

polarnéjsi latky. Zatimco na konci fady se vyskytuji rozpoustédla nepoldrni, ktera jsou
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vyuZivana pfi chromatografii nepolarnich latek.? V této praci je uvedena eluotropickd fada

sestavend Trappem:’

Voda

Methanol

Ethanol

Propanol Klesajici polarita

Ethylacetat

klesajici relativni permitivita

Ethylether

Chloroform

Methylenchlorid

Benzen

Toluen

Trichlorethylen

Chlorid uhlicity

Cyklohexan

Hexan

Nutno podotknout, Ze na zac¢atku rady stoji velmi dobré eluenty, k nimZ se vSak také radi
kyselina octova nebo pyridin. Pro béZnou potfebu se wuZivd i tzv. zkracenych

eluotropickych fad:*’

ethanol

ethylether

benzen

petrolether

Pfestoze jsou rozpoustédla v eluotropické radé sestupné sefazena, porad mezi
nimi existuji rozdily. Davod, pro¢ se casto voli pouziti smési rozpoustédel namisto
jednoho, je pravé snaha tyto rozdily zmensit.”” B&hem michani smési je dobré mit na
pameéti, Ze vétsi vliv na vlastnosti pohyblivé faze ma vloZeni polarnéjsiho rozpoustédla do
smési nez naopak.9 Pokud vsak slozky smési maji minimalni rozdily v Rg, pak pfidavani
polarnéjsich rozpoustédel bude spise na ukor kvality vysledk(i chromatografie. Tento
problém se fesSi tzv. vicenasobnou eluci, kdy se nechd chromatograficka desticka
s nanesenymi vzorky vyvijet a po uschnuti se vyvijeni i nékolikrdt opakuje (viz

kap. 3.6.3)."

2.5.2.2 Dvojrozmérna TLC

Dvojrozmérna neboli dvoudimenzionalni chromatografie je typickd tim, Ze se
nejprve nechd vyvijet chromatografickd deska v urlitém rozpoustédle nebo smési

rozpoustédel a po usuSeni se pretoend o 90° nechd vyvijet vjiném systému
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rozpoustédel.”™ Tato metoda se pouZiva tehdy, jestlize v jednom sméru vytvorena stopa
obsahuje vice slozek, které viak v jiné soustavé rozpoustédel vykazuiji odlisné hodnoty Re.’
Pouziti takového usporadani je typické pro déleni peptidd nebo aminokyselin (viz
kap. 3.6.2). Dvojrozmérnd chromatografie se nemusi tykat pouze TLC, béinad je i

u chromatografie papirové.**

2.6 SLOUPCOVA CHROMATOGRAFIE

Fazi stacionarni tvofi latka, kterd je vloZena do kovové ¢i sklenéné trubice. Na
vznikly sloupec je nanesen vzorek, ktery se déli vlivem pritoku mobilni faze, jez zplsobi
pohyb jednotlivych sloZzek smési. Napli kolony je zavisla na sloZzeni chromatografované
smési, prikladem muiZe byt silikagel nebo oxid hlinity. Naplnit kolonu lze béiné
v laboratofi nebo je téz moiné ji zakoupit, coz je béiné vyuzivdno zejména pro
vysokotlakou chromatografii (HPLC), nebot kvalitni separace latek je zavisla na spravné
technice naplnéni.” V souvislosti se sloupcovou chromatografii je dileZité objasnéni
nékolika pojmU jako je elucni objem, elucni ¢as, skute¢ny eluéni objem a mrtvy objem.
Eluéni objem Vi nebo také elu¢ni ¢as tg se rovna celkovému objemu pohyblivé faze, kterd
protece sloupcem v ¢asovém rozmezi od naneseni vzorku po skonceni chromatografie.
Eluéni objem je dan souctem skute¢ného eluéniho objemu a mrtvého objemu:
Vr = VR + V. Mrtvy objem je mozné urcit experimentalné a to tak, Ze se na sloupec
nanese inertni latka, ktera ni¢im nezadrZovana prochazi sloupcem. lJeji vysledny eluéni
objem odpovidd mrtvému objemu. Z rovnice vyplyva, Ze skutecny elu¢ni objem se ziska

rozdilem elu¢niho a mrtvého objemu.9

Vtéto praci je uvedena chromatografie na kiidé jako typ sloupcové

chromatografie (viz kap. 3.1.1 a kap. 3.5.3).

2.7 PLYNOVA CHROMATOGRAFIE

| kdyZ se s plynovou chromatografii béhem vyuky na zakladnich a stfednich Skolach
setkdme minimdlné, jednd se o chromatografickou metodu se Sirokym uplatnénim
v analytické chemii, proto je dobré jeji podstatu znat. Pouzivd se napriklad
v potravinarstvi, petrochemickém pridmyslu ale i kanalyzdm voblasti Zivotniho

v £ 12
prostredi.
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Plynova chromatografie se lisi od kapalné predevsim mobilni fazi, kterou je
v tomto pfipadé nosny plyn (Zarovkovy dusik, argon, helium nebo elektrolyticky vodik).
Chromatografie se odehrava v castéjSim systému plyn — kapalina nebo v méné castém
plyn — pevna latka. Adsorbentem muze byt napftiklad aktivni uhli, silikagel, grafitické saze
nebo alumina. Nejcastéjsi pouziti plynové chromatografie je v kombinaci s dalSimi
analytickymi metodami, jako je infraervena spektroskopie nebo hmotnostni
spektrometrie. Tato metoda nachdzi vyuziti nejen v separaci latek, ale také v méreni
raznych velicin napfiklad bodu varu, aktivnich koeficientd nebo tlaku par. Velkou vyhodou
inertniho plynu je jeho mala viskozita a dobra stlacitelnost. Je to pravé stlacitelnost, kterd
plynovou chromatografii odli$uje od kapalinové, nebot pratok mobilni faze je rozdilny.*?
Rychlost prutoku je pfi¢inou rychlosti pohybu sloZzek smési kolonou, kde dochazi
k separaci latek.'®** Materidlem na vyrobu kolon pro chromatografii je sklo nebo
pouzivanéjsi nerezova ocel. Treti moznosti je teflon, jestlize predchozi dvé moZnosti

nejsou pro chromatografii vyhovuijici.*°
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 CHROMATOGRAFIE FIXU

3.1.1 CHROMATOGRAFIE NA KRIiDE
Jednd se o modifikaci sloupcové chromatografie, kde chromatograficky sloupec
tvori Skolni kfida (CaCOs3) a postup mobilni faze je tvorfen vzlinanim podobné jako

u chromatografie tenkovrstvé.
Chemikalie: ethanol

Pomucky: krida, kadinky, fixy (hnéda, ¢erna, modra, zelend — Koh-I-Noor Hardtmuth),

pravitko
Pfedpokladand doba trvani: 10 minut

Nejprve jsem namalovala na bilou kfidu pruh hnédou fixou 2 cm od okraje kridy.
Poté jsem do kadinky o objemu 100 ml nalila ethanol tak, aby jeho hladina byla ve vysce
1,5 cm ode dna. Kfidu jsem postavila do kadinky s ethanolem a nechala jsem vzlinat
rozpoustédlo po kridé. Pozorovala jsem, jak se rozklddd hnéda barva na jednotlivé barvy,

které jsou v ni obsazeny (viz obr. 7).*8

Obrazek 7: déleni barev v hnédém fixu (Koh-I-Noor Hardtmuth)

Dale jsem si vzala jinou kfidu a namalovala jsem na ni pruhy: z jedné strany ¢ernou
fixou (viz obr. 8), z druhé strany hnédou fixou, ze tfeti strany modrou fixou (viz obr. 9) a ze
Ctvrté strany zelenou fixou (viz obr. 10). Dale jsem pokracovala stejnym zplsobem jako

v pfedchozim pokusu.®
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Obrazek 10: déleni barev v zeleném fixu (Koh-I-Noor Hardtmuth)

Vzniklé barvy po rozdéleni barevnych fixi s pouzitim ethanolu byly nasledujici:
hnédy fix - oranzova, rlizova, fialova a modra barva; Cerny fix - rGzov4, fialovd a modra
barva; modry fix - modra a rGzovad barva; zeleny fix — zelenda a modra barva (viz

obr. €. 7 az 10).
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V dalSim experimentu jsem vymeénila barevné fixy za Cerné a porovnala jsem fixy
od dvou rlznych vyrobcld — Centropen a Koh-I-Noor Hardtmuth. Opét jsem fixami

namalovala pruhy, kazdy z jedné strany kridy. Pozorovala jsem vzlinani ethanolu po kfidé

a déleni barev.

Obrazek 12: déleni barev v ¢erném fixu (Koh-I-Noor Hardtmuth)

Cerny fix (Centropen) se rozdélil na tmavé modrou, Zlutou a svétle modrou (viz
obr. 11). Druhy cerny fix (Koh-I-Noor Hardtmuth) se rozdélil na rGzovou, fialovou a
modrou (viz obr. 12). Timto pokusem jsem tedy dokdzala, Ze ackoliv se jedna o dvé cerné
fixy, tak jejich slozeni neni stejné.

3.1.1.1 Porovnani vysledkii déleni za pouziti riznych rozpoustédel: voda,
methanol, ethanol, aceton

Chemikalie: voda, methanol, ethanol, aceton

| vtomto pripadé je postup shodny jako v predchozich pripadech (viz kap. 3.1.1),
co se vSak méni, jsou pouzitd rozpoustédla. Nejprve jsem poutZila jako rozpoustédlo vodu.
Porovnavala jsem déleni dvou ¢ernych fixd od rliznych vyrobcd, opét znacky Centropen a

Koh-I-Noor Hardtmuth.®
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Po poufZiti vody jsem pokracovala dalsimi rozpoustédly. Jako predlohu jsem si vzala

eluotropni fadu, proto jsem pokratovala methanolem, ethanolem a poté a7 acetonem. *°

i |

Obrazek 14: Cerny fix Koh-I-Noor Hardmuth (pouzita rozpoustédla zleva: voda, methanol, ethanol,
aceton)

Pti zdvérecném porovnani déleni barev za pouZiti riznych rozpoustédel doporucuji
pouzivat ethanol. Pokud neni mozné pouzit ethanol, Ize pouzit vodu, ale vysledné barvy
nebudou tak zfetelné. | presto se vSak domnivam, Ze jako dikaz déleni barev ¢erného fixu

je voda dostacujicim vyvijecim ¢inidlem.

Pouziti methanolu pro tento pokus nedoporucuji. NejenZze jeho pouzZiti je na
Skolach z hlediska legislativy problematické, ale také barvy nejsou tak zfetelné jako
v pfipadé pouziti ethanolu. Proto mi pfipadd pomérné zbyteéné pouzivat problematicky
methanol, pokud je ethanol k dispozici. PouZiti vidim jako pfinosné v pfipadé, Ze bych
chtéla zakim ukazat vysledky déleni za poufZiti rGznych rozpoustédel. Potom vsak pokus

s methanolem je nutné provést jako pokus demonstracni.
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Aceton pro tento experiment neni vhodny, protoZe latky zUstdvaji pti déleni
prakticky na startu. Z toho vyplyva, Ze je potfeba pouZit polarnéjsi rozpoustédlo jako je

napriklad mnou jiz doporu€ovany ethanol.

3.1.2 PAPIROVA CHROMATOGRAFIE

Chemikalie: ethanol, aceton

Pomlcky: chromatografickd komora, 2 filtracni papiry (3,9 x 8,5 cm), kancelarské sponky,

2 rizné Cerné fixy (Centropen a Koh-I-Noor Hardtmuth), pravitko, nizky
Predpokladana doba trvani: 10 - 15 minut

Na prvni filtraéni papir jsem namalovala dvéma rlznymi ¢ernymi fixami tecky, asi
2 cm od okraje papiru. Na druhy filtracni papir jsem tento postup zopakovala, ale tento
papir jsem srolovala do rulicky a zajistila na obou koncich kancelarskymi sponkami.
Do chromatografické komory jsem nalila ethanol do vySky 1,5 cm a vloZila jsem do ni
papir, uzavrela jsem komoru a nechala jsem rozpoustédlo vzlinat (viz obr. 15). Kdyz celo
rozpoustédla dosahlo vysky asi 1 cm od horniho okraje, prouzek filtracniho papiru jsem

vyjmula. U obou filtraénich papir(i jsem proved|a stejny postup.?

Obrazek 15: vyvijeni v chromatografické komoie

Obrazek 16: zleva: ¢erny fix Centropen, ¢erny fix Koh-I-Noor Hardtmuth

26



EXPERIMENTALN{ CAST

"

Obrazek 17: zleva: ¢erny fix Koh-I-Noor Hardtmuth, ¢erny fix Centropen; filtra¢ni papir byl pti vyvijeni
srolovany do rulicky

Kdyz jsem provedla chromatografii na kiidé s pouZitim acetonu (viz kap. 3.1.1.1),
tak latky zUstaly na startu. Proto, kdyZ jsem provadéla chromatografii na filtraénim papiru,
rozhodla jsem se, Ze vedle ethanolu (viz obr. 16, 17) pouZiji také aceton (viz obr. 18).
Vysledky chromatografie totiz zavisi nejen na volbé rozpoustédla, ale také na volbé

stacionarni faze.

Obrazek 18: pouziti acetonu jako rozpoustédla (zleva: cerny fix Centropen, ¢erny fix Koh-I-Noor
Hardtmuth)

Pfi pozorovani bylo zjisténo, Ze vyvijeni probihalo rychleji na filtraénim papire,
ktery byl predtim srolovan do rulicky (viz obr. 17). Tvar stopy byl také jiny, proto i timto
pokusem si mohou Zaci vyzkouset, jak se bude tvar stopy ménit v zavislosti na usporadani
filtraniho papiru. Vyhodou je, Ze vysledny chromatogram si mohou Zaci nalepit do sesitu,

barvy i po nékolika tydnech zlistanou stejné.

PFi tomto pokusu jsem sice vyuZila moZnosti vyvijeni v chromatografické komore,
ale postaci i jina nadoba, kterou je mozné prikryt sklickem nebo jinym vikem. Dulezité je,
aby otvor byl zakryt.

Ackoliv v navodu je doporucovéno jako rozpoustédlo pouzit vodu, methanol nebo
aceton?®, doporucuji jednoznacné ethanol, i kdyZz v navodu uveden neni. Jak je patrné jiz

na obrazku (viz obr. 18), pfi pouZziti acetonu latky zGstaly na startu. Dobré zkusSenosti

s ethanolem jsem jiz méla u chromatografie na kridé (viz kap. 3.1.1), proto jsem tuto
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zkuSenost aplikovala i pti poutZiti filtracniho papiru. Upozoriuji na to, Ze rozpoustédlo je
nutné vybirat také v zavislosti na vyrobci fixu. Pak je moiné, Ze pfi jiném zastoupeni

barevnych slozek maze byt vhodnym rozpoustédlem i aceton.

3.1.3 CHROMATOGRAFIE NA SILUFOLU
Chromatografie na silufolu je nejcastéji popisovany zplsob tenkovrstvé

chromatografie.
Chemikalie: ethanol

Pomlcky: chromatografickd komora, silufol (7,6 x 3 cm), 2 rlizné Cerné fixy (Centropen a

Koh-I-Noor Hardtmuth), pravitko, ntzky
Pfedpoklddand doba trvani: 10 - 15 minut

Postup vtomto pokusu je obdobny jako postup pfi chromatografii na filtracnim
papiru (viz kap. 3.1.2). Na desti¢ku silufolu jsem namalovala dvéma rlznymi cernymi
fixami tecky, asi 1 cm od kraje destic¢ky. Desticku silufolu jsem vlozila do chromatografické
komory s ethanolem, komoru jsem uzaviela a rozpoustédlo jsem nechala vzlinat (viz

obr. 19). Pozorovala jsem, jak se erné fixy rozkladaji na jednotlivé barvy (viz obr. 20).%°

Obrazek 19: vyvijeni v chromatografické komote

Obrazek 20: zleva: Cerny fix Centropen, ¢erny fix Koh-I-Noor Hardtmuth
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Nezdvisle na pokusu z ucebnice, kterym jsem se plvodné inspirovalazo, jsem se
rozhodla k pouziti ethanolu, snimZ jsem jiz méla dobré zkuSenosti. V porovnani
s filtraénim papirem (viz kap. 3.1.2) nebo skfidou (viz kap. 3.1.1) byla provedena
chromatografie vidét nejlépe pravé na silufolu. Prouzek silufolu si mohou studenti nalepit

do sesitu. Vysledek chromatografie je dobfe vidét i po nékolika tydnech.

3.1.4 CHROMATOGRAFIE NA KRUHOVEM FILTRACNIM PAPIRU

Chemikalie: ethanol

Pomlcky: Petriho miska, fixy (hnéda, ¢ernd, modrd, zelend — Koh-I-Noor Hardtmuth),

pravitko, nlizky, kruhovy filtraéni papir (r = 4,5 cm), nlizky, tuzka, kruzitko
Pfedpoklddand doba trvani: 10 - 15 minut

Ve stredu kruhového filtraéniho papiru jsem vystfihla dirku tak velkou, abych
mohla protahnout dirkou do rulicky sto¢eny a zmacknuty filtra¢ni papir, ktery mi poslouzil
jako knot. Nasla jsem si takovy kruhovy filtracni papir, ktery byl vétsi nez Petriho miska.
Asi 1,5 cm od dirky jsem nakreslila tuzkou kruznici, na kruznici jsem namalovala fixami
tecky (viz obr. 21) popfripadé ¢arky (viz obr. 22), kdy kazda barva zaujimala asi % kruznice.
Ethanol jsem nalila do Petriho misky do wvysky 0,5 cm. Kruhovy filtra¢ni papir
s provle¢enym knotem jsem polozila na Petriho misku. Je nutné, aby knot byl ponofen do
rozpoustédla, protoZe rozpoustédlo vzlind pravé po knotu. KdyZz rozpoustédlo dosahlo

obvodu Petriho misky, papir jsem vyjmula a dala usugit.*

Obrazek 21: fixy jsou nandSeny v bodech
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Obrazek 22 fixy nanesené ve formeé Car
ProtoZe jsem pracovala s filtracnim papirem, jako tomu jiz bylo (viz kap. 3.1.2) a
osvédcil se mi ethanol jako rozpoustédlo, provedla jsem pokus pravé s nim, ackoliv

v ndvodu byla uvedena jak vyvijeci ¢inidlo voda. *°

KruZnici okolo stfedu jsem sice udélala tuzkou, ovsem v idealnim pripadé by bylo
lepsi kruzitko, vysledny kruh by byl zajisté presnéjsi. Fixou je lepsi spiSe délat ¢arky nez
pouze body, vysledek je efektnéjsi a pfipomina duhu, proto se zde nabizi moZnost

mezipfedmétového vztahu. Chromatogram lze dale pouzit napfiklad ve vytvarné vychové.

3.1.5 CHROMATOGRAFIE NA PRUHU BAVLNENE LATKY

Pfredpoklddand doba trvani: 10 — 15 minut

Pfi déleni barviv, které jsou obsazeny ve fixach, neni nutné se orientovat pouze na
béZné chromatografické materidly. Chromatografii je mozné provést také na pruhu
bavinéné bilé latky. K provedeni pokusu jsem pouzila pruh bilé latky, kadinku a jako
rozpoustédlo ethanol a vodu. Upozornuji vSak na to, Ze je potieba latku vhodné uchytit,

aby nespadla do rozpoustédla.

Obrazek 23: zeleny fix (Koh-I-Noor Hardtmuth) - rozpoustédlo: ethanol
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Obrazek 24: Cerny fix (Koh-I-Noor Hardtmuth) - rozpoustédlo: ethanol

Obrazek 25: hnédy fix (Koh-I-Noor Hardtmuth) - rozpoustédlo: ethanol

Obrazek 26: Cerny fix (Koh-I-Noor Hardtmuth) - rozpoustédlo: voda

Z vyzkousSenych rozpoustédel doporucuji ethanol (viz obr. 23, 24, 25), barvy jsou
daleko zretelnéjsi a lze uvazovat i o dalsim pouzitim vysledného chromatogramu
naptiklad v hodinach vytvarné vychovy. Ovsem i pfi pouziti vody (viz obr. 26) k déleni
doslo, proto i toto rozpoustédlo je mozné doporucit, zvlasté v pripadé mladsich zak(, kde

je zadouci se vyhnout pouZziti ethanolu.

Domnivam se, Ze pro zaky bude zajimava propojenost s praxi. Je totiz patrné, co se
stane, pokud si Zak omylem pomaluje obleceni fixem a pak se jej snazi odstranit vodou.

Vysledkem je vytvoreni riznobarevné mapy.

31



EXPERIMENTALNI CAST

3.1.6 CHROMATOGRAFIE NA KAVOVYCH FILTRECH SPOJENA S VYROBOU MOTYLU
Pomucky: kadinky (popt. sklenicky nebo kelimky), fixy (hnéda, ¢ernd, modra, zelena —

Koh-I-Noor Hardtmuth), ntzky, bilé kavové filtry, plySové dratky, provazek
Pfedpokldadand doba trvani: 20 minut (nutné poditat se susenim)

Nejdfive jsem si vzala bily kavovy filtr, jehoZ rohy jsem nlzkami zastrihla dokulata,
aby motyl mél ve vysledku kulatd kridla. Filtr jsem dale rozstfihla i podélné z obou stran,
aby bylo moiné jej rozloZit a doprostfed nakreslit kruh fixou jedné barvy. Po nakresleni
podélné napul. Takto jsem jej vloZila do skleni¢ky svodou, aby nebyla kruznice
namalovana fixou ponotena ve vodé. Nechala jsem vzlinat rozpoustédlo, poté jsem filtr

vyjmula a nechala jsem jej usugit.?

Druhou fazi ukolu bylo vytvoreni motyla. Ususeny filtr jsem rozloZila a ve stfedu
jsem jej zmackla a zafixovala plySovym dratkem, ktery jsem vytvarovala do tvaru tykadel.

Motylka jsem ve stfedu zavésila na provazek.”* Cely postup prace je patrny z obrazkd (viz

obr. 27 az 31).

Obrazek 27: modry fix

Obrazek 28: zeleny fix
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Obrazek 29: Cerny fix

Obrazek 30: hnédy fix

Obrazek 31: motyli zavéseni na provazcich

Za velkou vyhodu povaZzuji skutec¢nost, zZe tento pokus lze vyuZzit i v pfipadé, Ze Zaci
nemaji chemii. Napfiklad jej Ize implementovat do hodin vytvarné vychovy uz na prvnim
stupni zakladni $koly. Zaci tak hravou formou poznavaji rozdélovéni latek jiz v tak nizkém
véku. K tomuto pokusu neni zapotfebi ani laboratore, Ize jej s Uspéchem provést i doma,
tudiz tento pokus nemusi byt inspiraci pouze pro ucitele, ale také pro rodi¢e. Pokud jsou
déti malé a nechceme pouzit sklo, Ize skleni¢ku vyménit za plastovy kelimek a vyvijeni

muzZe probéhnout i v ném.

Organizaci je mozné pfizpusobit ¢asovym podminkdm, které jsou k dispozici. To
znamena, Ze Zaci mohou bud' vyrabét nékolik motylkd kazdy samostatné anebo kazdy Zak
muzZe vyrobit jednoho motylka jinou fixou. Po skonceni ukolu je mozné motylky povésit

na nasténku, barvy zlstanou stejné po dlouhou dobu.
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3.2 CHROMATOGRAFIE INKOUSTU DO PLNICICH PER
Chemikalie: destilovand voda, ethanol, inkousty do plnicich per (modrd, ¢ervena a zelena

barva - Koh-i-noor Hardtmuth)

Pomlcky: kapilary, chromatografickd komora, silufol, filtraéni papir, nlzky, pipety,

pipetovaci balének
Pfedpokladand doba trvani: 20 minut

V tohoto pokusu jsem se inspirovala minulosti, konkrétné dobou, kdy se
chromatografickd analyza inkoustd vyuzivala v kriminalistice. Tuto metodu popsal poprvé
v roce 1951 Dr. Souder na konferenci International Association for Identification. Metoda
byla zaloZzena na skute¢nosti, Ze jeden inkoust je slozen z vice barviv. Proto jsem nejdfive
udélala chromatografii modrého inkoustu, krozloZeni na jednotlivd barviva ovSem

nedoglo, tudiz jsem pokus modifikovala.??

Pomoci kapildr jsem nanesla jednotlivé barvy inkoustd (modrd, ¢ervend a zelena
barva) a jejich smés v poméru 1 : 1 : 1 na start desticky silufolu a také na pruh filtra¢niho
papiru. Desticku jsem nechala vyvijet v chromatografické komore. Jako vyvijeci Cinidlo

jsem pouZila destilovanou vodu (viz obr. 32, 33). %

Obrazek 32: vysledny chromatogram - silufol (zleva: modra, cervend a zelena barva, smés barev)
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Obrazek 33: vysledny chromatogram - filtracni papir (zleva: ¢ervend, zelena a modra barva, smés
barev)

Na vysledném chromatogramu, zejména pfi pouziti silufolu (viz obr. 32), je patrné,
Ze ve smési lze s urcitosti identifikovat modrou a ¢ervenou barvu, zelenou nikoliv. Z toho
dlivodu jsem se rozhodla zménit rozpoustédlo, pfi jehoz vybéru jsem se fidila eluotropni
fadou. Zadmérné jsem nepouzila vradé nasledujici methanol vzhledem k jeho
problemati¢nosti pouziti na Skoldch. Jako vyvijeci Cinidlo jsem tedy zvolila ethanol (viz

obr. 34).

Obrazek 34: vysledny chromatogram - silufol (zleva: modr4, zelena a cervenda barva, smés barev)

PFi poutZiti ethanolu jsem pozorovala, Ze ve smési |ze dobfe identifikovat modrou a
zelenou barvu, ovsem &ervenou nikoliv. Vzhledem k této skuteénosti navrhuji pracovat se
smési dvou barev misto tfi a volit mezi pouzitim destilované vody a ethanolu vzhledem
k pritomnym barvam. Jestlize chceme oddélit smés barvy modré a cervené (viz obr. 36)
nebo smés zelené a Cervené barvy (viz obr. 35), postaci destilovand voda. V pfipadé smési

barev zelené a modré (viz obr. 37), bude nutné pouzit ethanol.
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Obrazek 35: vysledny chromatogram - silufol (zleva: cervena a zelena barva, smés barev),
rozpoustédlo: destilovana voda

Obrazek 36: vysledny chromatogram - silufol (zleva: modra a ¢ervena barva, smés barev),
rozpoustédlo: destilovana voda

Obrazek 37: vysledny chromatogram - silufol (zleva: zelena a modra barva, smés barev),
rozpoustédlo: ethanol

Diky ¢asové nenarocnosti a jednoduché proveditelnosti tento pokus doporucu;ji
zaradit do béznych laboratornich cvi¢eni ve Skolach. Vzhledem k tomu, Ze nejde pouhym
okem rozeznat, jaké barvy jsou ve smési inkoustu, nabada toto cviceni zaky k tomu, aby
zjistili, které barvy jsou pritomny. Je mozné dat zakiim k dispozici destilovanou vodu a
ethanol, budou mit tak moznost v praxi poznat, které rozpoustédlo je vice vhodné a
nasledné v laboratornim protokolu jedno doporudit a doporuceni zdlvodnit. Nabizi se
zaky rozdélit do dvojic popripadé mensich skupinek a skupinkdm dat rGzné smeési
inkoustll, aby tak vSichni Zaci neméli stejnou smés a neméli moznost nechat se zldkat
k opsani reseni od spoluzakud. Ucitel ma tim padem moznost kontroly, zda vSichni poctivé
pracovali. Prace ve dvojicich nebo skupinkach je pfinosnd i pro zaky z hlediska utuzovani

vztahl, nutnosti spoluprace a rozdéleni si  udkold. Vzhledem ktomu, Ze

pfi nanaseni vzork( je nutné pracovat s kapildrami, je potfeba zakim praci s nimi
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predvést, nebot tato manipulace nemusi byt ze zacatku snadnd. Za velkou vyhodu
povaZzuji, Ze si zaci mohou vysledné chromatogramy nalepit rovnou do sesitu, jelikoZ barvy

neblednou.

Pro tento pokus doporucuji silufol, pokud je k dispozici, barvy jsou na ném

vyraznéjsi. Na filtracnim papite jsou vysledné barvy bledsi, ale je rovnéz vyuzitelny.

3.3 CHROMATOGRAFIE SMESI INDIKATORU
Chemikalie: ethanol; methanol; 0,1 molarni roztok hydroxidu sodného (NaOH);
methyloranz, thymolftalein, methylcerven, thymolova modf, fluorescein, univerzalni

indikator Ciita — Kdmen, amoniak, kyselina chlorovodikova (HCl)

Pomdcky: silufol (desticky 2,7 x 7,6 cm), kapilary, pipety (1 ml, 2 ml), Petriho misky,

kadinky, odmérné valce, analytické vahy, pipetovaci balének
Pfedpokldadand doba trvani: 25 minut (na 1 experiment)

3.3.1 IDENTIFIKACE METHYLORANZE A THYMOLFTALEINU V JEJICH SMESI
Pro vétsi nazornost jsem nejprve provedla chromatografii smési dvou barviv a to

methyloranze a thymolftaleinu.23

Navazila jsem si na analytickych vahach 10 mg methyloranze a 10 mg
thymolftaleinu. Kazdé barvivo jsem rozpustila v 10 ml ethanolu. Poté jsem vytvofila smés
obou barviv tak, Ze jsem smichala 0,1 ml roztoku methyloranze a 0,1 ml roztoku
thymolftaleinu. Na desticku silufolu jsem nanesla asi 1, 2 cm od okraje kapildrou roztok
methyloranze, roztok thymolftaleinu a smés obou barviv. Nechala jsem desticku vyvijet
v chromatografické komore tak dlouho, dokud ¢éelo nedosahlo vysky asi 1 cm od kraje
desticky. Poté jsem ponofila desticku do par chlorovodiku (viz obr. 38) a nasledné do par

amoniaku (viz obr. 39).%
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Obrazek 38: chromatogram po ponoteni do par chlorovodiku (zleva methyloranz, thymolftalein, smeés)

Obrazek 39: chromatogram po ponoteni do par amoniaku (zleva methyloranz, thymolftalein, smés)

Obrazek 40: chromatogram po 1 minuté (zleva methyloranz, thymolftalein, smés)
3.3.2 IDENTIFIKACE METHYLCERVENE A THYMOLOVE MODRI V JEJICH SMESI

Ve druhém pokusu, ktery jsem provedla stejnym zplisobem jako prvni experiment
(viz kap. 3.3.1), jsem identifikovala methyl¢erven a thymolovou modf v jejich smési. Smés

obsahovala roztoky obou barviv v poméru 1 : 1.7
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Obrazek 41: chromatogram po ponoteni do par chlorovodiku (zleva methylcerven, thymolova modr,
SmeEs)

.“

Obrazek 42: chromatogram po ponoieni do par amoniaku (zleva methylcerven, thymolova modr,
sSmeés)

Obrazek 43: chromatogram po 12 minutach (zleva methylcerven, thymolova modr, smés)
3.3.3 IDENTIFIKACE METHYLORANZE, THYMOLFTALEINU, METHYLCERVENE A THYMOLOVE
MODRI V JEJICH SMESI
Také vtomto pripadé jsem opakovala postup (viz kap. 3.3.1) s tim rozdilem, Ze
jsem pouzila pro pokus ¢tyfi barviva a identifikovala jsem jejich pfitomnost v pfipravené
smési. Smés jsem ziskala smichdanim roztokd methyloranze, thymolftaleinu,
methyléervené, thymolové modfi v poméru1l:1:1:1. Pro tento experiment bylo nutné

pouzit destic¢ku silufolu o vétSich rozmérech (4,3 x 7,9 cm).?
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Obrazek 44: chromatogram po ponoteni do par chlorovodiku (zleva methyloranz, thymolftalein,
methylcerven, thymolova modt, smés)

Obrazek 45: chromatogram po ponofeni do par amoniaku (zleva methyloranz, thymolftalein,
methylcerven, thymolova modt, smés)

Obrazek 46: chromatogram po 16 minutach (zleva methyloranz, thymolftalein, methylcerven,
thymolova modr, smés)

3.3.4 IDENTIFIKACE METHYLORANZE A FLUORESCEINU V JEJICH SMESI
Na desticku silufolu jsem nanesla roztok methyloranze, fluoresceinu a jejich smési

(1:1). Postup je analogicky prvnimu pokusu (viz kap. 3.3.1).%
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Obrézek 2}7: chromatogram po vyjmuti z chromatografické komory (zleva methyloranz, fluorescein,
jejich smés)

Obrazek 48: chromatogram po ponofeni do par chlorovodiku (zleva methyloranz, fluorescein, jejich
SmeEs)

Obrazek 49: chromatogram po ponoieni do par amoniaku (zleva methyloranz, fluorescein, jejich smés)
3.3.5 IDENTIFIKACE JEDNOTLIVYCH BARVIV V UNIVERZALNIM INDIKATORU (COTA - KAMEN)

V tomto experimentu jsem stejné jako v kapitole 3.3.3 nanesla nejdfive jednotliva
barviva, vtomto pfipadé methyloranz, thymolftalein, thymolovd modi a nakonec
univerzalni indikator Ciita — Kdmen (viz obr. 50 a 51). Poté jsem zkoumala, jakd barviva

jsou v univerzalnim indikatoru obsazena.?
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Obrazek 50: chromatogram po ponoteni do par chlorovodiku (zleva methyloranz, thymolftalein,
thymolova mod¥, univerzalni indikator Ciita - Kamen)

Obrazek 51: chromatogram po ponoteni do par amoniaku (zleva methyloranz, thymolftalein,
thymolova modf, univerzalni indikator Ctta - Kdmen)

Vzhledem k velikosti chromatografické komory jsem na dalsi desticku silufolu
nanesla methyléerven, fluorescein a opét univerzalni indikdtor Cdta — Kdmen (viz

obr. 52 a 53).

Obrazek 52: chromatogram po ponoteni do par chlorovodiku (zleva fluorescein, methylcerven,
univerzalni indikator Cita - Kimen)
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Obrazek 53: chromatogram po ponoteni do par amoniaku (zleva fluorescein, methylcerven,
univerzalni indikator Cita - Kimen)

3.3.6 CELKOVE ZHODNOCENi

Tento experiment doporucuji pro ilustraci smyslu vyuZiti chromatografie. Zak(im
Ize na ném ndazorné demonstrovat, jak je mozné identifikovat slozky v dané smési. Pro
vyuziti ve vyucovaci hodiné bych doporucila pripravit smés indikatorli a nechat zaky
urcovat, jaké indikatory jsou nebo naopak nejsou ve smési obsazeny. Nedoporuduji viak
pouzit indikator univerzalni, jelikoZ jednotlivé slozky v ném nebylo mozné s jistotou urcit,

jak je mozné vidét na obrazcich (viz obr. 50 aZ 53).

Zajimavym prvkem je zména barev po ponofeni do par kyseliny (HCl) a nasledné
do par zasady (NHs). Stopy thymolftaleinu byly vidét az po ponoreni do par amoniaku.
Pokud bych chromatogram sthymolftaleinem a methyloranzi neponofila do par
amoniaku, thymolftalein by nebylo mozné urcit. Je potfeba ovsem myslet také na to, Ze
skvrny rychle vyblednou. Prvni vyblednuti jsem pozorovala dfive, nez ubéhla jedna
minuta. V pfipadé methyl¢ervené a thymolové modfi doSlo ke zméné barev, kdy po
ponorfeni do par kyseliny chlorovodikové méla methyléervenn barvu syté rlzovou a
thymolova modf Zlutou. Po ponofreni do par amoniaku Zlutou barvu naopak ziskala
methyléerven a thymolova modf zmodrala. Po dvanacti minutach ziskaly vSechny skvrny

svétle zlutou barvu.

Z ¢asového hlediska je tento pokus proveditelny béhem jedné vyucéovaci hodiny.
Napriklad methyloranz a fluorescein je mozné oddélit i sloupcovou chromatografii (viz

literatura®), ale sloupcovd chromatografie trva v rozmezi nékolika hodin az dni.

U tohoto experimentu je nutné si uvédomit, Ze methanol patfi mezi toxické latky a

nakladdni s nimi je Zakm na druhém stupni ZS a na niz&im stupni viceletého gymnazia

43



EXPERIMENTALN{ CAST

zakdzéno. Zéaci na vy3dim stupni viceletého gymnazia a &tyfletého gymnazia mohou
s témito latkami pracovat pouze v pfipadé, pokud jsou dlikladné proskoleni a pokus se
odehrava pod dohledem ucitele nebo jiné odpovédné osoby.** Uz z tohoto ddivodu bych

tento pokus fadila k pokustim demonstracnim.

3.4 CHROMATOGRAFIE POTRAVINARSKYCH BARVIV

3.4.1 BARVIVA Z LENTILEK

Chemikalie: destilovana voda, ethanol

Pomcky: kruh filtraniho papiru (r = 6,25 cm), kadinka, stficka, Petriho misky, filtracni

papir na knot, nazky, lentilky Orion, pipety, pipetovaci balének
Pfedpokladand doba trvani: 20 minut

Ve stfedu kruhu filtra¢niho papiru jsem si vystfihla dirku tak, abych tudy mohla
provléci knot, ktery jsem zhotovila rovnéz z filtracniho papiru, ktery jsem predtim pevné
srolovala. Pripravila jsem si kadinku, na niz jsem dala kruh, jehoZ knot zasahoval do vody
v kddince. Rychle jsem si namocila lentilku a dala ji do stfedu kruhu — tam, kudy jsem
provlékla knot. Kdyz ¢elo rozpoustédla dosahovalo vzdalenosti asi 1 cm od okraje kruhu,

kruh jsem vyjmula.”

Tento pokus nemohu doporucit. Zkousela jsem jej s rizné barevnymi lentilkami
véetné doporutenych zelenych a hnédych?, ale rozdéleni barviv jsem u Zadnych
nepozorovala. Proto jsem poloZila lentilky na filtracni papir a na kazdou z nich jsem kapla
destilovanou vodu, lentilky jsem sejmula a papir nechala uschnout. Na filtraénim papire se
objevily barevné skvrny, ale k rozdéleni opét nedoslo. Prikapla jsem pomoci pipety na
skvrny ethanol. Po uschnuti jsem opét pridala destilovanou vodu, nicméné vysledek byl

stejny (viz obr. 54).

5
Obrazek 54: lentilky Orion, zleva: modr4, fialova, oranzZova
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V ptipadé bonbon(i Ize Fici, Ze zavisi také na vyrobci, avéak v navodu® je uvedeno
,,lentilky”, proto jsem pro experiment pouZila klasické lentilky Orion, které se daji bézné

sehnat v supermarketech.

3.4.2 BARVY NA VAJiCKA
Chemikalie: barvy na velikonoc¢ni vajicka — cervena, modra, zelend (znacka OVO),

destilovand voda, chlorid sodny (NacCl)

Pomlcky: Petriho misky, chromatografickd komora, kapildry, stfi¢ka, laboratorni |Zicka,

analytické vahy, kadinka, pipeta, silufol, filtracni papir, ntzky, pipetovaci balének
Pfedpoklddand doba trvani: 20 minut (na jeden pokus)

Na jednotlivé Petriho misky jsem vysypala potravinarska barviva (zelené, modré a
cervené). Strickou jsem k barvivim pfikapla nékolik kapek vody, abych ziskala roztok.
Podle navodu jsem si pfipravila 0,5% roztok NaCl, ktery jsem nalila do chromatografické
komory. Rozpusténa barviva jsem za pomoci kapilar nanesla na start chromatografické
desticky ze silufolu (3 x 7,6 cm) a nechala jsem odpafit rozpoustédla. Desticku jsem vlozZila
do chromatografické komory a pozorovala jsem vyvijeni. Po vyjmuti jsem desti¢ku nechala

usugit, 2

Obrazek 55: vysledny chromatogram (zleva zelené barvivo, modré barvivo, ¢ervené barvivo),
rozpoustédlo: 0,5% roztok NacCl

Tento pokus jsem opakovala ovSsem za pouziti jiného rozpoustédla — destilované

vody (viz obr. 56).%
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Obrazek 56: vysledny chromatogram (zleva zelené barvivo, modré barvivo, ¢ervené barvivo),
rozpoustédlo: destilovana voda

Dale jsem zménila nejen rozpoustédlo, ale také stacionarni fazi. Namisto silufolu
(viz obr. 55, 56) jsem zvolila kruhovy filtraéni papir (viz obr. 57). Ve stfedu kruhu
filtraéniho papiru jsem udélala dirku, do které jsem provlekla knot zhotoveny z jiného
kruhu filtraéniho papiru. Kapildrou jsem nanesla roztoky barviv ve formé tecek v kruhu
1 cm od stfedu papiru. Knotem jsem kruh ponofila do destilované vody a nechala jsem

vzlinat rozpoustédlo, dokud ¢elo nedosahlo vzdalenosti asi 2 cm od okraje kruhu. 2

Obrazek 57: vysledny chromatogram (zleva modré barvivo, zelené barvivo, cervené barvivo),
rozpoustédlo: destilovana voda

Je zajimavé si vSimnout, jak velkou roli hraje pfi chromatografii vybér
chromatografického materidlu. Roztok barviv jsem nanesla na silufol (viz obr. 59) a také
na filtracni papir (viz obr. 58) bez vyvijeni. | tak dochazi k déleni v ptipadé zeleného

barviva.

Obrazek 58: nanesend barviva na filtra¢nim papiru
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Obrazek 59: nanesena barviva na silufolu

Pro tento experiment jsem zvolila barvy na vajicka, ackoli je v plvodnim navodu
doporu¢ovano pouziti lentilek nebo také gumovych medvidk(.?® Vychazela jsem
z pfredchoziho pokusu (viz kap. 3.4.1), kde jsem ovéfila, Ze vybér lentilek pro
chromatografii neni pfili§ Stastny. PouzZila jsem barvy na vajicka znacky OVO; konkrétné
barvu Cervenou, modrou a zelenou. Jak je vidét na vysledném chromatogramu, modra a
cervend barva se nedéli, coz je zfejmé jiz po precteni slozeni. Modrd barva obsahuje
pouze potravinarské barvivo E132 Indigotin. Cervena barva je sloiena také z jednoho
potravinarského barviva, kterym je E122 Azorubin. Zména nastdva u zelené barvy, kterd
obsahuje potravinarskd barviva E102 Tartrazin a E133 Bril. Blue FCF. Jiz z ndzvu lze
vylu¢ovaci metodou odvodit, Ze barvivo E133 Bril. Blue FCF bude mit barvu modrou a
E102 Tartrazin bude mit barvu Zlutou. Pravé pfitomnost téchto dvou barviv jsem ovéfila
v provedené chromatografii. Pfi rozhodnuti pouZiti jinych barev, doporucuji peclivé Cist

slozeni, aby k déleni barev vibec doslo.

Jako rozpoustédlo jsem pouzila 0,5% roztok NaCl, ktery je doporucovan
v ndvodu®®, ale také destilovanou vodu. Obé rozpoustédla Ize s Gspéchem pouzit, zménu
jsem pozorovala pouze na vysledném tvaru jednotlivych stop. PFi pouZiti 0,5% roztoku

NaCl je nutno pocitat s casem na vypocet a pfipravu tohoto roztoku.

Vzhledem k tomu, Ze k provedeni pokusu by mélo stacit 30 minut, ve zbyvajici ¢asti
vyucovaci hodiny lze nechat zdky nanést vzorky na filtracni papir a silufol a upozornit je

tak na dllezitost vybéru materidlu pro chromatografii.

Vysledné chromatogramy si mohou Zaci nalepit do sesitu. Barvy zlistanou stejné a
na rozdil od listovych barviv (viz kap. 3.5) nebo aminokyselin (viz kap. 3.6) nedojde k jejich

vyblednuti.
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3.5 CHROMATOGRAFIE BARVIV V ROSTLINNEM MATERIALU

Vzhledem ktomu, Ze chromatografie listovych barviv nebo spiSe obecnéji
rostlinného materidlu je vedle chromatografie fixd nejcastéji se vyskytujici pokus
v u€ebnicich pro zakladni a stfedni Skoly, rozhodla jsem se provést pokusy z nékolika

ucebnic a jejich vysledky nasledné okomentovat.

3.5.1 POKUS Z UCEBNICE27

Chemikalie: aceton, technicky benzin

Pomucky: listy Spenatu, treci miska s tlouckem, filtra¢ni ndlevka, filtracni papir, stojan,
Zelezny kruh, kfizova svorka, kadinka, silufol (3 x 7,6 cm), vyvijeci komora, kapildra, vahy,

odmeérny valec, ntzky
Pfedpokladana doba trvani: 30 minut

Nejprve jsem si navazila 4 g Spendtu a nasledné jsem si v odmérném valci odméfila
10 ml acetonu. Navazeny Spenat jsem smichala s 10 ml acetonu ve tfeci misce a trela.
Vzniklou suspenzi jsem prefiltrovala pres filtraéni papir. Do vyvijeci komory jsem nalila
benzin a nechala jsem nasytit komoru jeho parami. Vysttihla jsem si desticku silufolu
(3 x 7,6 cm) a na desticku jsem nanesla tenkou kapildrou vzorek (tfi tecky vedle sebe).
Desticku silufolu s nanesenymi vzorky jsem nechala vyvijet v chromatografické komore,
dokud nedosdahlo ¢elo rozpoustédla vysky asi 1 cm od okraje destic¢ky. Poté jsem nechala

desticku uschnout.

Obrazek 60 vysledny chromatogram listli Spenatu
V zadani je uvedeno pouziti zkumavky s korkovou zatkou misto chromatografické
komory. Domnivam se, Ze misto chromatografické komory lze pouzit i jinou sklenénou

nadobu s vikem. Treni listl Spenatu s acetonem bez pisku bylo znacné obtizné, odkazuiji
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proto na ddle uvedené pokusy, kde byl pouzit morsky pisek, a vyslednd chromatografie
byla zfetelnéjsi. U tohoto experimentu Iatky zUstaly prakticky blizko startu.

Ackoliv na konci ndvodu stoji, Ze bych méla na chromatogramu vidét barvu
zelenou, modrozelenou, oranZovou a Zlutou, tak byla na desti¢ce vidét barva Zluta a

zelena az modrozelena (viz obr. 60).

3.5.2 POKUS Z UCEBNICEZ28

Chemikalie: ethanol, technicky benzin, destilovana voda

Pomulcky: listy cerstvého Spendtu, pisek morsky, odmérny vdlec, vata, tfeci miska
s tlouckem, filtracni nalevka, stojan, Zelezny kruh, kfizovd svorka, kadinka,

chromatograficka komora, kapilara, silufol (3 x 7,6 cm), vahy
Pfedpokladana doba trvani: 30 minut

Na vahach jsem si navazila 3, 3 g Cerstvych list(i Spenatu a 0, 8 g morského pisku.
Pfidala jsem 7 ml ethanolu a vzniklou smés jsem trela ve tfeci misce. Poté jsem smés
prefiltrovala pres smotek vaty. V odmérném valci jsem namichala smés ethanolu, vody a
benzinu v poméru 10:2:5 a nalila jsem ji do chromatografické komory, aby se komora
nasytila parami. Vzorek jsem nanesla kapildrou na desticku silufolu (3 x 7,6 cm). Nanesla
jsem 2 tecky vedle sebe, které jsem nechala vysusit a postup jsem opakovala trikrat, aby
koncentrace vzorku na startu byla dostate¢na. Po odpareni rozpoustédel jsem desticku
vlozila do chromatografické komory a smés rozpoustédel jsem nechala vzlinat. Ddvala

jsem pozor, aby celo rozpoustédla nedosahlo Uplného okraje desticky.

V navodu nebylo uvedeno pfesné mnoistvi ethanolu, se kterym se mél Spenat rozetfit ve
tfeci misce. Na rozdil od predchoziho pokusu (viz kap. 3.5.1) byl v ndvodu uveden pisek,
diky némuz Slo treni listl Spendtu daleko Iépe. | kdyZ vysledek vypadd podstatné lépe nez
v predchozim pfipadé (viz obr. 60), tento pokus doporucit nelze, protoze rozpoustédla se
nemisi a vytvari se vrstvy. Tento pokus jsem trikrat opakovala. V prvnim pfipadé (viz
obr. 61) jsem jej provadéla v chromatografické komore, kde uz byly vytvoreny vrstvy a ve
druhém pripadé jsem se snaZila co nejvice vrstvy promichat (viz obr. 62). Ve tretim
pripadé jsem odlila ze smési jen Cast a tuto ¢ast jsem nalila do chromatografické komory

(viz obr. 63).
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| kdyZz pokus nedoporucuji vzhledem k nemiseni se rozpoustédel, tak ve vysledku
Ize konstatovat, Ze je vidét to, co je uvedeno v ndvodu. To znamen3, Ze lze zaznamenat na
chromatogramu zelenou barvu, Zlutou barvu i oranZovou barvu. V ndvodu je uvedena
charakteristika jednotlivych barev. Zelena barva obsahuje chlorofyl, Zluta barva xantofyly

a oranzova barva karoteny.

Obrazek 61: vysledny chromatogram (piipad 1), listy Spenatu, (v chromatografické komote byly
vytvoreny vrstvy rozpoustédel)

Obrazek 62: vysledny chromatogram (piipad 2), listy Spenatu, (vrstvy rozpoustédel jsem se snaZila co
nejvice promichat)

Obrazek 63: vysledny chromatogram (ptipad 3), (odlila jsem ¢ast ze smési rozpoustédel a tuto ¢ast
jsem pouZila pro vyvijeni desticky)

3.5.3 POKUS Z UCEBNICE18

Chemikalie: ethanol
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Pomucky: listy ¢erstvého Spendatu, pisek morsky, odmérny valec, tfeci miska s tlouckem,
filtraéni nalevka, stojan, Zelezny kruh, kfizova svorka, kadinka, chromatograficka komora,

kapilara, silufol (3 x 7,6 cm), vahy, nazky, filtracni papir
Pfedpokladand doba trvani: 45 minut

Na vahach jsem si navazila do treci misky 3,3 g listd Cerstvého Spendtu s 0,8 g
mofrského pisku. Poté jsem vzniklou smés tfela se 7 ml ethanolu. Na kruh filtra¢niho
papiru jsem udélala 1,5 cm od stfedu tuzkou kruznici, na niz jsem opakované nanesla
kapilarou vzorek, papir jsem vzdy nechala uschnout. Ve stfedu kruhu jsem udélala otvor,
kterym jsem provlekla knot z nékolikrat prelozeného filtraéniho papiru. Dala jsem na sebe
dvé Petriho misky, jedna byla o vétSim prdméru, a dovniti jsem nalila ethanol. Mezi
Petriho misky jsem vloZila kruhovy filtrani papir s nanesenym vzorkem tak, aby knot
zasahoval do rozpoustédla a nechala jsem rozpoustédlo po knotu vzlinat. Pokus jsem
opakovala také na pruhu filtracniho papiru (3 x 7,6 cm) (viz obr. 65) a na kfidé (viz
obr. 66). Postup byl stejny s tim rozdilem, Ze pruh filtracniho papiru jsem nechala vyvijet
v chromatografické komore a vzorek jsem nanesla ve formé tecek. Kfidu jsem nechala

vyvijet v kadince.

Obrazek 64: chromatografie na kruhovém filtra¢nim papiru, listy Spenatu
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Obrazek 65: chromatografie na pruhu filtra¢niho papiru, listy Spenatu

N el

Obrazek 66: chromatografie na kridg, listy Spenatu

| kdyZ je v navodu uveden objem ethanolu, se kterym se listy maji rozetfit, tak
hmotnost listl chybi. Tento pokus jsem délala jak na filtraénim papiru, tak i na kridé.
Pouziti filtraéniho papiru bych nedoporucila, protoZe latka je unasena zaroven s celem
rozpoustédla, z tohoto dlvodu by bylo vhodnéjsi pouzit méné polarni rozpoustédlo nez
ethanol. Rozdéleni latky na Zlutou a zelenou barvu je na filtraénim papiru vidét nepatrné

(viz obr. 64, 65). Na kridé je rozdéleni vidét |épe (viz obr. 66).

3.5.4 POKUS Z UCEBNICE28

Chemikalie: aceton, technicky benzin

Pomucky: lusk cervené papriky, pisek morsky, trfeci miska s tlouckem, kapilara,

chromatografickd komora, odmérny valec, pravitko, silufol, vahy
Pfedpokladana doba trvani: 25 minut

Nejdfive jsem si na vahach navazila 10 g cervené papriky a ve tfeci misce jsem ji
rozetfela s 1,1 g morského pisku a s 5 ml acetonu. Do chromatografické komory jsem

nalila benzin a nechala jsem ji nasytit jeho parami. Poté jsem si vystfihla desticku silufolu
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(3 x 7,6 cm) a na start jsem opakované nanesla kapilarou vzorek (tfi te¢ky vedle sebe).

Desti¢ku jsem vlozZila do chromatografické komory a nechala jsem vzlinat rozpoustédlo.

Obrazek 67: vysledny chromatogram, lusk ¢ervené papriky

Vysledek pokusu vypadal velmi povedené. Na chromatogramu se vzorek rozlozZil na
oranzovou, ¢ervenou a Zlutou barvu (viz obr. 67). U tohoto experimentu je ale potfeba,
aby si Zaci potridili fotografii, nebot Zluté skvrny po sedmi hodinach vybledly. Po nékolika
dnech se z ervenych skvrn staly Zluté. Jednd se o vliv svétla a vzduSného kysliku na

nestabilni barviva.

Po celkovém zhodnoceni a vzhledem k vysledku bych tento pokus jednoznacné

doporudila.

3.5.5 POKUS Z UCEBNICE2?

Chemikalie: uhli¢itan vapenaty (CaCOs), destilovana voda, ethanol, technicky benzin

Pomucky: listy Cerstvého Spendtu, pisek morsky, tfeci miska s tlou¢kem, kapildra, kadinky,
vahy, chemické klesté, ntzky, odmérny valec, pravitko, varic, Petriho miska, pipeta, drzak

na pipetu, pipetovaci baldnek, stojan, nalevka, vata, zZelezny kruh, kfiZova svorka

Po navazZeni 20 g lista Cerstvého Spenatu jsem je v kadince smichala s 0,7 g jemné
mletého uhli¢itanu védpenatého (CaCOs) a pfilila jsem 125 ml vrouci destilované vody.
Po dvou minutach jsem listy vyjmula a rozstfihala na malé kousky. Listy jsem trela ve treci
misce s 1,7 g morského pisku. Poté jsem pfidala 9 ml ethanolu a smés znovu tfela. Smés

jesté vice zezelenala.

Vzniklou zelenou smés jsem prefiltrovala pres smotek vaty a dale jsem pracovala dle

jednotlivych ukolt (viz kap. 3.5.5.1, 3.5.5.2, 3.5.5.3).
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3.5.5.1 Ukol ¢&islo 1

Prouzek filtraéniho papiru (3 x 20 cm) jsem uchytila a ponofila jsem jej do
prefiltrovaného roztoku. Davala jsem pozor, aby se prouzek nedotykal stén nadoby.

Roztok jsem nechala vzlinat.” Vysledny chromatogram je zobrazen na obrazku 68.

Predpokladand doba trvani: 2 hodiny 15 minut (s pfipravou)

Obrazek 68: vysledny chromatogram, listy Spenatu, tikol ¢islo 1
3.5.5.2 Ukol ¢islo 2
Doprostied kruhu filtracniho papiru (r = 6, 25 cm) jsem kapildrou opakované
nanesla prefiltrovany roztok. Kruh jsem polozila na Petriho misku a nabrala jsem 1 ml
ethanolu do pipety, jejiz konec jsem ucpala briskem prstu. Pipetu jsem uchytila a dala
jsem ji do stfedu kruhu filtracniho papiru, pustila jsem prst a nechala jsem ethanol

vzlinat.” Vysledek experimentu je moZné vidét na obrazku 69.

Predpoklddand doba trvani: 1 hodina (s pfipravou)

Obrazek 69: vysledny chromatogram, listy $penatu, tikol ¢islo 2
3.5.5.3 Ukol &islo 3
Asi 1 ml prefiltrovaného roztoku jsem nalila do zkumavky a pridala jsem 2 ml
benzinu. Smés jsem protiepala a dala jsem ji do krabice, abych zabranila praniku svétla do
zkumavky. Asi po 30 minutach jsem zaznamenala, Ze smés byla podstatné svétlejsi nez na

zatatku pred pFidanim technického benzinu a uplynuti tficeti minut (viz obr. 70, 71).%°
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Predpoklddand doba trvani: 50 minut (s pfipravou)

Obrazek 70: smés pred pridanim benzinu

Obrazek 71: smés po pridani benzinu a uplynuti 30 minut
3.5.5.4 Zhodnoceni ukolu ¢islo 1, 2, 3
V prvnim ukolu (viz kap. 3.5.5.1) doslo k rozdéleni barviv na pruhu filtracniho
papiru. Je mozno rozlisit Zlutou a zelenou barvu, nicméné tento pokus bych k prokazani
rozdéleni listového barviva na jednotlivé slozky nedoporucovala. Existuji uz takové
pokusy, které vedou k vysledk(im, kde jsou jednotlivé stopy zretelné vidét (viz kap. 3.5.6

a3.5.7).

Ve druhém experimentu (viz kap. 3.5.5.2) bych nesouhlasila s provedenim. Nevim,
jestli cilem ma byt ukazat zakim ¢i studentlm, Ze chromatografii Ize provést i s pouzitim
pipety, coZ je usporadani jisté netradi¢ni, ale podle mého nazoru misto pipety staci udélat
knot z filtraéniho papiru a prostréit jej stfedem kruhu. Provedeni, uvedené v pokusu, je

vevys

které Ize vidét na obrazku (viz obr. 69), je vidét velmi Spatné az vibec.

Treti ukol (viz kap. 3.5.5.3) spocival spiSe v pozorovani, kdy doslo ke znatelnému
zesvétlani smési. Ve spodni vrstvé Ize vidét tmavsi zelenou barvu a v horni svétle zelenou
az zlutou barvu (viz obr. 71). Tyto tfi pokusy bych do vyuky nedoporudila zaradit, ackoliv

jim nelze vytknout jistou netradi¢nost.
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3.5.6 POKUS Z UCEBNICE30

Pfedpokladana doba trvani: 30 minut
Chemikalie: technicky benzin, aceton, destilovana voda

Pomucky: listy ¢erstvého Spendtu, pisek morsky, tfeci miska s tlouckem, kapilara, vahy,
nlGzky, odmérny valec, pravitko, stojan, ndlevka, vata, Zelezny kruh, kfiZzova svorka, silufol,

filtraéni papir

Po navdieni 20 g list( Cerstvého Spenatu se 2 g morského pisku jsem smés trela
ve tfeci misce. Poté jsem pridala 70% aceton. Vzniklou smés jsem prefiltrovala pres
smotek vaty. Do chromatografické komory jsem nalila benzin a nechala jsem komoru
nasytit jeho parami. Filtrat jsem opakované kapildrou nanesla na start desticky silufolu

(3 x 7,6 cm) a nechala jsem ji vyvijet v chromatografické komore.

-

Obrazek 72: déleni barviv listli Spenatu, pied filtraci (na silufolu)
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Obrazek 73: déleni barviv listli $penatu, po filtraci (na silufolu)

Obrazek 74: déleni barviv listli Spenatu, po filtraci (na filtracnim papiru)

Ac¢koliv jsem se inspirovala pokusem v uvedené uéebnici®’, postup bylo nutné
upravit. Domnivam se, Ze zahtivani smési ve vodni lazni je problematické vzhledem
k faktu, Ze pokud bych nechala smés vfit, jak se v navodu uvadi, tak by se aceton vypafril.
Je vSak mozné zkumavku zazdatkovat zatkou s prochazejici trubi¢kou. Také je potreba si
uvédomit, Ze pracujeme s hoflavinou, proto je nutné pouzit vafic¢ a nikoliv kahan. Nejsem
si zcela jista, Ze je tento krok nutnou soucasti pokusu. Tuto ¢ast jsem vynechala i
vzhledem ke skutecnosti, Ze jsem méla dobré zkusenosti s podobnym pokusem (viz

kap. 3.5.4).

Chromatografii jsem provadéla trikrat. Poprvé jsem pokus provedla bez filtrace na
desticce silufolu (viz obr. 72). Podruhé jsem pokus provedla az po filtraci na desti¢ce
silufolu (viz obr. 73) a nakonec jsem se inspirovala navodem, kde byl pouzit
k chromatografii filtracni papir (viz obr. 74). Doporucuji pfi provadéni filtrace davat pozor
na velikost smotku vaty, jelikoZz pfi pouziti prilis velkého kusu se stane to, Ze se veskera
tekutina vsakne do vaty. Na chromatogramu je patrné, Ze se vzorek rozdélil na zelenou,
Zlutou a modrozelenou barvu (viz obr. 72, 73). Dale potom jsou patrny zbytky, které jsou
vidét Zluté.

Tento pokus doporucuji, ale v pozménéné formé, kterou zde navrhuji. Ocenuiji, Zze

v nadvodu je uvedena presna hmotnost listl Spenatu a kfemenného pisku a je zde také
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uveden objem acetonu. Jevi se mi vSak jako neprehledné to, Ze vyvijeci rozpoustédlo neni
uvedeno pfimo v ndvodu, ale az na obrazku, jeZz je umistén pod textem. Chromatografii
doporucuji provadét na silufolu, kde je déleni barviv jednoznaéné zretelnéjsi. Déleni
barviv bylo zfetelné jak pred filtraci, tak i po filtraci. Na filtratnim papife rozdéleni
jednotlivych slozek neni tak dobre vidét jako pfi pouziti silufolu, navic dochazi k unaseni

barviv spolu s ¢elem rozpoustédla.

3.5.7 POKUSZ LITERATURY31
Chemikalie: aceton, technicky benzin, hexan, propan-2-ol, mofsky pisek, uhli¢itan

vapenaty (CaCOs)

Pomlcky: listy Spendatu, sladka mleta paprika, listy prvosenky bezlodyiné (Primula
vulgaris), listy fedkve seté (Raphanus sativus), barva na vlasy - henna (znacka: Lush,
odstin: Caca Brun), tfeci miska s tlou¢kem, filtra¢ni ndlevka, filtracni papir, vata, stojan,
zelezny kruh, kfizova svorka, kadinka, silufol (3 x 7,6 cm), vyvijeci komora, kapildra, vahy,

odmeérny valec, nlzky, laboratorni I1Zicka, chromatografickd komora
Pfedpokladana doba trvani: 35 min (na 1 experiment)

Nejprve jsem si navazila 2 g listh Cerstvého Spenatu, k nimz jsem pfidala 0,3 g
morského pisku a uhlicitan vapenaty (CaCOs) na Spicce laboratorni I1Zicky. Poté jsem smés
tfela pomoci tloucku ve tfeci misce. Do rozetfené smési jsem nalila 1 ml acetonu a po
chvilce tfeni 5 ml benzinu. Smés jsem promichala. Nasledné jsem provedla filtraci pres
smotek vaty. Béhem probihajici filtrace jsem si ptipravila roztok benzinu, propan-2-olu a
destilované vody v poméru 100 : 10 : 0,25. Roztok jsem nalila do chromatografické
komory a nechala jsem ji nasytit parami smési rozpoustédel. Na desticku silufolu
o rozmérech 3 x 7,6 cm jsem za pomoci kapilary nanesla vzorek ve formé tecek na start.
Desticku jsem vlozila do chromatografické komory se smési rozpoustédel a chromatogram

jsem nechala vyvijet. Vysledek chromatografie je zobrazen na obrdzku 75.
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"
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Obrazek 75: vysledny chromatogram, listy cerstvého Spenatu

Navazila jsem si 2 g sladké mleté papriky, k nimZ jsem ptidala 0,3 g morského pisku
a uhli¢itan vapenaty (CaCOs) na Spicce laboratorni 1zicky. Do rozetfené smési jsem nalila
1 ml acetonu a po chvilce tfeni 10 ml hexanu. Ostatni kroky jsou stejné jako v predchozim
experimentu s listy cCerstvého Spenatu. Vysledny chromatogram je zndzornén na

obrazku 76.

Obrazek 76: vysledny chromatogram, sladka mleta paprika

Navazila jsem si 2 g listd prvosenky bezlodyzné (Primula vulgaris), k nimz jsem
pridala 0,3 g morského pisku a uhli¢itan vapenaty (CaCOs3) na $picce laboratorni Izicky. Do
rozetfené smési jsem nalila 1 ml acetonu a po chvilce tfeni 5 ml hexanu. Dale jsem
pokracovala stejné jako v prvnim pokusu. Vysledny chromatogram je zndzornén na

obrazku 77.
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Obrazek 77: vysledny chromatogram, listy prvosenky bezlodyzné

Navazila jsem si 2 g listl fedkve seté (Raphanus sativus), k nimz jsem ptidala 0,3 g
morského pisku a uhli¢itan vdpenaty (CaCOs) na Spicce laboratorni Izicky. Do rozetiené
smési jsem nalila 1 ml acetonu a po chvilce tfeni 5 ml hexanu. Dale jsem pokracovala
stejné jako v ostatnich pripadech. Vysledek je opét zaznamendn pomoci obrazku (viz

obr. 78).

Obrazek 78: vysledny chromatogram, listy fedkve seté

Na vahach jsem si navazila 2 g henny (znacka: Lush, odstin: Caca Brun) a smichala
jsem ji s 0, 3 g morského pisku a uhli¢itanem vdpenatym (CaCOs). Smés jsem rozetrela a
nalila jsem do ni 1 ml acetonu a po chvili také 5 ml technického benzinu. Nasledujici

postup byl stejny jako v predeslych pripadech.

Henna (Lawsonia inermis) je rostlina, kterd se péstuje v Indii, severni a vychodni
Africe a také v Austrdlii. Tato rostlina obsahuje lawson (2-hydroxy-1,4-naftochinon) (viz
obr. 78), coz je barvivo, jehoz obsah v rostliné se blizi jednomu procentu. Naftochinon se
vyskytuje v rostliné v glykosidické formé, kterd se nazyvad hennosid A, B a C; z kterého se
jiz zminovany lawson uvolfuje procesem hydrolyzy a oxidaci aglykonu. Kromé lawsonu

listy henny obsahuji také flavonoidni barvivo luteolin. Extrakty z henny obsahujici pravée
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lawson se pouzivaji k barveni vlasl, neht(, ale i k malovani na k(zi, dale k barveni textilii

zejména hedvabi a viny, pfitem? dojde ke zbarveni dooranzova az dohnéda. **

@)

S8

O
Obrazek 79: lawson (2-hydroxy-1,4-naftochinon)

Jak jsem jiz uvedla v popisu experimentu, pouZila jsem hennu, kterd je zpracovana
k barveni vlasu. V popisu produktu je uvedeno, ze kromé extraktu z henny obsahuje celou
Fadu latek, jako je napfiklad indigo, mletd kdva, prasek z kopfivy a jiné. ** Vysledny

chromatogram je zndzornén na obrdazku 80.

Obrazek 80: vysledny chromatogram, henna (znac¢ka: Lush, odstin: Caca Brun)

Posledni chromatografii jsem provedla se Zlutymi listy dubu letniho (Quercus
robur), abych dokazala, Ze se na chromatogramu jasné projevi, Zze listy uz chlorofyl

neobsahuji (viz obr. 81).

Obrazek 81: chromatogram zZlutych listi dubu letniho
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3.5.8 CELKOVE ZHODNOCEN{

Pokud bych méla porovnat pokusy z uéebnic pro zdkladni a stfedni Skoly a
experiment z Iiteratury31, volila bych variantu zminénou jako druhou, tj. experiment
z literatury®'. Tento pokus je spolehlivy a vysledky déleni jsou naprosto zietelné. Je oviem
dllezité dlisledné si vybrat materialy, se kterymi budeme pracovat. Doporucila bych zvolit
listy, které jsou vyrazné zelené. Dikazem toho je porovnani vysledk(i chromatografie listd
Cerstvého Spenatu (viz obr. 75), prvosenky bezlodyZzné (viz obr. 77) a fedkve seté (viz
obr. 78). Nejtmavsi listy z uvedenych mél Spenat, nejsvétlejsi naopak redkev seta, coz plati
i pro vysledné chromatogramy. Shrnula bych to, Ze ¢im tmavsi material, tim budou
vysledky provedené chromatografie zietelnéjsi.

| kdy? je v ndvodu uveden technicky benzin jako jedno z rozpoustédel™

, V pripadé
chromatografie sladké mleté papriky, prvosenky bezlodyZiné a fedkve seté jsem jej
nahradila hexanem. Zatimco hexan je jeden typ uhlovodiku, benzin je smési nékolika.

Ackoliv je jeho pouZiti moZzné, do vyuky bych jej nezaradila vzhledem k jeho toxicité.

Co se ty¢e identifikace jednotlivych latek na chromatogramu, v literatuie?’ autofi
uvadéji identifikaci sloZzek na zakladé barev (chlorofyl a — zelena, chlorofyl b -
modrozelena, xanthofyly — Zlutd, karoteny — oranzova). Takto Ize zakliim nebo student(im
priblizit, jaka barviva se vyskytuji v listech, ovSem je potfeba zdlraznit, Zze k presnému
urcovani latek je zapotrebi porovnat je se standardy. Jako dlkaz pritomnosti Ci
nepfitomnosti chlorofylu postaci porovnani Zlutych a zelenych listl. Vysledny
chromatogram listd dubu letniho (viz obr. 81) postrddd modrou a modrozelenou stopu na
rozdil od ostatnich chromatogramd, takze lze s urcitosti fici, Ze neobsahuje chlorofyl. Je
proto dobré provést chromatografii zelenych i Zlutych listd, aby Zaci mohli vysledné
chromatogramy porovnat a o pritomnosti ¢i nepfitomnosti chlorofylu se sami také

presvédcit. Zde by bylo vhodné upozornit Zaky na proces Zloutnuti listd na podzim.

Bezesporu zajimavym pokusem je chromatografie henny (Lawsonia inermis).
Vzhledem ktomu, Ze se henna pouzivd i vdne$ni dobé kbarveni vlast, je vhodné
experiment zafadit do vyuky také napfiklad pro studenty, ktefi studuji obor kadernik nebo
jiné obory souvisejici s vlasovou kosmetikou. PouzZila jsem produkt, ktery je jiz urcen
pfimo k barveni, proto obsahuje pfimési. Ztoho ddvodu neni moiné s jistotou

identifikovat jednotlivé slozky, nebot bych je musela opét porovnat se standardy.
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Neni nutné se omezit pouze na barviva v listech, Ize také provést chromatografii
naptiklad mleté papriky, kde dominuje vyrazna oranZzova stopa (viz obr. 67, 76), ktera je

dle literatury?’ typicka pro karoteny.

Je nutné si vysledky chromatografie vyfotit co mozna nejdfive, protoze jiz po
deseti minutach jsem zaznamenala prvni blednuti barvy. Po nékolika dnech barvy vybledly

zcela.

3.6 CHROMATOGRAFIE AMINOKYSELIN
Jedna se o chromatografii bezbarvych latek s ndslednou detekci (zviditelnénim)
chromatogramu. Jako detekéni ¢Cinidlo se pouzivd roztok ninhydrinu, ktery

s aminokyselinami vytvari rizné zbarvené slouceniny.

3.6.1 CHROMATOGRAFIE AMINOKYSELIN NA ZAKLADE UCEBNICE2? A PRAKTICKYCH CVICENi
Z LEKARSKE CHEMIE 34
Chemikalie: L-lysin, glycin, L-cystein, destilovana voda, ethanol, butanol, koncentrovana

kyselina octovd, ninhydrin, aceton

Pomucky: analytické vahy, laboratorni IZicka, hodinova sklicka, pipety, chromatograficka
komora, odmérné valce, silufol, kapildry, pravitko, nlzky, fixirka, suSarna, stojan,

laboratorni klesté, kfizova svorka
Pfedpokladana doba trvani: 50 minut

Nedrive jsem si navazila jednotlivé aminokyseliny — L-lysin (0,0289 g), glycin
(0,0231 g) a L-cystein (0,0248 g). Poté jsem si do pipety nabrala 1 ml destilované vody a
aminokyselinu v ni rozpustila. V ptipadé L-cysteinu jsem si vSimla Spatné rozpustnosti,
proto jsem pfidala kapku ethanolu. Vytvofila jsem si také smés aminokyselin a to tak, Ze

jsem smichala stejné objemy roztok(l jednotlivych aminokyselin.

Do chromatografické komory jsem nalila smés rozpoustédel, kterou jsem si
predem pfipravila smichanim butanolu, kyseliny octové a vody v poméru 4 : 1 : 1. Zatimco
jsem nechala nasytit komoru parami rozpoustédla, vysttihla jsem si desticku silufolu
(3 x 7,6 cm), na jejiz start jsem nanesla kapilarou rozpusténé aminokyseliny a nakonec
jejich smés. Desticku jsem vlozZila do chromatografické komory a nechala jsem ji vyvijet.
Kdyz celo rozpoustédla dosahlo asi 1 cm od okraje desticky, desti¢ku jsem z komory

vyjmula a nechala jsem odpafit rozpoustédia.
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Posledni fazi tohoto pokusu byla pfiprava roztoku ninhydrinu, ktery jsem poutzila
jako detekéni Cinidlo. Smichala jsem 0, 1 g ninhydrinu; 0,25 ml koncentrované kyseliny
octové a roztok jsem doplnila acetonem na 50 ml. Ususeny chromatogram jsem duakladné
postrikala roztokem ninhydrinu a dala jsem jej do susarny, kterd byla nastavena na 80 °C.
V kratkych ¢&asovych intervalech jsem sledovala vyvoj chromatogramu. Asi po osmi

minutach byly stopy zietelné (viz obr. 82) a detekci jsem ukoncila.

Obrazek 82: chromatogram aminokyselin (zleva L-lysin, glycin, L-cystein, smés)

.Obrézek 83: chromatogram aminokyselin (zleva L-lysin, glycin, L-cystein, smés), opomenuté vysuSeni
PovaZuji za vhodné studenty sezndmit s chromatografii aminokyselin vzhledem

k vyznamu této metody zejména ve zdravotnictvi. Vidim zde jako nezbytné studentim

vysvétlit propojeni s praxi, kdy chromatografii Ize stanovit aminokyseliny v krvi nebo

ve. . , v. s . . s 1
v moéi. Jejich nalez pfispiva k diagnostice nemoci.*

Vysledkem experimentu je chromatogram (viz obr. 82), na némz lze pozorovat

jednotlivé stopy aminokyselin. Tento pokus trva déle vzhledem k nutnosti navazeni
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aminokyselin a michani roztok(. Nicméné pokud studentdm roztoky pfipravime dopredu,

nebude problém pokus zvladnout v klasické vyucovaci hodiné.

Jak jsem jiz v postupu upozornila, je potfeba si ddvat pozor na horsi rozpousténi
L-cysteinu v destilované vodé, coz lze vyresit pfidanim mensiho mnoiZstvi ethanolu. Avsak
po naneseni roztokl na start je dilezité neopomenout diikladné vysuseni. Na obrazku 83
je vidét, co se stane, kdyZz je vysuSeni opomenuto. HorSi rozpustnost také mize
zkomplikovat chromatografii a to tak, Ze koncentrace L-cysteinu na startu nebude
dostate¢nd. Nanesla jsem proto latku na start, nechala jsem desti¢ku vysusit a tento
postup jsem zopakovala tfikrdt za sebou. Je potreba si davat pozor, aby latka byla
nanesena vzdy na stejné misto. Pfi praci sninhydrinem je vhodné pouZit ochranné
rukavice, jinak dojde k potfisnéni za vzniku modrofialovych skvrn. Studentim je dobré
toto upozornéni vysvétlit v ndvaznosti na to, Zze to je dlikaz pouziti ninhydrinu jako

detekéniho Cinidla. Lidské pokozka obsahuje aminokyseliny, proto dojde téz k detekci.

Pokud se vyZaduje, aby studenti méli v seSitech zaznam, doporucuji vysledny
chromatogram vyfotit. Druhy den po provedené chromatografii jsem jiz zaznamenala

vyblednuti stop.

3.6.2 DVOJROZMERNA CHROMATOGRAFIE BILKOVINNEHO HYDROLYZATU NA ZAKLADE
UCBNICEZ20
Chemikalie: fenol, destilovanda voda, bilkovinny hydrolyzat Maggi, butanol, koncentrovana

kyselina octovd, ninhydrin, aceton

Pomlcky: pipeta, chromatografickd komora, odmérné valce, silufol, kapilary, pravitko,
nhzky, fixirka, susarna, stojan, laboratorni klesté, kiizova svorka, sklenény zvon, sklenéna

tycCinka, analytické vahy
Pfedpokladana doba trvani: 7 — 8 hodin

Do rohu chromatografické desky silufolu jsem nanesla bilkovinny hydrolyzat Maggi
tak, aby naneseny vzorek byl ve vzdalenosti alespori 1,5 cm od obou okrajii desky.
Pro prvni vyvijeni jsem pouzila smés rozpoustédel butanol, kyselina octovd a voda
vpoméru 4 :1: 1, tak jako tomu bylo v pfedeslém pokusu (viz kap. 3.6.1). Chromatogram
jsem nechala vyvijet ve velké kadince pod sklenénym zvonem. Vyvijeni trvalo tfi hodiny a

tficet minut. Po vyjmuti desky je potieba nechat ji dikladné ususit, nejlépe do druhého
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dne. Z ¢asovych davod( jsem s chromatografickou deskou pracovala po uplynuti jednoho

tydne.

Poté jsem pfristoupila k druhé fazi pokusu. Zacala jsem ptipravou druhé smési
rozpoustédel. Smichala jsem fenol a vodu v poméru 4 : 1, konkrétné 4 g fenolu a 1 ml
destilované vody. Chromatografickou desku s nanesenym roztokem jsem nechala vyvijet a
to tak, Ze jsem ji otocila o 90 stupnl. Naneseny roztok byl tedy opét na startu. Vyvijeni
trvalo tfi hodiny. Pfed postfikdni roztokem ninhydrinu je nutné chromatogram opét

nechat vysusit.

Po uplynuti jednoho tydne jsem postfikala desku detekénim cinidlem - roztokem
ninhydrinu, ktery jsem pfipravila stejnym zplisobem, jako tomu bylo v predchozim pokusu
(viz kap. 3.6.1). Desku jsem vloZila do susarny pfi teploté 80°C a po 10 minutdch jsem ji

vyjmula.

ke 1 f
ot

smér 2

Obrazek 84: vysledny chromatogram bilkovinného hydrolyzatu Maggi (smér 1 - butanol / kyselina
octova / vodav poméru4:1:1; smér2 - fenol / vodav poméru 4: 1)

| vtomto experimentu jsem se inspirovala stejnou uéebnici® jako v predchozim
pripadé (viz kap. 3.6.1), ovSsem provedla jsem mensi Upravu a to takovou, Ze jsem pro

tento pokus pouzila misto jednotlivych aminokyselin bilkovinny hydrolyzat Maggi.

Jednotlivé chromatogramy jsem nechala vysouset jeden tyden. Po prvnim vyvijeni
bylo vSe v pofddku a mohla jsem pokracovat dal. Po uplynuti tydne po druhém vyvijeni

jsem zaznamenala zménu na chromatografické desce (viz obr. 85).
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Obrazek 85: 1 tyden po druhém vyvijeni, chromatografie bilkovinného hydrolyzatu Maggi

Vysledny chromatogram (viz obr. 84) je dlikazem toho, Ze bilkovinny hydrolyzat
Maggi je slozen z mnoha aminokyselin. Z ¢asovych divodl tento pokus do béziné vyuky
zaradit nelze. Jeho zafazeni bych vidéla jako mozné v pfipadé chemického krouzku.
| vtomto pripadé je ¢asova ndro¢nost problematicka. Resenim by bylo, kdyby vyvijeni
provadél a kontroloval uditel, coz je potiebné také vzhledem k pouziti velmi zZiravé latky —
fenolu. Z toho dlivodu lze tento pokus zaradit mezi demonstracni pokusy. Avsak Z4ci
mohou v ramci krouzku monitorovat chromatografické desky po vysuseni, provést detekci
pomoci ninhydrinu a cely pokus zdokumentovat a vypracovat laboratorni protokol.
Upozornuji, Ze se jednd o aminokyseliny a vzhledem ke zkuSenosti s rychlym vyblednutim

doporuduji Zakim pripomenout, aby si pofidili fotografie.

Casovou ndro¢nost pokusu jsem se snaZila vyredit pouZitim chromatografické
destic¢ky silufolu s mensim rozmérem. K Uspore casu sice doslo avsak na ukor kvality,
proto tento postup doporucit nemohu (viz obr. 86). K nedoporuceni tohoto postupu
prispél také fakt, Ze stakto malou destickou se v chromatografické komore Spatné

manipuluje a proto je na obrazku patrné vymyti.

% ;
smér 2

Obrazek 86: vysledny chromatogram bilkovinného hydrolyzatu Maggi na malé chromatografické
desti¢ce (smér 1 - butanol / kyselina octova / voda v poméru 4 :1:1; smér 2 - fenol / voda v poméru
4:1)
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3.6.3 OPAKOVANE VYVIJENi CHROMATOGRAMU
Chemikalie: bilkovinny hydrolyzat Maggi, destilovand voda, butanol, koncentrovana

kyselina octova, ninhydrin, aceton

Pomticky: hodinova sklicka, pipety, chromatografickd komora, odmérné valce, silufol,

kapilary, pravitko, ntzky, fixirka, susarna, stojan, svorka, laboratorni klesté, kfizova svorka
Predpokladana doba trvani: 3 hodiny 30 minut

Ve snaze nahradit ¢asové narocnou dvojrozmeérnou chromatografii (viz kap. 3.6.2)
bych rdda upozornila na opakované vyvijeni chromatogramu s nanesenym vzorkem
Maggi. Princip metody tkvi vtom, Ze poté co je provedena chromatografie a
chromatograficka deska se nechd vysusit, tak se da opét vyvijet. Tento postup lze

opakovat nékolikrat za sebou.

Nejdfive jsem smichala Maggi a destilovanou vodu v poméru 1 : 10. Latku jsem
nanesla pomoci kapilary na start chromatografické desky silufolu v péti bodech. Desku
jsem nechala vyvijet v chromatografické komore za pouziti vyvijeciho rozpoustédla
butanol / kyselina octova / voda v poméru 4 : 1 : 1. Po vyjmuti z komory jsem nechala
desticku uschnout, odstfihla jsem prvni stopu a pokracovala ve vyvijeni. Tento postup
jsem opakovala tak dlouho, dokud nezbyla pouze posledni stopa, to znamena pétkrat.
Detekce se provadi opét roztokem ninhydrinu. Po postfiku ninhydrinem je potreba vlozit

jednotlivé desticky do susarny pfi nastavené teploté 80 °C.

Obrazek 87: vysledny chromatogram bilkovinného hydrolyzatu Maggi (vyvijeni provedeno zleva: 1x,
2%, 3%, 4%, 5x)
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Z vysledného chromatogramu (viz obr. 87) je patrné, Ze doslo k posouvani startu.
TéZ je markantni rozdil mezi jedenkrat vyvijenym chromatogramem a pétkrat vyvijenym.

Postupné dochazi k lepsi detekovatelnosti jednotlivych aminokyselin.

V souvislosti s timto pokusem doporucuji Maggi opravdu fedit. Pfi zkoumani, jaky
pomér Maggi a destilované vody je nejlepsi, se mi nejvice osvédcil pomér 1 : 10. Pfi

pouziti koncentrovaného roztoku jsou aminokyseliny Spatné detekovatelné (viz obr. 88).

1!

"l
%
Yy |

Obrazek 88: vysledny chromatogram koncentrovaného roztoku Maggi (vyvijeni provedeno zleva: 1x,
2%, 3%, 4%, 5%, 6x)

| kdyZ je opakované vyvijeni podstatné casové méné narocné nez dvojrozmérna
chromatografie, i tak je potfeba do tohoto pokusu jisty ¢as investovat, tudiz bych spise
zauvazovala nad tim zaradit jej do chemického krouzku. Velkou vyhodu také spatfuji
v tom, Ze nedoslo k pouziti fenolu, diky ¢emuz nemusi byt tento pokus nutné rfazen mezi
demonstracni. Vzhledem k postupnému blednuti aminokyselin nema smysl si vysledny

chromatogram zakladat a doporucuiji jej vyfotit.
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V experimentdlni  Casti prace jsou rozpracovdany nejen pokusy ze
stdvajicich ucebnic a jiné literatury, ale i dalsi experimenty, které Ize s Uspéchem zaradit
do pfipravy ucitelt (viz kap. 3.1.5, 3.1.6, 3.2 a 3.6.3). Kapitola 3.1 - Chromatografie fixu
obsahuje pokusy, které jsou nenarocné na Cas a vybaveni. Lze je provadét na kridé,
filtracnim papiru, silufolu nebo i na pruhu bavinéné bilé latky. Jsou zde uvedena
doporuceni tykajici se vybéru rozpoustédel. Zajimavym pokusem zejména pro mladsi Zaky
je chromatografie na kavovych filtrech spojena s vyrobou motyla (viz kap. 3.1.6), kterou
Ize provést i v nelaboratornich podminkach. Chromatografie inkoust(i do plnicich per (viz
kap. 3.2) se v ucebnicich zatim nevyskytuje. Drive se chromatograficka analyza inkoust(
vyuZivala v kriminalistice. Zaci nebo studenti mohou ve vyucovacich hodinach
identifikovat jednotlivé slozky smési inkoustl. Chromatografii smési indikatord (viz
kap. 3.3) je nutné zaradit mezi pokusy demonstra¢ni vzhledem k nutnosti pouZit
methanol. Pro tento experiment doporucuji pfipravit si smési indikatorl samostatné
v laboratofi. Nedoporucuji pouZit univerzdlni indikdtor vzhledem k obtiznosti urcovani
jednotlivych slozek. V kapitole 3.4 — Chromatografie potravinarskych barviv jsou uvedeny
dva experimenty. Jeden experiment je vénovan barviviim z lentilek (viz kap. 3.4.1) a
barvam na vajicka (viz kap. 3.4.2). Z téchto dvou pokust doporucuji experiment s barvami
na vaji¢ka. Chromatografie listovych barviv nebo spiSe obecnéji rostlinného materidlu (viz
kap. 3.5) je vedle chromatografie fixd nejéastéji se vyskytujici pokus v ucebnicich pro
zakladni a stfedni Skoly. Po porovnani nékolika pokus( z u¢ebnic doporucuji experimenty
uvedené v kapitolach 3.5.4, 3.5.6, 3.5.7. Doporucuji provést chromatografii zelenych i
Zlutych listd, kde se prokaze pfitomnost ¢i nepfitomnost chlorofylu. Zajimavym
experimentem je chromatografie henny (Lawsonia inermis). Posledni kapitolou
v experimentdlni ¢asti je chromatografie aminokyselin (viz kap. 3.6), kde je rovnéz
zahrnuta dvojrozmérnd chromatografie a opakované vyvijeni chromatogramu. Zarazeni
dvojrozmérné chromatografie aminokyselin bych vidéla jako moiné v pfipadé
chemického krouzku. | vtomto pfipadé je vSak na prekdzku ¢asova narocnost a pouziti
velmi Ziravé latky — fenolu. Opakované vyvijeni chromatogramu je casové méné ndrocné,
avsak presto je moiné tento experiment zcasovych davodl doporudit spise do

chemického krouzku.
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ZAVER

27,28,30
h

Teorie chromatografie je nejlépe zpracovana v ucebnicic , kde je

srozumitelné vysvétlen princip metody. Velmi efektivni se mi jevi vysvétleni principu

2839 kdy si 24k mUze cely proces

chromatografie v souvislosti s pokusem (viz literatura
predstavit. V literatufe® je sice téma chromatografie rozpracovano z uvedenych uéebnic
nejpodrobnéji, ale takové zpracovani tématu je pro stfedni Skoly podle mého ndazoru
zbytecné rozsahlé. PFilis informaci Zaky ¢asto naopak spiSe demotivuje. Také je nutné vzit
v Uvahu ¢asové moznosti, kdy ve vétSiné Skol neni mozné zabyvat se chromatografii

nékolik hodin. Z toho dtivodu bych literaturu®® nedoporudila.
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RESUME

RESUME

This diploma thesis deals with the topic of chromatography in the chemistry lessons.
Chromatography, which is nowadays a widely used method in analytical chemistry, is in
various rate incorporated in tuition at schools. In various rate is also dealt with by
textbooks and other literature meant for teachers and students and their teaching and
studying respectively. This thesis consists of three main parts. The first handles history of
chromatography and is followed by the theoretical part and the experimental one.
Chromatography, whose purpose is division of separate constituents from the mixture, is
further divided according to various criteria, f.e. the separation mechanism, state of the
mobile phase or depending on setting. Theoretical part explains the basics of
chromatography and also offers clear division of the chromatography methods. Its main
focus is though paper, thin-layer and column chromatography. These are later used in the
experimental section, which shall serve as the inspiration for the school teachers.
Experimental section also offers a ranged broad variety of experiments concerning with
the chromatography of markers, pen inks, indicator mixtures, food colourants, plant
pigments and amino acids. The contents of this thesis are: comparation of textbooks,
especially in terms of experiments; possible modification of experiments;
recommendations and conclusion. It also offers experiments, so far not present in the
textbooks and that makes them possible to integrate to the education of future and

contemporary teachers.
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