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Chromatografie
Zdroj: http://www.scifun.org/homeexpts/homeexpts.html [34]

Didakticky zdmér: Vysvétleni pojmu chromatografie.

Popis: Zaci si vyzkousi velmi jednoduché déleni latek pomoci papirové chromatografie.
Ptipravi si prouzek filtratniho papiru, na ktery nanesou barvy podle jejich
uvazeni. Po ukonceni vyvijeni a uschnuti chromatogramu z n¢j vyctou hodnotu
vzdalenosti Cela od startu a stfedy jednotlivych analytd od startu. Ze ziskanych
hodnot vypocitaji retardacni faktory.

Vyhody: Levné, jednoduché a rychlé.

Nevyhody: Nejdelsi je vyvijeni v Alp&®. Nevznikaji velké skvrny, ale dlouhé protahlé

skvrny, proto se velmi téZko urcuje jejich stied.

ZkuSenosti pfi realizaci: Z divodu pfilepeni filtracniho papirku k vicku, je dobré nejprve

zjistit, jak dlouhy musi byt filtra¢ni papir (odhadnout dle velikosti sklenice,
vV niz se bude chromatogram vyvijet). Nesmi byt pfili§ dlouhy, aby se start
nepotopil, ani ptili§ kratky, protoze by se filtra¢ni papir v rozpoustédle viibec
neponofil.

Misto potravinaiskych barviv lze pouzit lentilky, fixy, dale také Tang nebo
dalsi ptipravky, které obsahuji barviva.

Bylo by vhodné také predem vysvétlit, k cemu se chromatogramy a retardacni
faktory vyuZivaji.

Mozné4 modifikace: Ulohu Ize provést tak, Ze nejprve se provede stanoveni retardacnich

faktorti pro zndma barviva (Zlutd - E102, E104 a E110; modré - E132 a E133;
Cervend - E120, E122, E124, E127 a E129). Poté se provede rozdeleni smési
barviv, napt. zelené barvivo je smeési zlutého a modrého barviva. Porovnanim
retardacnich faktorii se posléze identifikuji konkrétni barviva.

Typ experimentu: laboratorni, demonstra¢ni
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Nazev: Déleni barviv pomoci papirové chromatografie
Doba experimentu: cca 40 minut
Zadani: Rozdglte potravinafskd barviva pomoci Alpy® a vody a vypoditejte jejich
retardacni faktory
Chemikalie a pomiicky: voda, Alpa®, potravinafska barviva, 2 vyssi sklenice s vicky,
lepenka a filtracni papir

Nakres aparatury:

| prouzek filtraCniho papiru
&« svyznacenym startem
(chromatogram)

] /rozpouétédlo
N |

Princip: Chromatografie je analytickd metoda, pfi které dochazi k separaci (neboli
déleni) latek ve smeési. V zasadé poskytuje kvalitativni, ale nékdy 1 kvantitativni
informace o vzorku. Jinymi slovy nam mize zodpovédét, jaka latka, popiipadé
jaké mnoZstvi, je ve vzorku obsazeno.

Chromatografie vyuziva rozdé€leni latek mezi pohyblivou (mobilni)
a nepohyblivou (stacionarni) fazi. Pohyblivou fazi byva kapalina nebo plyn
a nepohyblivou fazi byva kapalina nebo pevna latka. Ne&ktera latka vice
interaguje s pohyblivou fazi a jina latka interaguje zase Iépe s fazi nepohyblivou.
Pokud nechame prochazet pohyblivou fazi pfes nepohyblivou, latka, ktera 1épe
interaguje s fazi pohyblivou je unasena rychleji, nez latka, ktera interaguje 1épe
s fazi nepohyblivou.

V nasem piipadé se jedna o tzv. papirovou chromatografii (PC). Nepohyblivou
fazi je papir nasyceny za danych podminek kapalinou, vodou. (Na kazdém
papiru je za danych podminek ¢aste¢né adsorbovana voda z okoli). Pohyblivou

fazi je kapalina, v naSem p¥ipadé voda nebo Alpa®.
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Pti vlastni papirové chromatografii pohyblivda faze vzlind poéry papiru,
nepohyblivé faze, a unasi latky ze vzorku, které interaguji razné, jak jiz bylo
feeno, s pohyblivou a nepohyblivou fazi. Rychlost pohybu jednotlivych latek
je pak v soustavé rizna, a tim dochazi k jejich separaci.

Jak jiz bylo uvedeno, chromatografie je analytickou metodou. Jednotlivé
separované analyty se Casto charakterizuji tzv. retardaénim faktorem (Rg).
V dané soustavé definované pohyblivou a nepohyblivou fazi je tento faktor
pro danou latku charakteristicky. Pro dané latky jej lze stanovit a tabelovat.
Pokud se posléze provadi analyza neznamé smési pomoci stejné pohyblivé
a nepohyblivé faze, mohou se vysledné retardacni faktory jednotlivych slozek
nezndmé smeési porovnat s tabelovanymi hodnotami. V ptipadé€, ze se nckteré
hodnoty shoduji nebo se pohybuji ve velmi malém rozsahu od dané hodnoty,
S nejveétsi pravdépodobnosti se jednd o tutéz latku, které ptislusi retardacni
faktor. Piikladem miZe byt analyza benzinu, ktera se provadi pomoci plynové
chromatografie. Postupné se zjisti retardacni faktory standardi jednotlivych
uhlovodik, jejichz pfitomnost v benzinu ocekavame, a pak se provede analyza
benzinu. U jednotlivych analytii se provede vypocet retardacniho faktoru a poté
se podle hodnot pfifadi k jednotlivym analytim ptislusny uhlovodik.

Stanoveni retardacnich faktorti v papirové nebo tenkovrstvé chromatografii
probihéd nasledovné. Zméti se vzdalenosti ¢ela od startu, dm, (kam az doputuje
pohybliva faze) a dale stfedu skvrny od startu, d;, kterou vytvari délené latky,

viz obrazek. Retardacni faktory se vypocitaji podle vztahu R; = 4

m

Celo pohyblivé faze
H
o oo R, O
il d .
o dm
dm — vzdalenost Cela pohyblivé faze
e ® od startu
e o y d d;— vzdalenost stfedu skvrny i-tého analytu
N od startu

start
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Postup: 1) Piipravte si dva prouzky filtratniho papiru, rozméry upravte tak, aby se
filtracni papir dal snadno piichytit na vicko sklenice (je potieba, aby filtracni
papir nebyl piili§ kratky nebo zase ptili§ dlouhy).

2) Do jedné sklenice nalijte Alpu® a do druhé vodu tak, aby jejich hladina sahala
asi do vySky 1 cm. Poté obé¢ sklenice uzaviete asi na 10 minut, aby se prostor
nasytil parami pohyblivé faze.

3) Na pfipraveny prouzek filtracniho papiru nakreslete velmi jemné obycejnou
tuzkou Caru ve vzdalenosti 1,5 cm od okraje. Tato Cara reprezentuje start
chromatografie. Na start si nakreslete tecky od sebe vzdalené ptiblizné 1 cm.
Na tyto tecky poté naneste jednotliva potravinafska barviva ve form¢é malé
kapky. Chvilku pockejte, az kapky uschnou.

4) Filtracni papir pfilepte na vicko sklenky tak, aby byl filtracni papir mirné
ponotfen do vody a Alpy®. Start NESMI byt ponoten do rozpoustédla.

5) Pozorujte zmény i €as pii déleni barviv.

6) AZ bude Celo 2 az 3 cm od vika, ukoncete chromatografii. Vyndejte prouzek
papiru ze sklenice, tuzkou si poznamenejte na papir ¢elo pohyblivé faze

a nechte uschnout.

Ukoly: 1) Pozorujte rychlost chromatografie ve vodé a v Alp&®. Jaky je rozdil?

3) Vypoctéte retardacni faktory Rg jednotlivych barviv.
Pt. Alpa®

Barvivo d; dm Rr
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Barvivo d; dm Rr
Pf. Voda
Barvivo d; dm Rr

4) Porovnejte hodnoty retardacnich faktorti ve vodé a v alpé.
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