Protokol z praktického cvi¢eni z biochemie

Téma: Separac¢ni techniky

Uloha 1: Déleni smési hemoglobinu a ferrikyanidu gelovou
filtraci.

ﬁkoly:
e Zabsorpéniho spektra ferrikyanidu wur¢ete vlnovou délku vhodnou k jejich
spektrofotometrickému stanoveni.
e Sestrojte kalibra¢ni ptimku pro ferrikyanid.

e Proc¢ nelze zméfit koncentraci obou analytii jednoduse spektrofotometricky? (Podivejte
se na absorpcni spektrum obou latek.)

e Separujte obé latky gelovou filtraci a urcete jejich koncentraci.

Princip:

Pozorovani/Vysledky:

Kalibrace:

Ferrikyanid , A=

C1= =
Co= =
C3= =
C4= =
Cs= =
Cs= =

Zavér:



Uloha 2: Tenkovrstevna chromatografie rostlinnych barviv

Ukoly:

Pomoci tenkovrstevné chomatografie rozdélte smés rostlinnych barviv. Pouzijte dva
ruzné systémy mobilnich fazi (vysoce nepolarni hexan a caste¢né polarni smés hexanu
S acetonem).

S pomoci krouzkového asistenta identifikujte jednotlivé pigmenty na chromatogramu,
ktery jste vyvijeli v ¢astecné polarni mobilni fazi. Spocitejte Rf pro vSechny pigmenty.
Identifikujte jednotlivé pigmenty na chromatogramu vyvijeném v hexanu (to ud¢lejte
bez pomoci asistenta).

Rozhodnéte, ktera ze zelenych skvrn patti chlorofylu a ktera predstavuje chlorofyl b.
Sviij zavér zdlvodnéte. Potfebné vzorce obou chlorofylll najdete niZe.

Zvyraznéte rozdil(y) mezi luteinem a B-karotenem (vyuzijte vzorct nize) a
rozhodnéte, ktery z nich je polarngjsi. Je tento rozdil v souladu s odlisnou pohyblivosti
téchto pigmentil v ¢aste¢né polarni mobilni fazi?

Vysvétlete, pro¢ nedoslo k separaci vétSiny pigmenti v hexanu.

Princip:

Pozorovani:

Zavér:
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H CHz H CHe H H H H H
Mgk, LHz I I | |

' | ML, CH
C C C C C C C C C 3
N/ N N N N N N N %Eﬁ
| | | |

C
| I | | |
"aw B H H H H H cHy H
Hzl
B-karoten
HzC. CHz H CHz H CHy H H H H H
| | | | | | | ! |
1 L B rHg

C C C C C C
S e N N N Nl S S Ny

[ [ [ [ [ | |
Hz H H H H H t H CHz H

. H=C
Lutein 3

Uloha 3: Dialyza
Ukol: Ovgite polopropustnost dialyzaéni membréany.

Princip:

Pozorovani:

Zavér:



