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Cilem prvniho praktického cviceni je sezndmit se s laboratoti, nejbéznéjsimi pomuckami a ptistroji

v ni. Soucasné se sezndmite s nékterymi separacnimi technikami, které se pfi zpracovani biologickych
vzork( bézné pouzivaji — centrofugaci, filtraci, déleni smési vytfepavanim ¢i adsorpci. Podrobnéji se
diskutuji vlastnosti latek a soucdasti smési, na zakladé kterych se smési témito technikami déli.
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Uloha 1 - Déleni smési centrifugaci

1. Princip ulohy

V tomto laboratornim cviceni pouzijeme jako modelovou smés zfedéné mléko obarvené dvéma barvivy:
cervenou lipofilni latkou oznacovanou jako sudan Il (Obr. 1) a hydrofilnim modrym potravinarskym
barvivem, briliantovou modfi (zndmou téz pod kédovym oznacenim E-133, Obr. 2). Mléko je emulze typu
olej ve vodé: disperzni prostredi tvofi hydrofilni slozka, dispergovana soucast je tvorena predevsim tuky.
Emulze je stabilni z velké ¢asti diky bilkovindm, jejichz molekuly maji hydrofilni i lipofilni ¢ast. V prabéhu
praktického cvieni se pokusime modelovou smés rozdélit na jeji slozky rliznymi technikami. Zadnou
technikou neni mozné rozdélit smés zcela. Pro izolaci riznych sloZek se hodi riizné postupy, kazda technika
také ma jinou uc¢innost a ma jiné naroky na cas ¢i vybaveni.

V prvni Gloze se pokusime rozdélit emulzi prostou centrifugaci pfi dvou raznych relativnich centrifugacnich
silach: pomoci stolni mikrocentrifugy pfti priblizné 300x g a pomoci vysokootackové centrifugy pri 30 000x
g. Cas centrifugace bude v obou pfipadech stejny.
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Obrazek 1: Sudan Il

Obrazek 2: Briliantova modf (E-133)
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2. Provedeni Glohy

Mléko

Cisténa voda

Sudan Il 4 g-I'* v lihobenzinu @@

Briliantova modf (E-133) 0,25 g-I™ v destilované vodé

Pw MR

Pracovni postup

Priprava vzorku
Nafedte mléko 1:2 ¢isténou vodou: Do sklenéné kadinky pipetujte sklenénou pipetou 5 ml mléka a 10 ml
¢isténé vody. Opatrné promichejte.

K asi 10 ml zfedéného mléka pridejte 10 kapek roztoku cerveného barviva sudan v etanolu @@ a
10 kapek vodného roztoku modrého potravinadiského barviva briliantové modii (E-133). Zkumavku
uzavrete laboratorni félii (Parafilm) a promichejte pomoci vortexu.

Centrifugace

1. Napipetujte po 1 ml smési do dvou mikrozkumavek, zkumavky uzavrete.
2. Jednu mikrozkumavku centrifugujte 10 minut na stolni mikrocentrifuze.
3. Druhou mikrozkumavku centrifugujte 10 minut pfi 30 000x g ve vysokootackové centrifuze.

3. Ukoly

Porovnejte rozdéleni smési v obou pfipadech a vysvétlete rozdily.

Uloha 2 - Rozdéleni smési vytiepanim s chloroformem

1. Princip ulohy

Smés razné poldrnich latek mGzeme rozdélit mezi dvé vzajemné nemisitelné kapalné faze. Chloroform je
vyrazné hydrofobni, nepolarni organické rozpoustédlo. Je tézsi neZz voda a s hydrofilnimi latkami se
prakticky nemisi. Pfi tfepani smési hydrofilnich a hydrofobnich latek (v daném pfipadé emulze, jejimz
disperznim prostfedim je voda a disperznim podilem jsou z velké ¢asti tuky) se hydrofobni soucasti
rozpusti v chloroformu, hydrofilni zlistanou ve vodné fazi.
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8 :ﬂ/ Vodna faze
Obrazek 3: Déleni emulze
tfepanim s chloroformem.

Vlevo emulze obarvena modrym

Organicka (hydrofobni) faze  hydrofilnim a cervenym
hydrofobnim barvivem béhem
tfepani s chloroformem, vpravo po
oddéleni fazi.

2. Provedeni Ulohy

1. Zfedéné mléko obarvené sudanem lll a briliantovou modfi z pfedeslé ulohy
2. Chloroform (trichIormethan)@

Pracovni postup:

1. Odmérte 4 ml zredéného obarveného mléka z predchozi Ulohy do zkumavky se zdbrusovou
zatkou a pridejte 4 ml chIoroformu@.

2. Zkumavku uzavrete a tfepejte pomoci vortexu (nejvyssi pocet otacek) tfikrat po 30
sekundach. Obsah se musi pokazdé dokonale promisit.

3. Uzavrenou zkumavku nechejte stat ve stojanku, dokud se neoddéli vodna (horni) a
chloroformova (dolni) faze.

Pozor: Zbytky, které obsahuji chloroform, se likviduji jako nebezpeény odpad.

3. Ukoly

1. Porovnejte vzhled obou fazi. Srovnejte jejich zbarveni s plvodni smési. Vysvétlete rozdily.
2. Na strukturnich vzorcich obou pouzitych barviv vysvétlete, které ¢asti jejich molekul jsou
odpovédné za pozorované chovani.
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Uloha 3 - Adsorpce rozpusténé latky aktivnim uhlim

1. Princip ulohy

Aktivni uhli je Cisty uhlik v podobé, kterd ma mimoradné velky povrch. Tvofi jej ¢astecky grafitu, v nichz
jsou mikropdry (o velikosti Fadové jednotek nanometr( az desitek nanometrl). Pravé porozita Castecek
mnohonasobné zvysuje jejich adsorpcni povrch.

Aktivni uhli nespecificky vaze, adsorbuje, fadu latek. Obecné se uvadi, Ze adsorpce latek na uhli roste
s molekulovou hmotnosti, polaritou molekuly, poétem nasobnych vazeb a funkénich skupin.

Adsorpcni uhli se ¢asto pouziva k precisténi roztokl od malého mnozstvi kontaminantd. Zpravidla se do
roztoku pridd jako prasek, vznikla suspenze se po urcitou dobu promichava, aby probéhlo vyvazani
kontaminujicich latek, a pak se ¢astecky uhliku odfiltruji nebo odcentrifuguiji.

Vodna faze Zbytek vodné faze

prefiltrovana / z predeslého pokusu
T i

pres uhlikovy
filtr

Obrazek 4: Adsorpce aktivnim uhlim

Vpravo je zbytek smési délené
tfepanim v prfedchozim pokusu. Svétle
modré barvivo se pfi filtraci pres
uhlikovy filtr adsorbovalo na aktivni
uhli (vlevo). RiZové zabarveni filtratu
je zplisobené malym mnozstvim
cerveného hydrofobniho barviva,
které vodnou fazi kontaminuje a které
se na aktivni uhli adsorbuje mnohem
hire.
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2. Provedeni Glohy

1. Rozdélena smés z predchozi tlohy
2. Aktivni uhli (prasek)
3. Skladany filtr Filtrak 3b a pomcky pro filtraci

Pracovni postup

Kapatkem nasajte vodou fazi z pfedchozi ulohy a preneste ji do Cisté zkumavky.
K vodné fazi pridejte odhadem asi 0,2 g aktivniho uhli. Smés promichejte asi 1 min na vortexu
pfi nejvyssi rychlosti.

3. Papirovy filtr rozeviete a vlozte do nalevky. Navlhcete jej ¢isténou vodou.

4. Na navlhceny filtr nalijte smés vodné faze s aktivnim uhlim. Filtrat jimejte do Cisté zkumavky.

3. Ukoly

Porovnejte vzhled filtratu s plvodni smési a se zbytkem vodné faze z predesiého pokusu. Srovnejte jej
také se vzhledem zfedéného mléka. Vysvétlete rozdily.

Uloha 4 - Sublimace kofeinu z kavy

1. Princip uUlohy

Nékteré latky lze oddélit ze smési nebo precistit pomoci destilace ¢i sublimace. V obou pripadech se
vyuziva toho, Ze latka, kterou se snaZime precistit, ma jinou teplotu varu neZ ostatni slozky smési.
Zahtivanim smési dochazi ke skupenské pfeméné, izolovana latka se méni v plyn. Ten se od smési odvadi
a ochlazuje, pficemz dochazi ke kondenzaci zpét na kapalinu nebo pevnou latku. Pokud latku izolujeme
z kapalné smési, mluvime o destilaci; v pfipadé, Ze pti zahfivani dochazi k preméné z pevného pfimo na
plynné skupenstvi, hovofime o sublimaci.

V této uloze se pokusime izolovat kofein z praiené mleté kavy. VyuzZijeme toho, Ze kofein je relativné
termostabilni a jeho bod varu je 178 °C. Bod tani je vyssi (kolem 235 °C), takZe pfi zahfivani dochazi snadno
k sublimaci. Po ochlazeni par se srazi v podobé bilych jehlicovitych krystalkd.
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Obrazek 5: Kofein
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Vysusena mleta kava

Pisek

Obrazek 6: Sublimace kofeinu z kavy
2. Provedeni Ulohy

1. Prazena mletd kava vysusena pti 120 °C
2. Mofsky pisek, hlinikova félie, kadinka 250 ml, hodinové sklo

Pracovni postup

Asi 7 g mleté kavy suste 5 minut pfi 120 °C.
Pfipravte piskovou lazen: Do misky ze silnéjsi hlinikové folie nasypte mofrsky pisek. Umistéte
na vafi¢ v digestofi a ohrivejte asi na 200 °C (stupen 3).

3. Do Cisté a peclivé vylesténé kadinky presypte ususenou mletou kavu. Kadinku zaborte do
pisku v piskové lazni a zakryjte ji peclivé vycisténym hodinovym sklem.

4. Nechejte probihat sublimaci asi 5 minut. Pak kadinku s hodinovym sklem vyjméte a nechejte
vychladnout.
Pozor: Kadinka i hodinové sklo jsou horké! PouZijte klesté nebo izolac¢ni rukavici.

3. Ukoly

Pozorujte nalet krystall kofeinu na sténé kadinky.

Krystaly kofeinu

Obrazek 7: Krystaly kofeinu
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Uloha 5 - Rozpousténi slabé kyseliny v prostiedi
s riznym pH

1. Princip ulohy

Polarita organickych kyselin a bazi vyrazné zavisi na pH okolniho prosttedi. Napfiklad karboxylové kyseliny
v zasaditém prostredi vytvareji karboxylatové ionty; jsou tedy vyrazné poldrni a budou se relativné snadno
rozpoustét ve vodném prostiedi. Naproti tomu v kyselém prostfedi budou protonované, méné poldarni, a
jejich rozpustnost ve vodé tak bude nizsi. Tento jev je vyznamny napf. pro vstiebdvani 1ékd: vétSina
léCivych latek ma povahu slabych kyselin a/nebo zésad, pH prostredi se pfitom lisi v rdznych ¢astech
traviciho traktu.

V této uloze srovndme rozpousténi kyseliny salicylové v kyselém, zasaditém a pfiblizné neutralnim
prostredi.
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Obrazek 8: Kyselina salicylova

2. Provedeni Ulohy

1. Krystalicka kyselina salicylova
2. Kyselina chlorovodikové 2 mol-I*
3. Hydroxid sodny 2 mol-I'

Pracovni postup

Do tfi zkumavek nasypte malé mnozstvi (do kazdé asi 0,1 g) kyseliny salicylové.
Do prvni zkumavky pridejte asi 2 ml ¢isténé vody, do druhé asi 2 ml ziedéné kyseliny

chlorovodikové a do treti asi 2 ml roztoku hydroxidu sodného .
3. Zkumavky promichejte, pozorujte rychlost rozpousténi kys. salicylové.
4. Poté, co se ve zkumavce s hydroxidem kyselina zcela rozpusti, pridejte k tomuto roztoku asi

3 ml zfedéné kyseliny chlorovodikové a opatrné promichejte. Pozorujte zménu smési.
Pozor: Pfi neutralizaci se smés mUZe prudce zahfat, mize zacit viit a miZe vystfiknout.
Pracujte tak, aby usti zkumavky bylo odvracené od vas i osob stojicich v okoli!

4. Ukoly

1. Srovnejte rozpustnost kyseliny salicylové v kyselém, neutrdlnim a zasaditém prostredi.
2. Chemickymi rovnicemi popisSte déje, které jste pozorovali.




