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INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

Stanoveni fenolickych latek pomoci kapalinové chromatografie

A) Princip extrakce podle Randalla

Extrakci provadime ve tech krocich:

1. Vareni

Vprvni fazi je extrakéni prst obsahujici vzorek
ponoien do vrouciho rozpoustédla v kadince -
obdobn¢ jako ¢ajovy sacek v Salku s horkou vodou.
Vétsina  latek, které chceme extrahovat, se do
rozpoustédla dostanou prave v tomto kroku. Horni
¢ast aparatury slouzi jako chladi¢ a rozpoustédlo,
které kondenzuje na jeho sténach, kape zpét do
extrakéniho prstu se vzorkem.

2. Vymyvani

Ve druhém kroku je extrakéni prst vytazen nahoru
mimo extrakéni kadinku. Vzorek je promyvan pouze
rozpoustédlem, které kondenzuje z chladnych stén
chladi¢e a rozpousti tak latky, které se doposud
nerozpustily v rozpoustédle.

3. Zahusténi

Pro zahusténi vzorku pouze zavieme kohout pod
chladicem. Kondenzat se bude zachycovat ve spodni
casti chladice.
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B) Extrakce na tuhou fazi (SPE)

SPE je technika, ve které se analyt sorbuje na tuhou fazi z faze kapalné. Interakce analytu s
tuhou fazi musi byt siln&jsi neZ s fazi kapalnou, ve které je analyt rozpustén. Sorbent je uloZen
v trubi¢kach z polypropylenu nebo ze skla anebo slisovan se sklenénymi vldkny do diski.
SPE se pouziva pro izolaci, ¢isténi a zakoncentrovani analytu. Po extrakci na tuhou fazi je
analyt v roztoku, obsahuje minimum interferujicich latek a je v dostate¢né koncentraci.
Mechanismus retence v SPE je stejny jako v kapalinové chromatografii, a proto i pouzivané
sorbenty jsou podobné. Pouzivaji se chemicky obracené véazané faze na bazi silikagelu,
normalni faze a iontové vymeénné faze, ale 1 celd fada dalSich sorbentd.
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B - davkovani vzorku ®m nedistoty
C - promyvani o analyty
D -eluce

C) Kapalinova chromatografie

Chromatografie je zaloZena na rozdilné distribuci délenych latek mezi dvé rizné nemisitelné
faze.

Stacionarni faze = napln kolony, mobilni faze = rozpoustédlo protékajici kolonou.
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Jak rychle budou jednotlivé slozky analytu postupovat kolonou, bude zaleZet na nékolika
faktorech. Napiiklad na draze analytu mezi zrnky staciondrni faze (obr. 1) a jak hluboko
budou schopny do stacionarni faze penetrovat (obr. 2). Cim delsi bude &as zdrzeni (tedy
absorpce) ve stacionarni fazi, tim vétsi bude mit dand slozka retencni Cas.

Kapalinovy chromatograf se sklada z téchto casti:

1. Zéasobniky mobilni faze

2. Degasser (odstrafiuje vzduchové bublinky z mobilni faze)
3. Cerpadla mobilni faze

4. Kolona

5. Detektor

6.

Datova stanice

Néplnové kolony jsou zpravidla trubice z nerezové oceli o priméru 1 az 5 mm obsahujici
adsorbent nebo nosi¢ se zakotvenou kapalnou fazi, délka napliovych kolon byva od jednotek
do desitek centimetrti (5 az 25 cm). Jako napln se nejcastéji pouzivad modifikovany silikagel (s
vazanou fazi jako napt. C8, C18, CN, fenyl atd.) nebo polymer s vdzanou fazi.

Nejcastéjsim typem detektoru je UV/VIS detektor s diodovym polem. Obsahuje lampu nebo
vybojku svitici danou vlnovou délkou na vzorek vychdzejici z kolony a méfi jeho absorbanci.
Diodové pole umoziiuje proméfit absorpéni spektrum v urcité oblasti vinovych délek.

V nasi laboratofi je umistén ultrarychly kapalinovy chromatograf (UPLC) a pro stanoveni
fenolickych latek (napf. benzoova kyselina) se pouzivad tzv. reverzni tedy obracené faze.
V takovém piipad¢ je staciondrni fdze kolony nepolarni a mobilni faze je polarni (obsahuje
napt. vodu, methanol aj.).

Chromatogram se vyhodnocuje pomoci tzv. standardu latky (velmi ¢ista latka), podle kterého
zjistime reten¢ni Cas hledané latky. Integraci plochy piku zjistime mnozstvi obsazené latky.
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Studenti nazorné vidi extrakci, kyselou hydrolyzu a extrakci na tuhé
fazi (kolonky SPE)

ch dlvodu pro praktickou ¢ast student obdrzi vzorek po

extrakci na tuhé fazi a s pomoci lektora provede jen analytickou

koncovku na HPLC.

Ukol: Stanovte mnoZstvi fenolickych kyselin v biologickém materialu

Chemikdlie: benzen, ethanol, methanol, kyselina chlorovodikova (6 mol/l), askorbova
kyselina, hydroxid sodny (2 mol/l)

Vzorek: mleté skofice (b&ézné potravinaiska), dfevni piliny

Princip:

Vzorek se v prvém kroku extrahuje v acetonu. Po dekantaci se v druhém kroku fenolické
latky extrahuji ethanolem. Ziskany extrakt se podrobi kyselé¢ a zasadité hydrolyze, abychom
ziskali nejen volné fenolické kyseliny, ale také vazané.

Na zavér se ziskané frakce vzorku podrobi extrakci na pevnou fazi, abychom se zbavili vSech
nezadoucich pfimési.

Postup:

Navazte 1g vzorku biologického materidlu (skofice, dievo), ptfidejte 100 mg kyseliny
askorbové a vlozte do extrakéniho prstu. Na extrakcéni prst nasad’te magneticky krouzek a
prichyt'te do extraktoru. Do extrakéni kadinky odméite valcem 30 ml acetonu a nasroubujte
na zavit. Extraktor spustte dolii a za¢néte zahtivat na 75°C po 30 minut. Po uplynuti doby
zvednéte extrakeni prst a nechte okapat, poté vlozte extrakéni kadinku s 80% ethanolem a
op¢t zahtivejte 30 minut na 115°C. Poté zvednéte extrakéni prst a opét nechte chvilku okapat.

Ze ziskaného ethanolového extraktu odeberte 3x5 ml. K prvni ¢asti pridejte 600 pl kyseliny
chlorovodikové a dejte stranou. Ke druhé ¢asti pfidejte 5 ml hydroxidu sodného a nechejte 30
minut stat, poté okyselte kyselinou chlorovodikovou na pH=2 (zkontrolujte pH lakmusovym
papirkem). Ke tfeti casti ptridejte 5 ml kyseliny chlorovodikové a dejte na 40 minut vafit do
vodni lazné.
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Vsechny tii ziskané extrakty pouZijete pro extrakci na tuhé fazi (SPE).

Kolonka SPE: Strata-X
- Kolonka pracuje na principu reverzni faze
- Zvysuje retenci polarnich a aromatickych sloucenin
- Silny p-p reten¢ni mechanismus dovoluje promyti s vysokym obsahem organického
rozpoustédla (> 5%) bez poskozeni analytu
- Utinné zadrzuje hydrofobni necistoty

Postup SPE:

Kondicionace: 0,5 ml methanol

Ekvilibrace: 0,5 ml deionizovana MQ voda
Naneseni vzorku: 0,5 ml vzorku

Eluce analytu: 1,0 ml methanol

Eluat odpaite do sucha na dusikové odparce a rozpustte v 1 ml smési 10% acetonitril/90%
H,0 s 0,2% kyselina octova. Roztok piefiltrujte ptes teflonovy filtr do minivialky.

Analyticka koncovka - vlastni méreni na chromatografu — Platin Blue Knauer

Minivialku s pfipravenym vzorkem vlozte do autosampleru, zkontrolujte nastaveni pfistroje
(viz nize). Analyzujte dvojice dfevo/skofice v tomto potadi: i) nehydrolyzované, ii) kysele
hydrolyzované, iii) basicky hydrolyzované. Analyzu zahajte dle pokynu lektora. Nakonec
proved’'te vyhodnoceni — vybrané piky kvalitativné i kvantitativn¢, vzdy porovnejte vzorek
dfeva a skofice.

Nastaveni kapalinového chromatografu:

Mobilni faze: gradient Parametry pfistroje
t (min) | voda (A) | acetonitril (B) | parametr nastaveni
0,00 90 10 kolona Kinetex C18
2,40 90 10 teplota kolony 30 °C
3,10 84 16 pritok mobilni faze 2 ml/min
3,50 86 14 vlnova délka detektoru | 270 nm
3,60 82 18
3,90 83 17
7,00 90 10
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Vypocet:
Z plochy piku fenolickych kyselin vypocitejte jeji mnozstvi ve vzorku biologického materidlu
v mg/g (vztazeno k navazce vzorku). Vypocet bude proveden dle pokynti lektora.

Tato tloha je do cviceni predmétu Chemie obecna zafazena v ramci projektu
»CZ.1.07/2.2.00/28.0021: Pruiezova inovace studijnich programi Lesnické a dievai'ské
fakulty MENDELU v Brné (LDF) s ohledem na discipliny spolecného zakladu®. Analyza
probiha ve specializované laboratori HPLC.



