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INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

Stanoveni sacharidii ve vybranych prirodnich matricich pomoci
kapalinové chromatografie s odparovacim detektorem rozptylu
svétla (HPLC-ELSD)

A) Ultrazvukova extrakce

Ultrazvukova extrakce je vyznamnou extrakéni metodou zejména diky jednoduchosti,
rychlosti a nizkym pofizovacim ndkladim. Vzorek se v ultrazvukové lazni intenzivné
pohybuje a tim dochézi k rozpadu shlukti Castic, pficemz tepelny rozklad je redukovan.
Zvysena ucinnost ultrazvukové extrakce je vysvétlovana narusenim bunécénych stén, snizenim
velikosti ¢astic a zvySenim uc¢innosti prenosu hmoty bunééného obsahu pii tvorbé a zaniku
kavitaénich dutin.

Plisobeni ultrazvuku na bunééné stény rostlin 1ze popsat nasledujicim zptisobem:

Ultrazvuk je schopen usnadnit bobtnani a hydrataci rostlinnych materiald, coz zpisobuje
rozsifeni péra bunééné stény. Tim se zvySuje rychlost pfenosu hmoty, a muize dojit i
k naruseni bunéénych stén, coz ma za nasledek zvysenou ucinnost extrakce a nizsi extrakéni
cas.

Kli¢ovym krokem k u¢inné extrakci ultrazvukem je optimalizace experimentalnich podminek,
jakymi jsou vykon ultrazvuku, teplota a cas.

B) Kapalinova chromatografie

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

Stacionarni faze = napli kolony, mobilni faze = rozpoustédlo protékajici kolonou.
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1) a jak hluboko budou schopny do stacionarni fize penetrovat (obr. 2). Cim delsi bude ¢as
zdrzeni (tedy absorpce) ve staciondrni fazi, tim vétsi bude mit dané slozka retenc¢ni Cas.

Kapalinovy chromatograf se sklada z téchto ¢asti:

1. Zéasobniky mobilni faze

2. Degasser (odstranuje 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 pouziva modifikovany silikagel (s
vazanou fazi jako napt. C8, C18, CN, fenyl atd.) nebo polymer s vdzanou fazi.

V nasi laboratofi je umistén ultrarychly kapalinovy chromatograf (HPLC) 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 cistéa latka), podle kterého
zjistime reten¢ni Cas hledané latky. Integraci plochy piku zjistime mnozstvi obsazené latky.

C) Detekce

Pro kvalitativni a kvantitativni vyhodnoceni sacharidi v redlném vzorku je pouzit tzv.
Odparovaci detektor rozptylu svétla, z angl. Evaporative light scattering detector (ELSD).

Tento typ detektoru zaznamenava rozptyl svétla na Casticich analytu, které vznikaji po
zmlZeni eluentu a nasledném odpareni rozpoustédla pouzitého jako mobilni faze. Jedna se o
citlivy a univerzalni detektor, ktery lze na rozdil od refraktometrického detektoru pouzit i
v ptipad¢ gradientové eluce. Je vhodny pro celou fadu latek, zejména pro ty, které ve své
molekule neobsahuji chromofor nebo fluorofor (sacharidy, lipidy, polymery apod.).

Detekce latek probiha ve tiech fazich (obr. 3):

Pfi vstupu eluentu (mobilni faze, 1) do zmlzovace (4) dojde k jeho zmlZeni inertnim plynem
(dusikem o rychlosti 0,4 az 3 I/min, 2). Zmlzeny eluent vstupuje do evapora¢ni komurky (6)
kde dojde k odpafeni mobilni faze a vytvoreni ¢asteCek méné t€kavého solutu. Ve zmlzovaci
dochazi ke kondenzaci eluentu, ktery je odvadén odpadnim vyfukem (odpad eluentu, 3) ze
zmlZovace, coZ je vyhodné zejména pii vysSich pritocich mobilni faze. Z tohoto diivodu se
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musi pouzivat mobilni faze s aditivy, které jsou dobfe té¢kavé, napt. octan amonny, hydroxid
amonny, kyselina mraven¢i nebo octovd. Zmlzeny eluent se solutem (5) dopadd do
evaporacni komiirky ve které nesmi dochéazet k rozptyleni solutu, aby eluujici piky byly ostré.
V optické komirce (7) dojde k rozptylu svétla pochazejiciho ze zdroje zareni (8) na
casteckach solutu a odezva fotodetektoru (9) je pfimo umérnd hmoté solutu prochézejici
optickym paprskem.

Eluent MF z kolony (1)

ZmlZovac (4) R
ZmlZovaci plyn
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Zdroj svétla (8)

Obr. 3 Schéma ELSD detektoru
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Studenti nazorné vidi extrakci.

ch divodu pro praktickou ¢ast student ober| vzorek po

extrakci ultrazvukem a s

koncovku na HPLC.

Ukol: Stanovte obsah sacharidii ve vybranych p¥irodnich matricich
Chemikalie: destilovana voda, askorbové kyselina
Vzorek: skoricovnik cejlonsky (Cinnamomum zeylanicum), kustovnice ¢inska (Lycium barbarum)

Stanovované sacharidy:

Monosacharidy: glukosa, fruktosa, xylosa, mannosa, rhamnosa
Disacharidy: maltosa

Princip:

Vzorek se extrahuje v ultrazvukové ldzni po dobu 15 minut pii laboratorni teploté
v destilované vod¢. Ziskany extrakt se prefiltruje a pievede do minivialky pro findlni
stanoveni HPLC-ELSD.

Postup:

Navazka vzorku (2 g skofice, 200 mg kustovnice Cinské) s ptfidavkem 100 mg kyseliny
askorbové bude extrahovana 20 ml rozpoustédla (destilovana voda) v ultrazvukové lazni
(SONOREX, Bandelin, Némecko) po dobu 15 minut pii laboratorni teploté. Vysledny extrakt
se prefiltruje pfes papirovy filtr. Pfed vlastni analyzou se extrakt ptefiltruje pfes nylonovy
mikrofiltr (@ 0,45 um).



el ..
*
** ir* ...
o * * ® .
evropsky L _

SOCIa'In{. - MINISTERSTVO SKOLSTVI OP Vzdélavani
fondvCR EVROPSKA UNIE 'E A TELOVYCH pro konkurenceschopnost

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

Analyticka koncovka - vlastni méreni na chromatografu — Platin Blue Knauer

Minivialku s pfipravenym vzorkem vlozte do autosampleru, zkontrolujte nastaveni pfistroje
(viz nize). Analyzu zahajte dle pokynu lektora. Nakonec proved’te vyhodnoceni — vybrané
piky kvalitativné i kvantitativné, vzdy porovnejte vzorek kustovnice ¢inské a skofice.

Nastaveni kapalinového chromatografu (HPLC) a ELSD:

lg\:gzilel:tiizée:eluce Parametry kapalinového chromatografu (HPLC)
! voda acetonitril Parametr Nastaveni
(min) | (A) (B)
0 26 74 Kolona irgx;ari(;a;zz))hydrate (250 mm x
9,90 26 74 Teplota kolony 30 °C
10,00 32 68 Pritok mobilni faze 1 ml/min
15,00 32 68 Nastrik Sul
15,10 26 74 ELSD detektor
17.00 2% 74 Teplo‘ta evaporace a 383 °C
nebulizace
Pratok dusiku 1,4 L/min
Rozliseni 1

Vyhodnoceni:
Z plochy piku sacharidu bude softwarem EZChrom uré¢eno mnoZzstvi slouceniny ve vzorku

piirodniho materialu v mg/ml. Ukolem studenta je vyjadieni koncentrace v mg/g vzorku.
Zjisténé vysledky obsahu sacharidi ve vzorcich skoficovniku a kustovnice v zavéru
porovnejte.

Tato tuloha je do cvifeni predmétu Chemie obecna zarazena 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 spole¢ného zakladu®“. Analyza
probiha ve specializované laboratori HPLC.




