5. cviceni Biochemicky tstav LF MU
KONCENTROVANIi VZORKU

ZmenSeni objemu a zvySeni koncentrace latek nachazejicich se v roztoku je jednim z nejcastéjSich
ukonti v laboratofi. Pouziva se nékolik metod: opafovani za atmosférického tlaku nebo ve vakuu,
mrazova sublimace, vymrazovani, vyfoukavani plynem, semipermeabilni membrany, gelova filtrace a

extrakce na pevné fazi.

Odpaiovani za atmosférického tlaku se provadi zahfivanim roztoku bud’ v oteviené nadobé
v digestofi, nebo destilaci (viz dale pouziti vakuové rota¢ni odparky). Pro odpafovani malych vzorkt
ve zkumavkach se pouZzivaji specialni vyhiivané bloky. Zahiivani je Casto kombinovano s vakuem
nebo je rozpoustédlo za zvysené teploty ,,vyfoukavano™ pisobenim regulovaného proudu vzduchu
nebo Castéji inertniho plynu (nejcéastéji N2) nad hladinu roztoku. Je-li tfeba pouzit dusik zbaveny stop
vody, probublava se hygroskopickou kapalinou, napt. koncentrovanou kyselinou sirovou, kterou je
naplnéna promyvacka asi do 1/3 svého objemu. Odpafovani vodnych roztoki v jednoduchém
provedeni lze provadét v evakuovaném exsikatoru v pfitomnosti absorbentu vody, napf. pevného
hydroxidu sodného nebo bezvodého CaCls.

Koncentratory s vyhfivanymi bloky Koncentrator vzorkd s temperovanym
blokem a rozvodem plynu

Susidla pouzivana v exsikatorech

Adsorbent Zbytkové mnozstvi vody ve vzduchu pri 25 °C (ppm)
98% H>SO4 0,3

CaCl, 0,2

Silikagel 0,02

100% HaSO4 0,003

KOH 0,002

P4O1o 0,000025

Pouziti semipermeabilni membrany. Velmi jednoduchou metodou slouzici k zakoncentrovani

vodnych roztokll je pouziti dialyza¢ni trubice. Trubice se naplni roztokem, “
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ktery chceme zahustit, a z vnéj§i strany se obklopi latkou, ktera pohlcuje | =
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vodu, napi. polyethylenglykolem (PEG). Elegantnéjsi zpiisob pouziti

I

i
K zahu$téni malych objemd roztoki s piitomnosti vysokomolekulovych . -
latek (napf. sérum, plazma) se pouZzivaji mikrozkumavky s vnitini I: l .

odnimatelnou vlozkou (insertem) zakon¢enou semipermeabilni membranou,

semipermeabilni membrany k zakoncentrovani roztoku je ultrafiltrace.
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, . vl r , . , Mikrozkumavky s insertem
ktera je pro molekuly od uréité molekulové hmotnosti nepropustna Y



Biochemicky ustav LF MU 5. cviceni

(specifikovano pomoci MWCO, z angl. molecular weight cut-off). Vzorek se pipetuje do insertu
a poté se mikrozkumavky s inserty centrifuguji v mikrofuze (max. 6 000 g). Pisobenim centrifuga¢ni
sily se nizkomolekulové slozky protlacuji filtrem do spodni ¢asti mikrozkumavky, ¢imz se v insertu
zakoncentrovavaji vysokomolekulové latky. Tento postup se c¢asto pouziva k deproteinacim
(odstranéni bilkovin z roztoku) — pro tento tcel se pouzivaji filtry s MWCO 10 000.

Gelova filtrace. Pro zahusténi roztokll vysokomolekulych latek 1ze pouzit suchy gel (napi. Sephadex
G-25) s pory, do kterych se dostanou pouze nizkomolekulové castice (napf. voda s elektrolyty),
zatimco vysokomolekulové latky zistavaji v roztoku. VysuSeny gel se pfidava piimo do daného
roztoku a po urcité dobé se nabobtnalé Castice gelu odstrani od roztoku centrifugaci. Iontova sila ani
pH zahusténého roztoku se nemeéni!

Mrazova sublimace (lyofilizace) je nejSetrnéjs$i metoda suseni. Voda je ze zamrazeného vzorku pod
vakuem odsublimovana. Vodny roztok se necha zmrznout v tenké vrstvé v tzv. namrazovaci lazni (pod
=50 °C), v hlubokomrazicim boxu (=75 °C) nebo v kapalném dusiku (—196 °C) a pak se na ngj
v lyofilizatoru aplikuje vysoké vakuum (< 2 Pa), ¢imz dochazi k intenzivni sublimaci vody a souc¢asné
i k dalsimu samovolnému ochlazovani vzorku. Vzorek se vysousi bud’ v lyofiliza¢nich baikach, které
se prfimo nasazuji na specialni nastavce, nebo v lékovkach, ampulich apod., které se po namrazeni
umistuji dovnitt lyofilizatoru. Usti nadobky se vzorkem je tfeba pii lyofilizaci zakryt poréznim
materidlem, protoze prachovity lyofilizat mize byt snadno strhnut do kondenzatoru.

Lyofilizatory se skladaji ze zdroje vakua (vétSinou olejové vyvévy) a mrazici jednotky propojené
s prostorem pro umisténi vzorku a pro kondenzaci par.

Lyofilizace nabizi fadu vyhod oproti ostatnim metodam vysusovani. V disledky velmi nizké teploty je
pii lyofilizaci pouze nepatrné riziko denaturace bilkovin, inaktivace biologicky aktivnich latek nebo
snadno oxidovatelnych latek. VysuSovana latka si zachovava kyprost a tim je i velmi dobie rozpustna
ve vodé. Vysledny produkt ma nepatrnou vlhkost, coz umoziuje prakticky neomezené¢ dlouhé
skladovani.

Lyofilizator s nastavci pro bariky Lyofilizaéni banky Lyofilizator s nastavcem
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DESTILACE

Destilace se poziva k oddéleni kapalné slozky smési na zéaklad¢ jejiho pievedeni do plynné faze,
ochlazeni par a odbéru kondenzované kapaliny. Separace je vysledkem rozdilného bodu varu slozek
smési a citlivosti destila¢niho pochodu. Destilace se uziva k precisténi kapalin, k oddéleni dvou slozek
kapalné smési nebo k odpateni rozpoustédla napt. po extrakci. Predpokladem uspésné destilace je, aby
destilovana latka byla stala pii teploté, pii niz ji pfevadime v paru.

Podle usporadani destila¢ni aparatury rozliSuje prostou destilaci, frakéni destilaci a destilaci s vodni

parou.

Prostou destilaci mizeme provadét bud’ za atmosférického, nebo za snizeného tlaku. Touto metodou
lze prakticky dokonale oddélit latky, jejichz body varu se lisi alespoit o 150—200 °C, které netvoii
azeotropni smés (viz dale). Aparatura pro destilaci se sklada se
z destilaéni banky, v niz se kapalina vafi, nastavce, ktery spojuje
banku s chladi¢em, chladi¢e, alonZe s postranni olivkou na odvod
par a z destilacni banky pro jimani destilatu. Destilacni bartika je
upevnéna ve svislé poloze za plast’ zabrusu v drzaku na stojanu,
chladi¢ je upevnén v poloviné jeho délky nebo blize k alonzi

pomoci drzaku na druhém stojanu. Banku pro jimani destilatu
podkladame pryzovou nebo korkovou podlozkou, neupeviiujeme
Aparaiira pro prostou destlacl ji ani alonZ do drzaku. Pii destilaci hoflavych kapalin s nizkou
teplotou vzplanuti za atmosférického tlaku pfipojujeme k olivce
alonze hadici, kterou odvadime pary do bezpecné vzdalenosti od zdroju tepla. Je-li potfeba zabranit
vstupu vzdus$né vlhkosti do destilaéni aparatury, pfipojime k olivce alonze ¢i na konec hadice k ni
pripojené vysouseci rourku. Pti destilaci za snizeného tlaku slouzi olivka alonZe k pfipojeni vyvévy.
Barika, v niz se zahfiva kapalina, nesmi byt naplnéna vice neZz ze dvou tfetin. Pfi destilaci za
atmosférického tlaku musi byt v zahiivané kapaliné varné kaminky. Pravidelny var pfi destilaci za
snizeného tlaku zajist'uji bubliny nepatrného mnozstvi vzduchu nasdvaného kapilarou. K zahtivani
banky se pouziva vodni lazen nebo topné hnizdo, ptipadné olejova lazen. Pii zahfivani smési latek,
stoupa teplota tak dlouho, aZ dosahne bodu varu nejnize vrouci slozky ve smési. Na této teploté se
udrzuje, dokud veskera tato latka nebyla oddestilovana. Pak teplota stoupne k bodu varu nejblize
vrouci latky.

Latky s nepfrili§ vysokou teplotou varu lze destilovat za atmosférického tlaku. Za sniZeného tlaku
destilujeme vySevrouci latky, které by se pii destilaci za normalniho tlaku rozkladaly nebo by je
nebylo viibec mozné predestilovat. Snizenim tlaku snizime i bod varu latek. Zatizeni pro vakuovou
destilaci je podobné zafizeni pro destilaci za atmosférického tlaku. Destila¢ni baniky pouzivame vzdy
s vypouklym dnem, ponévadz Iépe odolavaji podtlaku. Vyvévu
pusobici podtlak pripojujeme k postranni olivce alonZe nebo
k jimadlu pfes pojistnou ldhev. Vyvéva ma byt opatiena
manometrem, na kterém lze v prubéhu destilace sledovat podtlak
v aparatufe. Do destila¢ni barnky je zasunuta kapildra zasahujici
jednim koncem ke dnu banky. Na druhém konci je gumova
hadicka stlackou, kterou reguluyjeme mnozstvi vzduchu
probublavajiciho destilovanou smési. To brani piehiati kapaliny

a utajenému varu. Ve vé&tSiné laboratofi se k destilaci za

Rotac¢ni vakuova odparka
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snizeného tlaku pouzivaji rota¢ni vakuové odparky. Soucasti zafizeni je motor, ktery zajist'uje rotaci
Sikmo umisténé destilacni banky v ldzni. Tim se podstatné zvySuje
odparovaci plocha. Ptipojenim vakua se zvysi rychlost odpafovani
nejméné dvojnasobné proti tradi¢nim metodam.

Alternativou vakuovych odparek pro zakoncentrovani/odpaieni
zvlasté  biologickych  vzorki je centrifugaéni vakuovy
koncentrator. Umoziuje za vakua a pripadné zvySené teploty (do

60 °C) rychlé odpareni velkého mnozstvi vzorkd (od 192 x 0,2 ml do
8 x 25 ml).

. . , , e Centrifugacni vakuovy koncentrator
K dostateénému oddéleni dvou nebo vice kapalin lisicich se teplotou

varu o mén¢ nez 150—200 °C prosta destilace nestac¢i. Vhodnéjsi k takovému ucelu je tzv. frakéni
destilace. Destilat se pfi ni rozd€luje na nekolik podilt a s kazdou frakci se postup n€kolikrat opakuje.
Tento postup je vSak velmi pracny a poskytuje nizké vytézky. Proto je nahrazen rektifikaci,
modifikaci frakéni destilace. Vysoké ucinnosti déleni je pfi ni dosazeno tim, Ze mezi banku a chladi¢
se zafadi rektifikacni kolona. Rektifikacni kolona je v podstaté zpétnym chladi¢em s malou t€innosti
chlazeni a velkym povrchem (velky povrch je docilen naplni ze sklenénych kuli¢ek, krouzkt, vnitinim
¢lenénim trubice). Dochazi zde k ¢asteéné kondenzaci smési par, pary vySevrouci slozky kondenzuji
snadné&ji. Kondenzat stéké dolt chladicem (refluxuje) a proti nému vystupuji teplejsi pary z destilacni
banky. Neustale se poruSuje a obnovuje tepelna rovnovaha mezi parami a kondenzatem. Dusledkem je
postupné obohacovani par prostupujicich kolonou o t€kavéjsi slozku, které je tim vétsi, ¢im déle a na
¢im vétsi plose se uskutectiuje kontakt par se stékajicim kondenzatem. Odebirani veskeré kapaliny
proslé ve formé par kolonou by zabranilo zpétnému toku kondenzatu v horni ¢asti kolony a snizilo by
ucinnost rektifikace. Proto je mnoZstvi odebiraného kondenzatu regulovano.

Destilace s vodni parou je vyuzivana k izolaci, ¢isténi nebo déleni latek, které se ve vod¢ malo
rozpoustéji a maji pii jejim bodu varu znatelnou tenzi par. Pary obou nemisitelnych slozek tvoii pii
destilaci azeotropickou smes, ktera ma nizs$i bod varu nez samotna voda. Lze tak pii teploté pod
100 °C predestilovat latky s bodem varu az 300 °C a uchranit je pied pfipadnym rozkladem. Aparatura
na piehanéni s vodni parou se sklada z vyvijeCe pary, nastavce na piehanéni, chladi¢e a jimadla. Do
hrdla vyvijee umistime dlouhou trubici, ktera ma funkci pojistky v pfipad¢ ucpani nastavce nebo
chladi¢e. Uvadénou parou je obsah varné baiiky tak intenzivné promichavan, ze proudy kapaliny
stiikaji az do hrdla. Proto je uvadéci trubice nastavce ohnuta, aby banka mohla byt upevnéna
v naklonéné poloze a kapalina nepiestiikavala do chladiCe. V baice kondenzuje ¢ast uvadéné pary
a objem smési se neustale zvétsuje. Abychom tomu zabranili, zahfivame na sit'ce také destila¢ni banku

a intenzivnim zahfivanim mdzeme i objem ptivodni kapaliny zmensit.

EXTRAKCE

Extrakce je izolacni technika, pfi které¢ se latky ze smési vyde€luji na zakladé odlisné polarity do
dvou riznych fazi. Tato technika je na rozdil od sublimace a destilace vhodna pro tepeln¢ labilni latky,
protoze se provadi jak za laboratorni teploty, tak i za chladu. Obecné plati, Ze opakovana extrakce
n¢kolika davkami rozpoustédla je uc¢inngjsi, nez jedna dlouhodoba extrakce jednou porci rozpoustédla.



5. cviceni Biochemicky tstav LF MU

Nejcastéji se pouziva kapalinova extrakce (extrakce typu kapalina-kapalina). Pouzivaji se dvé
nemisitelnd rozpoustédla, jedno z nich je zpravidla vodny roztok, druhym je organické rozpoustédlo
(napt. diethylether, chloroform, ethylacetat). Podminkou je, aby se ob¢ kapalné faze liSily hustotou
a mohly byt snadno oddé€leny. Je rovn€Zz vyhodné, ma-li organické rozpoustédlo nepiilis vysoky bod
varu. Ze smési latek obsazenych ve formé roztoku nebo suspenze v jednom z rozpoustédel je jedna
nebo vice latek extrahovana do rozpoustédla druhého. Uplatiuje se pritom pravidlo, Ze podobné se
rozpousti v podobném. Napft. kovalentni organické slouceniny jsou snadno extrahovany z vodnych
roztokd do organickych rozpoustédel, zatimco polarni latky zistavaji ve vodné fazi. Roztok latky,
ktera ptesla zjednoho rozpoustédla do druhého, se oznacuje jako extrakt, roztok, ktery byl
o rozpusténou latku extrakci ochuzen, se nazyva rafinat.

Teorie kapalinové extrakce je zalozena na rovnovaze mezi koncentraci rozpusténé latky ve dvou

nemisitelnych kapalinach. Rovnovazna konstanta pro tento proces se nazyva rozdélovaci koeficient:
P

)

Hodnoty rozdé€lovaciho koeficientu se urcuji experimentalné. Vytfepavani se nejcastéji provadi v

délicich nalevkach rtizné velikosti a tvaru.

Velikost délici nalevky se voli tak, aby byla pfi
extrakci obéma fazemi naplnéna asi jedna polovina
(max. dv¢ tfetiny objemu). Ve spodni ¢asti nalevky
je zabrusovy kohout, pomoci kterého se spodni faze
vypousti. Miize byt sklenény nebo teflonovy.
Sklenéné kohouty se obvykle mazou tukem, aby se
snadno otacely. Teflonové kohouty se nemazou.
Pred extrakei je vzdy tieba vyzkouSet, zda délici
kohout i zabrousena zatka na hornim konci tésni.

Pokud je roztok, ktery ma byt extrahovan, zneéistén

pevnou latkou, je tfeba ho zfiltrovat, aby se kohout
neucpal. Dg¢lici nalevka se zavéSuje do kruhu

RGzné tvary délicich nalevek

upevnéného na stojanu. Pomoci nalevky se do ni
nalije roztok a extrakéni Cinidlo. Nalevka se zazatkuje, uchopi za hrdlo tak, aby zatka byla tlacena
dlani do hrdla, vyjme se z kruhu a druhou rukou se uchopi tak, aby jadro kohoutu bylo zajisténo proti
vysunuti. Potom se nalevka obrati stonkem vzhiru a otevienim kohoutu se odvzdu$ni. Zejména pii
praci s tékavymi rozpoustédly se v uzaviené nalevce tvoii pretlak. Po odvzdusnéni se kohout zavie,
nalevkou se nékolikrat prudce zatfepe a opét se odvzdus$ni. Zatfepani a odvzdu$néni se nékolikrat
zopakuje, pak se nalevka zavesi do kruhu a odzatkuje. Déleni vrstev Ize urychlit michanim sklenénou
ty¢inkou tak, Ze jeji konec tfe o stény nalevky.

Je-li extraktem spodni vrstva, vypusti se do suché Erlenmeyerovy barnky. Je-li spodni vrstvou rafinat,
vypusti se do nadobky, v niz byl ptfed extrakci a extrakt se vylije hrdlem do suché Erlenmeyerovy
baiiky. Poslednich nékolik kapek extraktu se ponecha v délici nalevce, aby do banky nevnikly kapky
vodné vrstvy, které zpravidla ulpivaji na st€nach.

Vytiepavani se zpravidla opakuje nejméné tfikrat. U¢inek opakovaného vytfepavani je vyssi, nez

ucinek jednoho vytfepavani sumarnim mnozstvim rozpoustédla.
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Pti extrakcich z malych vzorkil biologického materialu se nepouzivaji délici nalevky, ale extrakce se
provadi v zabrousenych zkumavkach nebo ve zkumavkach se Sroubovym uzavérem. Je-li extrakt
obsazen v horni fazi, opatrmé se z n¢j odeberou vzorky mikropipetou. Pokud je extrakt ve fazi spodni,
horni vrstva se odsaje pomoci vyvévy nebo pipety a vzorek se po té odebira ze spodni vrstvy.
V piipadé, Ze vodni faze je vespodu zkumavky a extrakt tvofi horni fazi, je mozno vodnou fazi zmrazit
ulozenim do mraziciho boxu a organickou fazi po té odlit.

wevr

»  ale zato u¢inngjsi. Je popsano nekolik typl extraktorti pro kapaliny leh¢i nebo
""ﬂ:“" | 1828 nez voda, ale nejdastéj$i je Soxhletliv extraktor zvany téz Soxhletiiv
pristroj. Rozpoustédlo ve spodni bance se zahiivanim odpafuje a kondenzuje

<c

i /uvniti chladiCe. Odtud kape na nasypanou drogu v extrak¢ni patron€ a postupné
] zapliiuje soxhlet. Po dosazeni hladiny ptepadu rozpoustédlo obohacené
&

L. ‘=m O vyextrahovanou latku odtékd prepadovou rourkou zpét do spodni baiiky

h - ‘sbj o

Soxhletav pfistroj

a Soxhlet se znovu plni Cistym rozpoustédlem. Timto zplisobem se extrakt
koncentruje.

Extrakce na pevnou (tuhou) fazi (SPE, zangl. solid phase extraction) je
extrakeni postup, ve kterém se ustavuje rovnovaha mezi fazi pevnou a kapalnou. Analyty i interferujici
latky jsou ve fazi kapalné a jsou zadrzovany na tuhém sorbentu, ktery je uloZen ve specialnich
kolonkach mezi dvé PE frity nebo je slisovan se sklenénymi vlakny do diskid. Kolonky nebo kartridze
o objemu 1 ml, 3 ml nebo 6 ml obsahuji 100 mg, 200 mg, 500 mg nebo 1 g sorbentu. Kapalna faze,
v které jsou rozpustény analyty, protéka kolonkou pisobenim podtlaku, ptetlaku nebo centrifugacni
sily.

SPE kolonky se sorbentem Prafez kartridzi SPE membrany

Klicovym krokem pii SPE je volba spravného typu sorbentu. Pfed vybérem vhodného sorbentu je
tteba zjistit co nejvice dat o vzorku (vlastnosti matrice i analytu) a na zaklad¢ téchto znalosti potom
zvolit typ faze a velikost kolonky.

Mechanismus retence v SPE je stejny jako v kapalinové chromatografii, a proto i pouzivané sorbenty
jsou velice podobné. Pouzivaji se chemicky obracené vazané faze na bazi silikagelu (Cis, Cs, fenyl),
normalni faze (silikagel, oxid hlinity, florisil Mg»Si03) a iontové vyménné faze, jejichz zakladem ¢asto
byva vysoce zesitovany polystyrendivinylbenzen. Oproti sorbentim pouzivanych v kapalinové
chromatografii maji SPE sorbenty vétsi zrnéni (zpravidla 10, 50 a 100 um), takze lze pracovat pfi
nizkém podtlaku ¢i pretlaku.
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Typ SPE

Sorbent

Reverzné-fazovy (RP)

C18, C8, Ph, CN

Normalné-fazovy (NP)

Si, CN, Florisil, Al,O3

Katex

SCX, WCX

Anex

SAX, WAX

Funkéni skupiny SPE sorbentil (zakladem je silikagel)

Biochemicky ustav LF MU

Symbol Funkéni skupina Nazev sorbentu
\
?
Si —O0—$i—OH nemodifikovany kysele prany silikagel
I
\
?
C18 —O0—Si—(CHp)i7CHs polymerné vazana oktadecylova faze
o}
|
\
?
C8 —ofs‘i—(CH2)7CH3 monomerné vazana oktylova faze
I
\
?
5 monomerné vazana fenylova faze
(fenyl, z angl. phenyl) ‘
|
? monomerné vazand kyanopropylova faze
CN *Ofﬁif(CHz)S*CN
o
\
\
SAX 0
(silny anex, z angl. strong O (CHz)N'(CHa)s polymerné vazany kvartérni amin
anion exchanger) ?
\
WCX o) ¢H2COONa  CH,COONa

(slaby katex, z angl. weak
cation exchanger)

I
*O*?if(CHz);rN*CHzCHZ*N\

o CH,COONa

polymerné vazany karboxypropyl

SCX

(silny katex, z angl. strong
cation exchanger)

polymerné vazana benzensulfonova

kyselina
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SPE se sklada vzdy zpéti zakladnich krokt, tj. pfipravy vzorku (Gpravy pH, zifedéni), pfipravy
pevného sorbentu — odstranéni vzduchovych bublin, aktivace funkénich skupin na povrchu sorbentu
(tzv. kondicionace), navazani sledovanych analyti (aplikace/naneseni vzorku), odstranéni
interferujicich latek (promyti sorbentu) a konecné uvolnéni navazanych analyti do kapalné faze
(eluce). Pti pouziti daného typu sorbentu se jednotlivé postupy pro SPE riznych analytti od sebe
odlisuji pouze typem pouzitych rozpoustédel na ptipravu ¢i promyti sorbentu nebo eluci vzorku.

Postup pti SPE
Typ a poradi rozpoustédel aplikovanych pri SPE
Postup pri SPE
Reverzné-fazova SPE Normalné-fazova SPE Iontové-vyménné SPE
1. Kondicionace 1. poléarni org. rozpoustédlo 1. polarni org. rozpoustédlo 1. polarni rozpoustédlo
sorbentu (methanol) (methanol)
2. DI voda nebo pufr 2. nepolarni rozpousteédlo 2. zied. pufr (0,01 mol/l)
Pi‘ed aplikaci vzorku sorbent NESMI vyschnout.
2. Aplikace vzorku Nizka rychlost pratoku vzorku sorbentem (1—5 ml/min).
3. Promyti sorbentu polar. rozpoustédlo (DIvoda,  nepolarni org. rozpoustédlo y
Cud analvt ma bt zadss pufr) s 0-50 % polar. org. s 0-5 % org. malo polarniho zied. pufr / DI voda
(pokud analyt mé byt zadrzen) rozpoustedla rozpoustédla
Pred eluci analytu se sorbent casto vysusuje proudem vzduchu.
4. Eluce analytu o - nepoldmi org. rozpoustédlo  kone. pufr (0,1-1 mol/)) nebo
polarni/nepolarni org. 550 o larnih )
(min. 2 pl/mg sorbentu) rozpouitédlo §0=00 7 polarniio — y,fy s pH hodnotou, pti
rozpoustédla které je analyt bez naboje

DI voda ... deionizovana nebo redestilovana voda

SPE se prednostné pouziva pro selektivni extrakci analytu, jeho zakoncentrovani nebo pro odstranéni
nezadoucich latek, rusicich nasledna analyticka stanoveni. V porovnani s extrakci kapalina — kapalina,
SPE nabizi tfadu vyhod: je rychlejsi, poskytuje vyssi vytézky s mensi spotfebou rozpoustédla,
eliminuje vznik emulzi a v neposledni fad¢ Setfi penize. Navic SPE umoznuje soucasné zpracovani az
24 vzorkl pfi pouziti tzv. vakuovych manifoldi nebo az 96 vzorkli pfi pouziti desticky s 96

pozicemi.

1 Sklenéna vakuovatelna komora

2 Viko s pruchozimi uchyty pro SPE kolonky

3 Manometr

4 Uzaviraci ventil

5 Stojan pro zkumavky na jimani eluatu

6 Uzaviratelny ventil pro pfipojeni zdroje vakua
7 SPE kolonka se sorbentem

8 Sériové napojené kolonky

sl \/akuum

9 Usporadani pro kontinualni promyvani

Vakuovy manifold pro SPE
8

Desti¢ka s 8 x12 pozicemi SPE kolonek



5. cviceni

PRAKTICKA CAST

Ukol 5.1 Extrakce kofeinu z &erného &aje

Kofein (1,3,7-trimethylxanthin) patii do S$iroké skupiny latek
oznaCovanych jako alkaloidy. Alkaloidy pfedstavuji skupinu
bazickych latek s komplexni strukturou, ktera vzdy obsahuje alespon
jeden atom dusiku. V rostlinné fiSi jsou alkaloidy znacné rozsiteny
a Casto maji velice silné fyziologické uc¢inky.

Kofein je alkaloid purinového typu, pfiznivé stimuluje centralni
nervovou soustavu a srdeéni Cinnost. Je pravdépodobné
nejrozsifenéjsi stimulant na svét€, vyskytuje v listech, semenech
a plodech nejméné 63 rostlin. Nejznaméjsi jsou kavova zrna (Coffea

Biochemicky tstav LF MU

arabica) a &ajové listky (Camellia thea). Caj obsahuje jeité dva dalsi alkaloidy — theofylin

a theobromin.

Ukol 5.1.1 Extrakce kofeinu z €erného ¢aje v Soxhletové extraktoru
s naslednym odpafenim ve vakuové rotacni odparce

Extrakce v Soxhletové extraktoru je metoda, ktera patii mezi nejstarsi extrakéni techniky. Radime ji

mezi kontinualni techniky a slouzi k d€leni organickych latek. Rozpoustédlo volime podle typu

extrahované latky, pro polarni latky volime methanol, acetonitril, ethanol, pro nepolarni latky benzen,

hexan, petrolether.

Material:  Cerny sypany ¢aj, methanol, Soxhletiiv piistroj, patrona, chladi¢, varné baiika, varné kaminky, nalevka, filtradni
papir, topné hnizdo, stojan, 2x kovovy drzak, Erlenmeyerova baiika 50 ml, vahy, vazenka, kruh, methanol,
odmérny valec, patrona, vakuova rotacni odparka, mikropipetor 100-1000 pL, $picka, 1% kyselina octova,

2 ml mikrozkumavka.

Provedeni:

e Na predvazkach odvazime 1 g sypaného ¢erného caje.

e (Odvazené mnozstvi ¢aje preneseme do pripravené patrony, kterou vlozime do Soxhletova

pristroje.

e Do varné baiiky s kulatym dnem vlozime varné kaminky a zalijeme 50 az 100 ml methanolu

(pozor jed).

e Dle pokynt asistenta sestrojime Soxhletovu aparaturu a zahajime kontinualni extrakci.

e Po dokonceni extrakce vypneme topné hnizdo, vypojime ho z elektrické zasuvky a po

zchlazeni extraktoru vyjmeme varnou banku a cely extrakt prefiltrujeme do piipravené

Erlenmeyerovy banky.

e Prefiltrovany extrakt odpafime do sucha na vakuové rotaéni odparce piesné dle pokyni

asistenta.
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e Vznikly odparek rozpustime v pfiblizné 2 ml 1% kyseliny octové a preneseme do
mikrozkumavky.

e Mikrozkumavku popiSeme a uchovame pii -20 °C pro dal$i cviCeni (stanoveni kofeinu
pomoci HPLC).

Ukol 5.1.2 Extrakce kofeinu z ¢erného ¢aje vytfepavanim
do chloroformu

Stanoveni obsahu kofeinu v ¢aji, kaveé predchazi jeho extrakce, kterd mize byt provedena na zakladée
rozdilné rozpustnosti kofeinu ve dvou nemisitelnych kapalinach nebo pomoci SPE.

Nasledujici tabulka udava rozpustnost kofeinu ve vodé a chloroformu.

Voda (25 °C) Chloroform (25 °C)  Voda (100 °C)
Rozpustnost | 1 g/46 ml 1g/5,5ml 1g/1,5ml
kofeinu 2,17 g/100ml 18,2 g/100 ml 66,7 g /100 ml

Material:  Cerny sypany ¢aj, destilovana voda, 3x Erlenmeyerova baiika 200 ml, parafilm, niizky, nalevka, filtraéni papir,
délici nalevka, stojan, kovovy drzak, chloroform, 2x odmérny valec 25 ml, vakuova rota¢ni odparka, kruh,
1% kyselina octova, mikropipetor 100—-1000 pul, 2 ml mikrozkumavka, injekéni filtr, stfikacka.

Provedeni:

Priprava vzorku
e Piiblizné 1 g sypaného cerného caje preneseme do Erlenmeyerovy banky a zalijeme asi
100 ml horké demi-vody.

e FErlenmeyerovu baiiku uzavieme pomoci parafilmu.
e Nechame piiblizn€ 10 minut luhovat za neustalého tfepani na tiepacce.

e Nasledné vznikly nalev piefiltrujeme do Cisté Erlenmeyerovy barnky.
Viastni extrakce
e Do délici nalevky odméfime 10 ml prefiltrovaného nalevu a doplnime pfiblizné 10 ml
chloroformu.

Délici nalevku uzavieme a dle instrukei asistenta intenzivné protfepavame (pozor na vznik
emulze).

Délici nalevku upevnime do stojanu a vy¢kame, nez se ob¢ faze odd€li (asi 5 min).

Opatrné oddélime spodni chloroformovou fazi do Erlenmeyerovy barnky.

S vodnou fazi, kterd zistala v délici nalevce, extrakéni postup znovu zopakujeme s novou
porci chloroformu (pfedchozi 3 body).

Spojené chloroformové extrakty v Erlenmeyerové bafice prefiltrujeme do piipravené varné
banky pro vakuovou destilaci.

Prefiltrovany chloroformovy extrakt odpafime na vakuové rotacni odparce dle pokynt
asistenta.
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e Vznikly odparek rozpustime ve 2 ml 1% kyseliny octové a pomoci injekéniho filtru

piefiltrujeme do mikrozkumavky.

e Takto vznikly extrakt uskladnime pii -20 °C pro naslednou analyzu pomoci HPLC.

Ukol 5.1.3 Extrakce kofeinu z ¢erného ¢aje pomoci SPE

Metoda SPE je zaloZena na rovnovazné distribuci analytu mezi vodnou a tuhou fazi, pficemz

rovnovaha je posunuta ve prospéch tuhé faze.

Kofein obsazeny v Caji se adsorbuje na methanolem aktivovany sorbent, pficemz ostatni slozky

extraktu jsou na sorbentu zachyceny minimalné. Kofein je pak nasledné ze sorbentu vymyt vhodnym

elu¢nim ¢inidlem a je tak pfipraven k naslednému analytickému stanoveni.

Material:  Cerny sypany &aj, destilovana voda, Erlenmeyerova bafika 200 ml parafilm, ntizky, nalevka, filtraéni papir,
methanol, SPE komora, kolonky C18, destilovana voda, 1% kyselina octova, mikropipetor 100—1000 ul,
2 ml mikrozkumavka, injekéni filtr, stiikacka, vakuovy rotaéni exikator, vahy, vazenka, odmérna barika 100 ml,

zatka, zkumavky.

Priprava vzorku

e Piiblizné 1 g sypaného cerného caje preneseme do Erlenmeyerovy banky a zalijeme asi

100 ml horké destilované vody.
e Erlenmeyerovu banku uzavieme pomoci parafilmu.

e Nechame piiblizn€ 10 minut luhovat za neustalého tfepani na tiepacce.

e Nasledné¢ vznikly nalev pftefiltrujeme do 100ml odmérné batiky a doplnime destilovanou

vodou po rysku.

Kondicionace sorbentu
e Kolonku se sorbentem C18 proplachneme 3 ml methanolu (pozor jed),
prebytek methanolu odstranime kratkym odsatim (sorbent se nesmi
vysusit).
Promyti sorbentu
e Kolonku proplachneme 3 ml deionizované vody, piebytek vody
odstranime kratkym odsatim.
Naneseni vzorku
e Na takto upravenou kolonku naneseme 2 ml vzorku ¢erného caje.
e Vzorek zakoncentrujeme. Sorbent se nesmi vysusit!
Promyti sorbentu
e Kolonku promyjeme 2 ml deionizované vody, piebytek vody
odstranime kratkym odsatim.

Eluce vzorku

e Kofein eluujeme 3 ml methanolu (pozor jed) do pfipravenych
zkumavek.

Kondicionace
3 ml MeOH

|

Promyti
3 ml deionizovana H,0

|

Naneseni vzorku
2 ml vzorku

v

Promyti
2 ml deionizovana H,0

l

Eluce
3 ml MeOH
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Odpareni eluatu
e FEluat ve zkumavkach odpatime do sucha ve vakuovém rotacnim exikatoru.

e Vznikly odparek rozpustime ve 2 ml 1% kyseliny octové a prefiltrujeme pres injekéni filtr do
mikrozkumavky.

e Takto vznikly extrakt uchovame pfti -20 °C pro stanoveni kofeinu pomoci HPLC.

Ukol 5.2 P¥iprava redestilované vody

Bézna pitnd voda obsahuje mineralni soli, kyselinu kifemicitou, organické latky, latky pohlcené
z atmosféry, zejména oxid uhli¢ity, mechanické necistoty. VétSinu téchto necistot lze odstranit
destilaci. Destilovana voda se ziskava destilaci ve sklenéné nebo nerezové aparature. Destilovana voda
obsahuje strzené mineralni soli i oxidovatelné organické latky. Podle uziti se rozliSuje destilovana

voda technickd a voda pro biomedicinské tucely.

Chemicky cista voda se pripravuje redestilaci nebo deionizaci pomoci iontoménic¢ii. V chemické
laboratofi se pouziva voda v nékolika stupnich kvality. Vlastnosti vody stanovuje CSN ISO 3696.
Norma rozliSuje tfi stupné Cistoty vody. Stupen 1 je nejméné kvalitni. Voda kvality stupné 2 a 3 ma
vlastnosti ultracisté vody. Vodivost vody stupné 2 je nizsi nez 1 uS/cm. Malé mnozstvi ultracisté vody
lze ziskat opakovanou destilaci destilované vody (redestilaci). Pro odstranéni pfipadnych stop
organickych latek se pfidava k destilované vodé manganistan draselny (zoxiduje organické latky) a
hydroxid sodny (vytésni NHs z jeho soli). V bézné laboratorni praxi se vSak vétSinou kvalitni voda
ziskava deionizaci ve specialnich zafizenich.

V nesterilni vod¢ se Casem zvySuje obsah necistot rozmnozovanim mikroorganisma.

Bézné pH vody je 5,5-5 v dusledku rozpusténého CO,. Ma-li se vliv rozpusténého CO; vyloucit, je
tteba vodu 10—15 min povafit a nechat vychladnou pod uzavérem. Chemicky ¢ista voda ma pH 7.

Nejnovejsi védecké poznatky ukazuji, ze monomolekularni povrchova vrstva Cisté vody je ve skuteCnosti kyseld s pH
v rozmezi 1,9-4.,8.

Voda pfipravena redestilaci se bud’ hned pouziva, nebo se uchovava v chladnu a temnu se stfibrnym
dratkem na dné lahve z boratokiemicitanového skla. V ptipadé potieby se sterilizuje autoklavovanim.
Nevhodné je jeji uchovani v plastickych nadobach (polypropylenu, polyethylen) nebot dochazi
k uvolnovani latek, pouzitych pii vyrobé plastu a dochazi tak ke kontaminaci vody.

Material:  Soucasti destilacni aparatury (destilacni banka s kulatym dnem, destilaéni nastavec, vodni chladi¢, alonz a
banka pro jimani destilatu, varné kaminky), elektrické topné hnizdo, ptedvazky, vazenka, kopistka, odmérny
vélec, plastova pipetka, nalevka. Destilovana voda, manganistan draselny, roztok NaOH (1 mol/l).

Provedeni:

e Odmeéite cca 200 ml deionizované vody a prelijte do destilacni baiiky.

e Na predvazkach odvazte 0,2 g manganistanu draselného a ptidejte ho do destila¢ni banky.

e Do banky piidejte plastovou pipetkou 2,5 ml roztoku NaOH.

e Do destila¢ni banky pridejte nékolik varnych kaminku.

e Pfipojte chladi¢ ke zdroji vody (pritok vody v protisméru proudu par).

e Banku upevnéte nad topné hnizdo odpovidajici velikosti a pfipojte zbyvajici ¢asti destilacni
aparatury.
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e Po kompletaci sestavy vpust'te vodu do chladice. Poté zapojte zahfivani hnizda.
e Prvnich 5-10 ml destilatu vylijte a po té jimejte redestilovanou vodu do Cisté banky.

e Jakmile v destilac¢ni bance zbyva cca 100 ml roztoku, vypnéte zdroj zahfivani a destilaci
ukoncete.

e Aparaturu po ochlazeni rozeberte.
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