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Obor: Datum provedeni:
TEORETICKY UVOD

Vtéto Uloze bude izolovdna smés lipidd pomoci extrakce do organického
rozpoustédla. Jako vychozi materidl bude pouZito semeno Myristica fragrans (muskatovy
ofiSek). Toto semeno obsahuje mimoradné vysoky podil jednotlivych druhl lipidd. Nejprve
bude provedena hrubad izolace lipidd, které budou dale déleny pomoci chromatografie na
koloné obsahujici silikagel. Jednotlivé lipidy budou poté identifikovany pomoci tenko-

vrstevné chromatografie (TLC). Schéma purifikace je uvedeno na obrazku 1.

Muskatovy ofisek

1. Extrakce smési hexan:isopropanol

2. Filtrace
I I
Nerozpustné slozky Rozpustné slozky
Odpareni na
vakuové odparce
| |
Hruby lipidicky extrakt Hexan:isopropanol

Chromatografie Silikagel

Tenko-vrstevna chromatgrafie

Obrazek 1. Schéma purifikace lipidickych slozek muskatového ofisku
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Chromatografie se obecné pouziva k separaci smési latek na jednotlivé komponenty,
kdy vSechny typy chromatografii funguji na podobném principu. Obsahuji stacionarni fazi
(pevnou nebo kapalnou navazanou na nosic¢i) a mobilni fazi (kapalinu nebo plyn). Mobilni
faze teCe skrze stacionarni fazi a nese jednotlivé komponenty komplexni smési, které pak
putuji rozdilnou rychlosti. V pfipadé tenkovrstevné chromatografie je pouZito tenké vrstvy
silika gelu nebo oxidu hlinitého prichycené na platku z kovu, skla nebo plastu tvofici
stacionarni fazi. Mobilni faze je poté vhodné rozpoustédlo nebo smés rozpoustédel.

Silika gel je forma oxidu kfemicitého, kdy atomy kfemiku jsou spojeny pomoci atom
kysliku do velké kovalentni struktury a na povrchu silika gelu jsou pfitomny — OH skupiny.
Z tohoto dlivodu je povrch silika gelu velmi poldrni a mezi separovanou komponentou a
matrici mUZe dochazet k tvorbé vodikovych vazeb, interakci pomoci van der Waalsovych sil a
dipdl-dipdl interakei.

OH OH OH OH OH
[ [ [ [ [
HO-?i-0-?i-0-$i-0-5|i-0-?i-DH
1
OH OH OH OH OH

Obrazek 2. Struktura silika gelu

Jakmile zacne rozpoustédlo vzlinat po chromatografické desce, nejprve dojde
k rozpusténi nanesenych latek. Poté jsou jednotlivé komponenty neseny po
chromatografické desce vzlinajici mobilni fazi. Rychlost pohybu jednotlivych komponent
zaleZi na mire jejich adsorpce na stacionarni fazi a jejich rozpustnosti v pouzité mobilni fazi.
Napfriklad komponenta tvofici vodikové vazby se silika matrici bude daleko vice zachytavana
nez komponenta interagujici jen pomoci van der Waalsovych sil. Nicméné adsorpce neni
trvald a dochazi k neustdlému prechodu latek mezi stavem adsorpce na silika gel a
rozpusténim v mobilni fazi. Pokud vsak latka neni v mobilni fazi rozpustnd, je na silika gelu
trvale adsorbovand a nedochdzi kjejimu pohybu. Ztoho vyplyva, Ze ¢im je latka silnéji

adsorbovdna, tim kratsi vzdalenost na chromatografické desce urazi.

Laboratorni technika 2
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Prakticky se vétSinou vyhodnocuje vzdalenost, kterou dand komponenta urazila
v poméru ke vzddlenosti, kterou urazila mobilni faze. Z tohoto divodu se ihned po vyjmuti
chromatografické desky z komory oznaci pozice rozpoustédla a po detekci separovanych

komponent se vypocte pro kazdou komponentu pfislusny retenéni faktor Rs:

vzdalenost komponenty od startu

~ vzdalenost rozpoustédla od startu

PRAKTICKA CAST

A. Izolace Lipidi

Postup prdce:

1. Do 250 ml Erlenmayerovi banky dejte 2.5g nastrouhaného muskatového ofisku,
michadlo a pridejte 50 ml smési hexan-izopropanol (3:2).

2. Na Erlenmayerovu banku pfipevnéte zpétny chladi¢ a stalého michani zahfivejte
v digestofi po dobu 15 minut (zahfivani poloha 4, michani poloha 2). BEhem této
doby si pfipravte filtracni nalevku s vlozenym filtracnim papirem a 100 ml kadinku, do
které budete filtrat jimat.

3. Nasledné prestaniite smés zahfivat a rychle ji prefiltrujte pres pfipraveny filtr.
Nasledné filtr proplachnéte dalsimi 20 ml horké smési hexan-izopropanol (3:2).

4. Filtrat prelijte do odpafovaci banky a na rotacni vakuové odparce odparte
rozpoustédlo (180 otdcek, teplota vodni lazné 40°C). Mély byste dostat naZloutly

olejovy zbytek nebo nasedly pevny zbytek.
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B. Chromatogradfie na Silika matrici

Postup prdce:

1. Odvazte 50 mg hrubého extraktu z predchoziho kroku do sklenéné zkumavky a
rozpustte je v 1 ml hexanu.

2. Odvazte 250 mg Silikagelu a nasypte ho do sklenéné separacni kolony.

3. Opatrné nalijte do uzaviené sklenéné kolony 10 m hexanu a nechejte silikagel cca. 2
min zbobtnat.

4. Poté oteviete kohout u sklenéné kolony a nechejte hexan odkapat, az hladina
v koloné dosahne matrice.

5. Poté na kolonu naneste 1 ml hexanu s rozpusténym extraktem, oteviete kohout u
sklenéné kolony a nechejte hexan odkapat, az hladina v koloné dosdhne matrice.

6. Jakmile roztok v koloné dosahne matrice, zastavte prlitok a naplrite opatrné kolonu 10
ml hexanu.

7. Poté oteviete kohout a nastavte pratok na 1-2 kapky/sekundu. Protekly roztok jimejte
do prvni Erlenmayerovi bariky.

8. Jakmile roztok v koloné dosahne silika matrice, zastavte pritok a naplite opatrné
kolonu 10 ml smési hexan:ether (90:10).

9. Otevrete kohout a nastavte pritok na 1-2 kapky/sekundu. Protekly roztok jimejte do
druhé Erlenmayerovi bariky.

10. Jakmile roztok v koloné dosadhne silika matrice, zastavte prlitok a naplite opatrné
kolonu 10 ml smési hexan:ether (80:20).

11. Otevrete kohout a nastavte pratok na 1-2 kapky/sekundu. Protekly roztok jimejte do
treti Erlenmayerovi bariky.

12. Poté prelijte tfi nasbirané frakce do 50ml odparovacich banék a postupné odparte na

vakuové odparce.
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C. Tenkovrstevna Chromatografie na Silika desce

Postup prdce:

1. Rozpustte 10 mg hrubého extraktu lipidd v 1 ml chloroformu a odpafené frakce v 0.5
ml chloroformu.

2. Na chromatografickou desku si 2 cm od okraje udélejte tuzkou ¢aru. Potom pomoci
kapilarek naneste tfi nasbirané frakce, hruby extrakt a standardy lipidG. Aplikaci
pomoci kapilarek opakujte pfiblizné 10 krat pro kazdy vzorek, kdy mezi jednotlivymi
aplikacemi nechte vZdy rozpoustédlo odpafit (celkem od kazdého vzorku naneste cca.
0.25 ml).

3. Po naneseni vzorkd vlozte TLC desku do chromatografické komory a vyvijejte
v systému hexan:ether:k. octova (80:20:1).

4. Ponechte desku v komore, dokud rozpoustédlo neni pfiblizné 1 cm pod okrajem
desky. Poté desku vyjmeéte s komory, oznacte tuzkou polohu rozpoustédla a nechte
desku vyschnout.

5. Poté ji umistéte na 10 minut do iodové komory a nahnédlé spoty obtahnéte tuzkou.

6. Spocitejte relativni mobility standard( a jednotlivych sloZzek a vysledek popiste.
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Vysledky:

Standard Rf

METHYL LINOLENAT
CHOLESTERYL LINOLEAT

K. OLEOVA

L-0-FOSFATIDYL CHOLIN

1-MONO OLEOYL-RAC-GLYCEROL

Hruby extrakt

1. Frakce

2. Frakce

3. Frakce
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Popiste vysledek purifikace lipida a urcete pfiblizné sloZeni lipida v jednotlivych frakcich.
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