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Anotace

Tato prace si klade za cil zvysit efektivitu preparativni vysokoucinné kapalinové
chromatografie tak, aby mohla uspésn¢ konkurovat jiz zavedené preparativni
tenkovrstvé chromatografii a mohla byt s uspéchem zapojena do védeckovyzkumné
¢innosti studentl. Experimentalni ¢ast prace je zaméiena na izolaci Cistého betulinu ze
smési pomoci chromatografickych metod. Je zde popsdna analytickd a preparativni

tenkovrstva chromatografie.

Kli¢ova slova: chromatografie, tenkovrstva chromatografie (TLC), preparativni

vysokoucinna kapalinovéa chromatografie (HPLC), betulin

Annotation

Aim of this paper is on increase in effectivity of preparative high-performance
liquid chromatography in such way, that it could compete already introduced
preparative thin-layer chromatography and it could be successfully used by the students
in their scientific activity. Experimental part of the paper focuses on isolation of the
pure betulin from the mixture using the chromatographical methods. There is described
analytical and preparative thin-layer chromatography.
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1 UVOD

Katedra chemie FPE ZCU se dlouhodobé zabyva chemii triterpenoidnich
sloucenin, pii které jsou vyuzivany extrakty ptirodnich surovin. K velmi vyznamnému
zdroji téchto sloucenin patii predev§im biezova kira, ktera obsahuje velké mnozstvi
betulinu®. Pro b&Znou préci se betulin koncentruje opakovanou krystalizaci z ethanolu,
pticemz se doprovodné slouc¢eniny hromadi v mate¢nych louzich. Pro pfemény betulinu
je vSak vyhodné mnohdy vyuzivat betulin analyticky Cisty, ktery se v kone¢né fazi
ziskdva chromatografickymi metodami. Chromatografické metody jsou nezbytné pti
sledovani prabé¢hu chemickych pfemén a nasledné izolaci jejich produktii. Vzhledem
ktomu, Ze se jedna vesmés o pevné latky rozpustné v nevodnych rozpoustédlech a
pracuje se sriuznymi kvanty latek, musi tomu odpovidat i uzité chromatografické
metody. Nejcastéji se jedna o adsorpcni chromatografii v plandrnim provedeni, méné
Casto o sloupcovou chromatografii. Protoze je na katedie k dispozici kapalinova
chromatografie  (HPLC) v preparativnim  provedeni  jako  zafizeni  pro
semimikrochromatografii, bylo by zajimavé vyhodnotit moznosti jejiho vyuziti jako
alternativy dosud vyuzivanych metod. Vzhledem ktomu, Ze je v systému HPLC
vyuzivana kolona se silikagelovou naplni, nabizeji se i mozZnosti vzajemného porovnani.
Cel¢ zatfizeni HPLC je tvofeno propojenim jednotlivych dili tenkymi kovovymi
trubickami a ptipojenim jimace frakci siln€jsi polyethylenovou hadic¢kou, které zajistuje
pevné nastaveni vyusténi systému nad jednotlivé zkumavky jimace frakci. Dosud se pii
zpracovani malych mnozstvi latek (50 — 100 mg) s vyhodou uziva preparativni
tenkovrstva chromatografie, kterd na rozdil od sloupcové chromatografie umoziuje
rozdéleni procesu do casové kratkych etap. Toto feSeni je vzhledem k Casovym
moznostem studentli zajimavé.

HPLC v podstaté svym provedenim proces sloupcové chromatografie velmi
urychluje. Nabizi se, zda v soucasném provedeni nejsou néjaké moznosti dal§iho
zefektivnéni tak, aby tato metoda zaujala srovnatelné misto s preparativni TLC a mohla
byt veétsi mérou vyuzivana pii zapojovani studentl do védeckovyzkumné cinnosti

katedry.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Chromatografie

Chromatografie patii mezi separatni metody, které slouzi k separaci
jednotlivych slozek ze smési.’> Objev chromatografickych metod spada do doby okolo
roku 1900 a vyznamnou roli hrdl rusky botanik M. Cvét. Chromatografie nabyla
vyznamu az skoro o padesat let pozd¢ji a o to se zaslouzili Syng a Martin, ktefi za svoje
uspéchy v rozsifeni chromatografie ziskali Nobelovu cenu.® Separa¢ni metody jsou
znamy jiz z minulych dob, je fazena mezi né napfiklad filtrace, sedimentace nebo
srazeci reakce. Pro dnes$ni vyuziti, kde by uvedené¢ metody nemusely postacit, je nutné
zaradit 1 dal$i metody, které se vyuzivaji naptiklad ke studiu antibiotik, smési barviv ¢i
aminokyselin. Pravé k takovym ucelim byla vyvinuta adsorpéni chromatografie. Pro
dalsi separacni postupy byly objeveny plynova chromatografie, kapalinova
chromatografie, roztfepavani, papirova chromatografie, afinitni chromatografie, iontové
vyménna chromatografie a jiné. Metody jsou uplatnitelné jak v analytické a preparativni

chemii tak i v chemické technologii.”
2.1.1  Princip chromatografie

Princip chromatografie 1lze spatiovat vrozdéleni slozek, které jsou
nestejnomérné na zakladé rozdilné afinity zkoumanych slozek vzhledem k systému, kde
jsou dvé faze — staciondrni a mobilni. Staciondrni fize je nepohybliva a vypliuje
separacni prostor, zatimco mobilni faze se pohybuje tak, Ze urCity vzorek nese
prostorem, kde probiha separace. Jednotlivé slozky zkoumaného vzorku jsou postupné
zastavovany béhem jejich pohybu separacnim prostorem. To znamena, ze pouze Cast
Z ptivodniho mnozstvi dané latky postupuje déle s pohyblivou fazi.?

Jakmile je dana latka vlozena do systému, kde ma probéhnout chromatografie,
rozdé@li se mezi f4zi mobilni a staciondrni, aby dosahla tzv. sorpéni rovnovahy. Sorpéni
rovnovahy je vSak nemozno dosdhnout, protoze je stile ruSena mobilni fazi, kterd se
pohybuje. V prvnim oddéleni zony je koncentrace chromatografované latky v pohyblivé
¢asti vetsi nez v rovnovazné Casti, proto zde dochdzi k sorpci, pfi niz latka prestupuje
z faze pohyblivé do faze stacionarni. Uplné jinou moznost lze zaznamenat na druhém
konci, kde je detekovdna desorpce. To znamend, Ze latka naopak z fdze stacionarni

piejde do faze pohyblivé. Mezi pfednim oddélenim a zadnim oddélenim z6ny neni



mozno pozorovat sorpci ani desorpci, protoze je tam ustalovan rovnovazny stav nebo

presndji stav, ktery se rovnovaze alespoti p¥iblizuje.
2.1.2  Déleni chromatografickych metod

Existuje cela fada raznych déleni chromatografickych metod. Metody je mozno
klasifikovat podle toho, jakym zptisobem probihd separacni proces nebo dle toho, jaka
technika je k praci vyuzivana, ale nejcastéji jsou chromatografické metody rozdélovany
dle jednotlivych fazi, kde probihd separace. Nejjednodussi déleni metod je ve dvé
zékladni skupiny, u kterych hraje svou roli faze pohybliva, podle které jsou tyto dvé
skupiny dé€leny. Je to chromatografie kapalinova a plynove’l.2

Zakladni rozd&leni chromatografickych metod je ziejmé z tabulky.*

Tabulka 1 Piehled nejdulezitéjSich chromatografickych metod

Mobilni faze Separacni Metoda Uzivana zkratka
mechanismus

Plynova

chromatografie na
sitovy efekt GSC
molekulovych

sitech

plyn Plynova adsorpéni
adsorpce .
chromatografie

Plynova
rozdélovani rozdélovaci GLC

chromatografie

Gelova permeacni
sitovy efekt . GPC
chromatografie

Kapalinova
adsorpce adsorp¢ni LSC
chromatografie
. Kapalinova
kapalina
rozdélovani rozdé¢lovaci LLC

chromatografie

. Iontova vyménna
chemisorpce ] IEC
chromatografie

specificka interakce | Afinitni

biomolekul chromatografie
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2.1.3  Chromatografické metody vhodné pro vyuZiti v chemii triterpenoidnich

slouéenin

Podle pribéhu separace lze rozdé¢lit chromatografii na rozdélovaci, adsorpéni,
jontové vyménnou, afinitni, gelovou atd...? V souvislosti s vyuZitim chromatografie
V chemii triterpenoidnich sloucenin je tato ¢ast vénovana rozdélovaci a adsorpéni
chromatografii.

Adsorpéni chromatografie hrala svou vyznacnou roli jiz v historii u objevu
chromatografie M. Cvétem, ktery se zabyval tim, jak se adsorbuji barevné latky na
proteiny.®> Princip adsorpéni chromatografie tkvi vtom, Ze slozky latky, které se
rozpusti v prvni fazi budou mit rozdilnou koncentraci nez rozpusténé slozky latky, které
se budou vyskytovat v misté setkani s druhou fazi a tak to mtze spét az k tomu, Ze
dojde k postupnému nakupeni po povrchu této faze, coz se nazyvéa adsorpce.® Latky se
adsorbuji na povrch adsorbentu, ktery je nejcastéji v pevné fazi, rozdiln€é. Adsorbentem
muze byt naptiklad uhli¢itan vapenaty (CaCOs), oxid hlinity (Al,O3) nebo silikagel.
Podle toho, jak se jednotlivé slozky dané latky navazuji na adsorbent, se jednotlivé
slozky separuji mezi pohyblivou fizi a fazi stacionarni.* Adsorpce mohou probihat také
mezi kapalnou a plynnou fazi nebo mezi kapalinami, jez se navzajem nemisi.? Je mozno
ji vyuzivat v souvislosti s chromatografii tenkovrstvou nebo sloupcovou.®

Rozdéleni slozek urcité latky mezi dvéma kapalinami, které se navzadjem nemisi,
je umoznéno pomoci rozdélovaci chromatografie. Je velmi dulezité vzit v potaz
rozpustnost nebo spiSe afinitu slozek k témto kapalnym fazim, které rozhoduji o
prubéhu celé chromatografie. Rozdélovani jednotlivych slozek je charakterizovano tzv.
rozd&lovaci neboli distribuéni konstantou.? Jedna kapalina, pevné zakotvena na nosici,
predstavuje fazi stacionarni. Druh4, volnd se pohybujici, tvori fizi mobilni.* Jako
mobilni fAze mlze slouZit i plyn. Podle pouZziti mobilni faze se rozliSuje chromatografie
kapalinova nebo plynova (viz. tabulka 1).

Jiz zndzvu prace vyplyvd, Ze bude vyuzivdna piredev§im chromatografie
tenkovrstva (TLC) a kapalinova jako vysokou¢innéd metoda (HPLC). Témto metodam je

proto vénovana dal$i pozornost.
2131 Sloupcova chromatografie

Princip sloupcové chromatografie tkvi v rozdéleni jednotlivych latek ve vzorku

mezi staciondrni a mobilni fazi. Staciondrni faze je tvofena sloupcem
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v chromatografické trubici. Nejcastéji je vyuzivan silikagel, ktery ma vSak nevyhodu a
tou je mirna kyselost, ktera by mohla zapftiCinit rozklad latek, jez jsou na kyselé
prostiedi citlivé. Hmotnost silikagelu by méla byt 25 az 50 nasobek hmotnosti vzorku,
mnozstvi vzorku nez je 100 mg. Mobilni ¢ést je tvofena rozpoustédlem nebo smési
rozpoustédel. Pfi vybéru je nutno se fidit eluotropickou tadou, kterd zde bude blize
rozvedena (viz tabulka 2). Pohyb rozpoustédla trubici je zajistén gravitaci, lze jej
ovliviiovat také tlakem. Je tieba dbat na to, aby sloupec byl homogenni, v opacném
piipad€ mohou ve sloupci vzniknout kanalky nebo praskliny. Délka chromatografické
trubice vzhledem K praméru je ptiblizné 10:1 az 15:1. Volba délky trubice je
pfizplisobena podminkdm chromatografie, pomér mizZe byt v rozmezi 2:1 az 50:1. Na
konci sklenéné trubice je obvykle kohout. Pokud neni chromatograficka trubice v dolni
Casti opatfena fritou, je tfeba napéchovat do zuzené ¢asti pred kohoutem kousek vaty.
Ptipraveny vzorek, ktery je rozpustén v minimalnim mnozstvi rozpoustédla, musi byt
nanesen na vrSek sloupce. K nanaSeni byva obvykle pouzivdna pipeta. Po vsaknuti
roztoku vzorku je ptidana pohybliva faze. Jimané frakce by mély byt jimany rychlosti
maximalné jedné kapky za dvé sekundy. Velikost frakei zavisi na narocich na u¢innost
déleni sloupce. Pokud jsou naroky na déleni vétsi, je potfeba, aby jimané frakce byly
mensiho objemu. Objem jimanych frakci by viak mél byt stejny a definovany.” Obvykle
se zde mluvi o rozdilech zadrze, piicemz zadrz predstavuje mnozstvi rozpoustédla, které
je zachyceno sloupcem. NejCastéji vyuzivanou metodou zjistovani zadrze sloupce je
naliti znamého mnozstvi Cistého rozpoustédla na sloupec a zachyceni proteklého
rozpoustédla v pfedem podstaveném odmérném valci. Zadrz je definovana jako rozdil
obou objemil rozpoustédla.

Pro zachovani ucinnosti chromatografie je vhodné proces nepferuSovat. Po
provedeni sloupcové chromatografie jsou rozpoustédla z frakci odpafovana. Pro zjiSténi
produktt v jednotlivych frakcich je vyuzivana tenkovrstva chromatografie.” Pokud je
k dispozici kolonovy chromatograf s detektorem, vysledek analyzy se promitne na

chromatogramu, ktery zaznamenava odezvu detektoru vzhledem k &asu.®
2.1.3.2 Planarni chromatografie

V souvislosti s kapalinovou chromatografii je zde uvedena chromatografie
planarni, kterd v soucasné dob& diky své jednoduchosti nachazi Siroké uplatnéni.
Planarni chromatografie je délena dle zvolené staciondrni faze na papirovou a

tenkovrstvou. UZ znazvu vyplyvd, Ze chromatografie papirova bude probihat na



chromatografickém papiru a tenkovrstvd na tenké vrstvé latky, jez bude sorpcnim
mechanismem kapalinu zachycovat.®

Mobilni faze u tohoto typu chromatografie je kapalina a je prenaseCem dané
latky.® Vybér vhodné kapaliny je pro chromatografii velmi diileZity a je vybirana na
zaklad¢ znalosti polarity latek, které maji byt separovany a také polarity faze
stacionarni. Mobilni faze jsou nazyvany rozpoustédlové soustavy, kdy tyto soustavy
Gasto maji i n&kolik slozek.® V experimentalni &asti prace byla pouzita smés ethylacetat
a n-hexan v poméru 3:10.

Neméné dilezity je 1 vybér faze stacionarni, zde je opét na vybér z nékolika
moznosti. Casté vyuziti lze pfipsat silikagelu, celuléze a oxidu hlinitému (AlO3).
Celuldza je nejcastéji vyuzivana v papirové chromatografii pro svou schopnost afinity
k vod¢, kterou na sebe vaze. Silikagel je nejCastéji vyuzivan u tenkovrstvé
chromatografie, mozné je ale také pouZiti jiz zminované¢ho oxidu hlinitého. Co se tyce
nanesené vrstvy stacionarni faze, méla by se tloustka nachazet mezi 0,1 — 0,25 mm.?

Mechanismus papirové a tenkovrstvé chromatografie je rozdilny. Nejvétsi rozdil
je bezesporu v uspofadani, kdy u papirové je sestupné, zatimco u tenkovrstvé je

Vzestupné.3
2.1.3.3 Tenkovrstva chromatografie (TLC)

Tento typ chromatografie ma né€kolik zékladnich znaku: stacionarni faze je
pevnd a v plose, mobilni faze je kapalna, pti ponotfeni do faze mobilni dochazi ke
vzlinani, rychlost pohybu je rozdilna. Je zde nékolik moznosti detekce, jednou z nich je
napiiklad detekce pomoci UV zafeni, kterd vSak vyzaduje specidlni vybaveni.>®
Moznosti detekce budou v praci blize rozvedeny.

Tenkovrstva chromatografie jako takova zaznamenala velky rozvoj na konci
padesatych let dvacatého stoleti a hlavnim predstavitelem byl Stahl. TLC diky pomérné
jednoduchému a praktickému provedeni ptedcila chromatografii papirovou i
sloupcovou.?

Tenkovrstva chromatografie vyuziva sorbentu, ktery je zakotven na pevném
podkladu nebo muze byt i volné, pak se jedna o chromatografii adsorpéni. Pokud je
sorbent fixovdn na nosi¢, jde o chromatografii rozdélovaci. AvSak adsorpéni
chromatografie je Cast&jsi® TLC lze pouzit tedy jak pii adsorpéni chromatografii,
rozd&lovaci, tak i iontové.’ I zde je volba vhodného materidlu fize stacionarni velmi

diilezita a musi byt tomu piizptisobena i volba mobilni faze.®



Principem TLC je tedy rozdéleni slozek smési mezi fazi stacionarni (silikagel) a
mobilni (organické rozpoustédlo), které protéka skrz fizi stacionarni® Tenkovrstva
chromatografie se déli dle zptisobu provedeni na preparativni TLC a analytickou TLC.
Jejich hlavni odlignost spo&ivéa ve velikosti chromatografickych desek.®

Material pro TLC musi byt vhodné zvolen a tedy spliiovat urcita kritéria jako
jsou Cistota a zrnéni. Je také dulezité, aby dany material mél potfebné vlastnosti pro
pouziti na dany typ chromatografie. V experimentalni ¢asti prace byl pouzit silikagel,
ktery dokonale splnil pozadované vlastnosti pro rozd&lovaci chromatografii.” Na trhu je
k dispozici velky vybér materialti.

Jesté predtim nez je provedena vlastni chromatografie, je tfeba vzorek rozpustit
Vv rozpoustédle a zbavit ho vSech necistot, které by mohly negativné ovlivnit prubeh celé
chromatografie. Vhodné rozpoustédlo je voleno s ohledem na adsorbent. Napiiklad pii
volbé zasaditého rozpoustédla (pyridin) dojde k pevnému ptichyceni rozpoustédla na
silikagel a znesnadni se tim jeho odstranéni.’ Bod varu zvoleného rozpoustddla by se
mél pohybovat v rozmezi 50 az 100 °C. Pii vybéru je dulezité¢ brat ohled na to, aby
chromatografované latky mély nizky retardacni faktor (Rg). Ve velmi ojedinélych
piipadech se vzorek nandsi v praSkové podobé naptiklad vzorek tkané rostlin.? Po
rozpusténi je vzorek nanesen na pomyslnou linii startu, které je nutné se drzet po celou
dobu nandSeni, jez lze provést pomoci velmi tenkych kapilar, mikropipetek nebo
mikrostifkacek. Pomyslna ¢ara by méla byt asi 1,5 — 2 cm od okraje.>*° Aby se mohl
vzorek nasaknout, musi byt kapilara pfilozena ptimo k fixované vrstvé. K nanaseni
vzorku je mozno kromé ruc¢niho naneseni vyuzit také nanaSeni automatické. Pro
uspésné provedeni chromatografie je potfeba odhadnout mnozstvi vzorku, jez bude
naneseno. Zavisi to samoziejmeé na koncentraci. Pfi zvoleni pfili§ velkého mnozstvi
bude na startu latka o ptili§ vysoké koncentraci a pohybliva faze nebude moci latku
rozpustit a vzniknou pruhy.® Obvykla koncentrace nanaSenych roztokl se pohybuje
maximalné okolo 1%. Vzorek je nanaSen na start chromatografické desky bud’ bodové
nebo v prouzcich, ptiemz se prokazalo, ze nanaseni v prouzcich ma lepsi V}'/sledky.2
Dalsi rozdil v nanaSeni spociva vtom, zda je provadéna analytickdi TLC nebo
preparativni TLC.”

Rozpoustédla jsou volena ptedev§im podle jejich schopnosti danou latku
rozpustit, podle jejich selektivity a polarity. Je nutné dbat na to, aby rozpoustédla nebyla
ni¢im zne&isténa.? P¥i rozhodovani, jaké rozpoustédlo méa byt zvoleno, je dobré Fidit se
pouckou, ze podobné se rozpousti v podobném. Jestlize ma dany vzorek uplné
rozdilnou polaritu nez rozpoustédlo, chromatografie se nepovede, nebot’ vzorek bude
pofad na startu a nebo bude pokraovat potad dal s celem. Je dilezité si uvédomit, Ze
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vybér rozpoustédla mé vliv na R latek, které jsou od sebe déleny. Hodnota Rg nesmi
byt piili§ nizka ani vysoka. Proto se rozpoustédla téidi do eluotropnich fad.*®

Tabulka 2 Eluotropni Fada

voda

methanol

ethanol

propan-1-ol

aceton

ethyl-acetat

diethylether

chloroform

benzen

toluen

chlorid uhli¢ity

cyklohexan

hexan

Rozpoustédla, ktera jsou uvedena hned na zacatku tabulky, mohou byt pouzita
jako eluenty téch latek, které maji vysokou polaritu, naopak ta rozpoustédla, kterd se
nachazeji na konci tabulky, mohou byt pouZita pfi jemném dé&leni smési.” Velmi &asto
jsou dnes vyuzivany i smési dvou rozpoustédel v piipad€, ze je potfeba upravit elucni
Géinek prvniho rozpoustddla.>® Pfi volbé vhodného rozpouitédla je dobré fidit se
literaturou, kterd uvadi, v jakych soustavach je nejlepsi danou latku rozpustit. Pokud
dand latka neni v literatufe uvedena, volba je fizena témi latkami, které jsou dané
sledované latce podobné. Pokud je chromatografovana latka, jeZ je povahové zcela

nezndma, je nejdiive provedena chromatografie s tim rozpoustédlem, které se nachazi
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v poloving eluotropni fady.? Podle Rr sledované latky jsou pak zvolena rozpoustédla
Cistd nebo ve smési.

Vyvijeni probiha rozdilng u sypanych vrstev a fixovanych.® Chromatografie na
tenké vrstvé je vzestupnd, sestupna se uplatiuje pii chromatografii papirové, kdy se
papir povési dovnitf nadoby, kde je rozpoustédlo.® Chromatografickd deska musi byt
dana s nanesenou latkou na startu k vyvijeni az po odpaieni rozpoustédla, ve kterém byl
vzorek rozpustén.” U sypanych vrstev musi byt deska umisténa $ikmo ve sklendné vang,
uhel by mél byt 20°, konec desky zasahuje do rozpoustédla tak, aby se naneseny vzorek
nesmacel, ale byl vymyvan az vzlinanim. Vana je uzaviena sklenénou deskou. LepSi
G¢inek je dosdhnut opakovanym vymyvanim.®

1 . ]

Obr. 1 Vyvijeni sypanych vrstev
sklenénd deska

sypana vrstva na desce
sklenénd vana
rozpoustédlo

el NS>

U fixovanych vrstev jsou dvé moznosti vyvijeni a to bud’ ve sklenéné komote
nebo chromatografie mezi dvéma deskami, které jsou sklenéné. Je mozné vyvijet i vice
desek jednorazove za pomoci specialnich drzakd. V chromatografické komofe je mozno
naraz vyvijet dvé desky, kdyz jsou postaveny do pismene v.° PH vyvijeni
Vv chromatografické komotfe musi byt nalit¢ na dn¢ nadoby takové mnozstvi
rozpoustédla, aby nedosahovalo Grovné startu, na start se musi dostat samo procesem
vzlinani. Je dalezité, aby komora byla dokonale uzaviena, aby nedoslo k uchéazeni par,
Které by mohlo zpusobit okrajové jevy, a stopy jednotlivych latek by byly
zdeformovany a detekce by byla zna¢n¢ znesnadnéna. Vzlinani se necha probihat tak
dlouho, dokud nedosidhne kousek (par milimetrl) pod okraj chromatografické desky.

Pak je destitka vyjmuta z chromatografické komory a nasleduje detekce.’



[ S =

Obr. 2 Chromatograficka sklenéna komora
1. kryci deska
2. chromatograficka deska
3. rozpousteédlo

Jak jiz bylo tfeceno, vyvijeci komory musi byt zabezpeceny pied unikem par, aby
béhem vyvijeni nedochazelo ke zmén¢ slozeni eluentu. Komory jsou ve vétsin€ piipadi
sklenéné a pravouhlé, rozmér musi korespondovat s rozmérem chromatografické desky.
Okraj komor by mél byt zabrouSen tak, aby do nich ptesné zapadala zabrouSena kryci
deska. Pro specialni ptipady jsou dostupné na trhu i kryci desky, které maji dva
kohouty, diky nimZ je umoznéno do komory vpoustét inertni atmosféru.?

Existuje ne€kolik moznosti, jak latky detekovat. Pfima detekce se uplatiuje
v ptipad¢, ze latky, které jsou chromatografovany, jsou barevné a jejich skvrny je
mozno spatfit pouhym okem. Tykd se to naptiklad rostlinnych barviv. Druhym
zpusobem je detekce pomoci UV zafeni, které je velmi Casté, ale jak jiz bylo zminéno,
vyzaduje specidlni vybaveni. Podminkou pro detekci pomoci UV zafeni je, aby
adsorbent obsahoval slozku, ktera fluoreskuje. Poté co je deska osvétlena, jsou vidény
tmavé skvrny tam, kde se latky rozdélily.® V ptipads, Ze adsorbent neobsahuje
fluoreskujici slozku, je deska postfikana roztokem morinu a mista, kde se latky
rozddlily, se budou jevit pod UV lampou jako skvrny na fluoreskujicim pozadi.’
Nekteré latky, naptiklad alkaloidy, pod UV lampou sviti — fluoreskuji samy.6

Pti detekci je mozné vyuzit specifické zabarveni tak, ze chromatografickd deska
je postiikana ¢inidlem, které reaguje se separovanymi latkami takovym zpiisobem, ze se
vytvoii barevné skvrny. Jako posledni moZnost stoji za zminku izotopové techniky, kde
vznik4 radioaktivita, kterd se pak zméfti. Jeji vznik musi byt podminén poznacenim latek
radioaktivnimi izotopy.”

Jednou z moznosti identifikace zkoumané latky je jeji porovnani se standardem
pti TLC. Latka je identifikovana nejcastéji na zakladé Rr.? Retardaéni faktor je veli¢ina,
jez je bezrozmérna a vyjadiuje vzdalenost, kterou urazi stopa dané slozky od startu na
chromatografické desce. Rr se pohybuje mezi hodnotami 0 az 1. Pokud je Rr roven

nule, znamena to, Ze latka je na startu a naopak pokud je roven jedné, latka jde spolecné
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s Gelem dal.> Hodnota Rr je viak zavisla na mnoha aspektech, proto je kolikrat t&7ké ji
reprodukovat. Na hodnotu miize mit vliv teplota, aktivita vrstvy, mnozstvi vzorku na
chromatografické desce, velikost komory, postup pii ptipravé chromatografické desky a
dalsi. Pokud je chromatografickd deska nechana pfiblizné hodinu na vzduchu jesté
predtim, nez je nanesen vzorek, reprodukovatelnost se zvysi. Nejen hodnota R, ale také
tvar stopy podléhda mnoha faktorim, diky nimz miZze byt vypocet znesnadnén.
V nejlepsim piipadé by stopy popiipads pruhy mély byt od sebe dobie oddéleny.® Pro
vypocet Rg je vyuzivan vzorec Rg = a/ b, kde a vyznacuje délku mezi startem a ¢elem
pohyblivé faze a b vyjadfuje vzdalenost stopy respektive jejiho stiedu od startu.*> Aby
byla identifikace spolehlivéjsi, doporucuje se, aby se zkoumana latka nachazela okolo
sttedu chromatogramu. Pravé tam je déleni latek nejuginngjsi.’

K dokumentaci TLC je opét mozné vyuzit nékolik moznosti, kdy se pouziva
puvodni chromatogram nebo vytvorené fotografie ¢i obrazky. Ty je vSak nutné nalezité
popsat. Pti rozhodnuti pro vyuziti pivodniho chromatogramu je nutné brat ohled na typ
vrstvy, ktera byla pro chromatografii pouzita. Sypané vrstvy ptijdou uchovat jen tézko,
ale fixované vrstvy lze postiikat takovym ptipravkem, ktery vrstvu zpevni tak, Ze je
mozno ji vlepit do protokolu.

Pro uspésnou chromatografii je potfebné dodrzet hned nékolik zasad a to volbu
vhodnych podminek a také znalost vhodnosti latek. Latky, jez jsou vhodné pro
chromatografii, jsou dobfe detekovatelné. Tyto latky musi byt dobie rozpustné
v rozpoustédle, které je voleno samoziejmé sohledem na latku, ktera ma bat
chromatografovana, aby latka mohla byt nanesena Vv potiebné koncentraci na start. Také
je nutné, aby se dobie rozpoustéla v mobilni fazi. Latka musi byt netékava, aby béhem
probihajici chromatografie nevytékala. Posledni podminkou je jistd odolnost latky
v souladu s podminkami, které jsou pro chromatografii zvoleny.’

Pokud je potfeba chromatografovat latku, kterda nevyhovuje vyse uvedenym
podminkam, musi byt latka poupravena po chemické strance a to znamena, ze je vhodné
ji zménit na vyhovujici derivat. Neékteré slozité molekuly je naopak nutno pozménit na
jednodussi, které jsou snadngjsi pro identifikaci.®

Vyhodou TLC je bezesporu mald casovd narocnost, snadné provedeni a
nenarocnost na nakladné laboratorni experimentalni piistroje. Pro TLC neni potfeba

velkého mnoZstvi latek nebo rozpoustadel.®
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2.1.3.3.1 TLC v analytickém provedeni

Analytickd TLC je provadéna na deskach menSich rozméri nez je tomu u
preparativni TLC. Lze pouzit mikroskopicka sklicka o rozmérech 75 x 26 mm.®
Tloustka vrstvy by méla byt maximalné¢ 2 mm, u vétsi tloustky hrozi béhem vysouseni
popraskani.®

Jako faze stacionarni je ¢asto pouzivana slaba vrstva silikagelu nanesend na
mikroskopické sklicko nebo jiz zakoupend fixovana vrstva. Rozpustény vzorek je
nanesen na start. Pii analytické TLC jsou poklddany na chromatografickou desku
jednotlivé body s dostate¢nou vzdalenosti od sebe.” Po odpafeni rozpoustddla je
chromatograficka deska vlozena do komory s pfipravenou pohyblivou fazi a po
uzavieni komory probéhne vyvijeni. Poté co Celo pohyblivée faze je ve vhodné
vzdalenosti, mize byt chromatografickd deska podrobena detekci. Jednotlivé latky jsou
detekovany dle jejich polohy, jeZ je uréena retardacnim faktorem (Rg).> Chromatografie

probihd vzestupné (viz obr. 3).3

ZZ?_,_gz 1

Obr. 3 Proces vzestupného vzlinani
viko chromatografické komory
chromatograficka komora
chromatograficka deska
proces vzlinani

mobilni faze

aogrwnPE

Velmi vyuzivanou moznosti detekce u analytické TLC je vypalovani na
elektrickém vari¢i. Je vSak tfeba dbat na to, aby tenkd vrstva neobsahovala pojivo
obsahujici organickou latku, nebot’ detekce probiha tak, ze organické latky tmavnou a
pokud by organické pojivo bylo ptitomno, cela chromatograficka deska by z¢ernala a
vyhodnoceni chromatografie by nebylo mozné. Pokud je jesté¢ pfed vypalovanim
chromatograficka deska postiikana 10% kyselinou sirovou, pak cely proces probiha

rychleji a skvrny jsou lépe vidét (viz obr. 4).°
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Obr. 4 Detekce provedena vypalenim na elektrickém varici
stopa ¢islo 1 obsahujici betulin a lupeol

stopa ¢islo 2 obsahujici betulin a lupeol

stopa Cislo 3

stopa Cislo 4

stopa Cislo 5 obsahujici ¢isty betulin

agrwNpE

Identifikace jednotlivych stop probihd na zaklad¢ Re. Jiz z obrdzku (viz obr.5)
vyplyva, ze je pti identifikaci nutné vzdy porovnani se zndmou latkou naptiklad
S ¢istym betulinem. Je zde také moZznost vyuzit pro identifikaci znalosti vztahu mezi
chovanim latky pti chromatografii a strukturou dané latky, kdy je pro porovnani vyuzita
jina latka, ktera ma strukturu co nejbliz§i zkoumané latce. Potom lze identifikovat
danou latku na zaklad¢é naptiklad bodu tani nebo infraCervenou spektroskopii. Tuhle

moznost nelze vSak doporucit bez predchozich zkugenosti.”

Obr. 5 Identifikace na zakladé Rg

celo rozpoustédla

stied stopy

b = vzdalenost stiedu stopy od startu

a = délka mezi startem a ¢elem pohyblivé faze
start

aogkrwnPE
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2.1.3.3.2 Preparativni TLC

Jak jiz bylo uvedeno, tenkovrstvad chromatografie miize byt provedena dvéma
zpusoby a to bud’ analyticky nebo preparativné. Na preparativni TLC jsou vyuzivany
chromatografick¢ desky o rozmérech 20 x 20 cm, toto je nejpouzivanéjsi rozmer,
mohou byt i jiné napfiklad 25 x 50 cm. Nanesend vrstva je silnd maximalng 3 mm.®
Vrstvy mohou byt jak sypané tak lité, a to bud’ bez pojiva nebo s pojivem. Na nanaseni
vrstev jsou vyuzivany nanaSecky nebo sklenéné ty€inky s hadi¢kou z pryze nebo plastu
nebo je mozné misto hadi¢ky pouzit obycejnou lepenku. Moznost piipravy lité desky je
takova, ze je smichan adsorbent s vodou a nasledné nalit na chromatografickou desku.
MnozZstvi jak vody tak adsorbentu je tfeba mit pfedem vyzkouseno.”

JiZ bylo feceno, ze rozdil mezi analytickou a preparativni TLC tkvi ve velikosti
chromatografické desky, ale je zde také rozdil v nanaSeni chromatografované latky na
start. Na start je nanesena souvisla ¢ara maximalné o priméru 2 az 3 mm, aby byla
chromatografie u¢inna. K nanaSeni lze s tispéchem vyuzit balonek. Jakmile se odpafi
rozpoustédlo ze startu, je vlozena chromatografickd deska do akvaria s vickem, které na
akvarium t&sné doléha.” Pi provadéni preparativni TLC, kde je pouzivana deska o
rozmérech 20x20 cm, je mozno vyuzit komoru o rozmérech 21x21x6 cm.?

V blizkosti startu vytvoti délena latka pruh, ktery je obklopen pruhy, jez
vytvofily ostatni slozky smési. LepSiho rozdéleni jednotlivych pruhti je mozno docilit
odpafenim rozpoustédla z chromatografické desky a naslednym vzlinanim tychz
rozpoustédel po stejné chromatografické desce. Nékdy je potieba tento proces vicekrat
Opakovat.10 Princip uvedeného opakovaného procesu spoc¢iva v tom, ze pti opakovani se
stane kazdy pruh o mirn¢ odliSném Rg V podstaté startem. Je tieba dbat na to, aby byla
pii opakovani pouzita nova smés rozpoustédel o stejném poméru. Jestlize je opakovany
postup vyuzit u bezbarvych latek, je dilezité si podminky opakovani pfedem zkusit na
analytické chromatografické desticce.”

Pro izolaci barevné latky sta¢i odebrat piislusny pas adsorbentu a nasleduje
extrakce pro ziskani pottebné latky. Pro extrakci je opét nutné vybrat vhodné
rozpoustédlo. Bohuzel vSak vétSina latek je bezbarvych, proto se pfistupuje k ucelné
detekci. Jedna z moznosti je pouziti UV-lampy s pomoci UV indikatoru. Ne vzdy je
UV-lampa k dispozici, proto se nabizi dalsi metoda, ktera je zalozena na ziskaném
piehledu o sloZeni jednotlivych past, které je diileZité si nacrtnout na chromatografické
desce a z kazdého pasu je odebran vzorek, jehoz slozeni se zjisti klasickou analytickou
chromatografii, nasleduje extrakce jednotlivych past. Druhd z metod vyuziva dotyku

elektrického Zhavého odporového dratu ve dvou mistech, vzdy ve sméru start — celo.
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V mistech, kde jsou obsazeny organické latky, dojde k zuhelnaténi a tim padem ke
zhnédnuti. Jesté nez je sejmuta vrstva z chromatografické desky k extrakci, je nezbytné
odstranit zuhelnaténé pruhy, jinak hrozi znehodnoceni izolované latky.

Vyhodou preparativni TLC je bezesporu jednoduchost provedeni. Jednodussi je
nanést smési latek, které maji velky rozdil hodnot Rg, zatimco u latek, jejichz hodnoty
Rr jsou blizké, je potieba davat pozor na preciznost nanaseni vzorku.? Za dal§i vyhody
je povazovano malé spottebovani rozpoustédla a moznost chromatografickou desku

nechat opakovang vyvolat. Nevyhodou je jednoznaéné nizka kapacita.’

Obr. 6 Naneseny souvisly pruh vzorku na chromatografickou desku

Obr. 7 Balonek k nanaseni vzorku

2134 Vysokoucdinna kapalinova chromatografie (HPLC) preparativni

Preparativni HPLC neboli preparativni vysokotlakd kapalinovd chromatografie
je jednou z nejlepsich a hlavné nejucinnéjsich zpusobu, jak rozdélit latky, které by byly
separovany pomoci oby&ejné kolonové chromatografie jen obtizng.” Jak uz z nazvu
vyplyvd, jedna se o dé¢leni, jeZ probihd za zvySeného tlaku a ma vysoky stupen
automatizace déliciho procesu.®!! Mezi obyéejnou kolonovou chromatografii a HPLC

je ne€kolik rozdild. Prvnim rozdilem je vyuziti kolon, které jsou z hlediska priméru veétsi
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a také cenové ndkladnéjsi. Druhou odliSnosti je vyuziti pump, diky nimz miize mobilni
faze protékat ve vétSich objemech. Dalsim vylepSenim oproti obycejné kolonové
chromatografii je injek¢ni zatizeni, které zprostiedkuje nastiik smési latek, jez maji byt
d&leny, do roztoku. V posledni fadé je vyhodou automaticky sbérag frakei.’

Népln chromatografické kolony je vybirdna v zavislosti na typu chromatografie,
ktery je uplatnén. U HPLC je vétSinou kolona s néplni dodana piimo firmou. Aby doslo
k precizni separaci latek, je tfeba dbat na spravnost naplnéni kolony.®

Pti rozdélovani latek pomoci HPLC jsou sledovany dvé veli¢iny — eluéni objem
a elucni Cas. Elucni objem je objem pohyblivé faze, ktery protece od doby, kdy je
nanesena separovand latka na kolonu do doby, nez bude nejvysSi koncentrace
separované latky v eluatu. Elu¢ni Cas sleduje ¢asovy pribeh operace. Dalsi sledovanou
veli¢inou je mrtvy objem kolony, coz je celkovy objem, ktery zabird pohybliva féaze.
Pokud je nanesena na kolonu inertni latka, bude jeji elu¢ni objem roven elu¢nimu
objemu  mrtvému. Eluéni objem je tedy charakterizovan  vzorcem
Vi = VR + Vi, kdy VR’ je skuteény eluéni objem a Vi mrtvy objem kolony.®

Metoda HPLC je vyuzitelnd pii spravné volbé kolony a mobilni faze pro
nejrazngjsi typy sloucenin, tedy i pro triterpeny. Dtlezité je, aby vSechno, co se na
kolonu nanese, bylo zkolony vymyto. Proto je nutné piedem zkoumanou latku
otestovat na materialu, ktery tvofi staciondrni fazi. K tomu je vhodna tenkovrstva
chromatografie. Jako mobilni fazi lze opét jako u TLC pouzit smés n-hexanu a
ethylacetatu. Pokud Rf nejvice pohyblivé slozky ve smési presahne 0,3; je tfeba snizit
podil ethylacetatu ve smési rozpoustédel. Pokud naopak ma Rr hodnotu nizkou, podil
ethylacetatu ve smési musi byt zvySen. Poté miize byt smés triterpenoidni slouc¢eniny
Vv piiméfeném objemu chloroformu rozpusSténa a nanesena na kolonu. Bé&hem
separa¢niho procesu jsou pozorovany zmény indexu lomu v souvislosti s jimanim
jednotlivych frakei na monitoru poéitage.*?

Na katedfe chemie FPE ZCU je uZivan chromatograficky systém firmy

LABIO a.s., ktery je zndzornén schématem (viz obr. 8).
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Obr. 8 Zakladni komponenty preparativniho systému HPLC dodanym firmou
LABIO pro praci v semimikroméritku
1. zasobni lahev s eluentem
2. preparativni pistové cerpadlo CPI 03 (LABIO a.s.), rozsah pritoku 1 — 200
ml.min™*, maximalni nominalni tlak 15 MPa
3. pfepinaci cCtyfcestny ventil CI 03 s davkovaci smyckou o objemu

5ml

4. preparativni kolona LMP Bioshoper PSI 200, zrnitost 10 um, velikost 25x250
mm

5. refraktometricky detektor RIDK 102 (ECOM spol. s.r.0.) s bypassem pro praci
pii vysokych pritocich

6. stolni sbéra¢ frakci FCC 100 T (LABIO a.s.)

Pro sledovani prubéhu chromatografie a zpracovani vysledki na pocitaci je
pouzit jednokanalovy integrator CSW (7). VSechny dily syst¢ému HPLC jsou spojeny
vysokotlakou kapilarou kromé propojeni piivodu rozpoustédla k cerpadlu a k sbéraci
frakci, zde je spojovacim ¢lankem polyethylenova hadicka.* Pravé u polyethylenové
hadicky vznikl poznatek, Ze by bylo misto pivodni hadi¢ky lepsi pouzit hadicku o

mensim primeéru (viz experimentalni cast).
2.1.3.4.1 Preparativni pistové cerpadlo CPI 03 (LABIO a.s.)

Vyhodou tohoto typu cerpadla je, Ze je vhodny také k Cerpani tekutin, které
podléhaji  korozi. Proto se na stavbé Cerpadla podili nerezova ocel,
polytetrafluorethylen, safir a rubin. Cerpadlo se sklada ze dvou &erpacich hlav a motoru,
ktery zménou otacek fidi pratok. Béhem chromatografie neni vyuzivan cely vykon
Gerpadla, ale jen jeho Gast. Pritok by mél byt mensi nez 10 ml.min™. Na piistroji je
umistén displej a klavesnice, coz umoziuje nastaveni potfebnych Ukonl napiiklad
rychlost pritoku nebo tlakovy limit. Vzadu se nachézi ptipojeni kabelu pro zajiSténi

ptivodu elektrické energie.'®
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Obr. 9 Preparativni pistové ¢erpadlo CPI 03 (LABIO a.s.)

Obr. 10 Ovladaci panel ¢erpadla

2.1.3.4.2 Prepinaci ¢tyFcestny ventil CI 03 s davkovaci smyckou

Diky piepinacimu Ctyicestnému ventilu, ktery je spojen s davkovaci smyckou, je
mozné dodavat smés latek, jez jsou pfipraveny k separaci, do vysokotlakého systému
pted kolonou. K dévkovani slouZi injekéni stiikacka. Funkce piepinaciho ventilu je
popsana pomoci obrazku (viz obr ¢. 11). Pokud chromatografie probiha, je nechan
ventil v poloze A, jestliZe je nanaSen vzorek se smési, kterd ma byt separovana, je ventil
dan do polohy B.*
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Obr. 11 Prepinaci ventil

nanaseni vzorku

odtok rozpoustédla, zatimco se plni smycka analyzovanym roztokem
ptipojeni plnici smycky

ptipojeni plnici smycky

privod rozpoustédla od ¢erpadla

odvod rozpoustédla, ptipadné analyzovaného roztoku

ok wnE

2.1.3.4.3 Preparativni kolona Bioshoper PSI 200

Naplni preparativni kolony o rozméru 25x250 mm je porézni silikagel, jehoz
pory maji velikost 20 nm. Tento porézni silikagel ma specificky povrch 180 m%/ g. Zadrz
kolony je zjisténa experimentalné, a to 90 ml. V tomto systému je dulezita, vzhledem
k neptitomnosti pfedklonky, ¢istota chromatografované smési, jinak by mohlo dojit az
k deaktivaci kolony. Nejen neCistoty, ale také vysoce polarni latky mohou kolonu
deaktivovat, obojiho se lze zbavit piefiltrovanim pies sloupec silikagelu. Nasledujici

kontrola je provedena pomoci tenkovrstvé chromatog:graﬁe.12

Obr. 12 Preparativni kolona Bioshoper PSI 200
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2.1.3.4.4 Refraktometricky detektor RIDK 102

Refraktometr je vlastné diferencidlni detektor, diky némuz se zjistuje
koncentrace rozpusténych latek v efluentu prostiednictvim vychylek indexu lomu.
Principem Cinnosti refraktometru je zjistovani indexu lomu mezi pohyblivou fazi a
efluentem, jez pfichazi z preparativni kolony. Zmény jsou zaznamendny pomoci
uchylkovych metod. Funkci pfistroje dokonale vystihuje nasledujici schéma (viz
obr.13).

Obr. 13 Schéma funkce pFistroje
zarovka

kondenzor

Stérbina

ohnisko objektivu
sklenéna kyveta
planparalelni deska
dvojice fotodiod

N~ E

Zarovka vyzatuje svétlo, které pokraduje kondenzorem a vyprodukuje v ohnisku
objektivu a na Stérbin¢ zdroj osvétleni, jez lze definovat. Prostor a slouzi k pritoku
¢isteho rozpoustédla, zatimco prostor b je vyuzivan k pritoku efluentu, ktery prichazi
Z preparativni kolony. V ptipad¢, Ze bude index lomu v prostoru a i b stejny, dojde
k tomu, Ze paprsek nebude vychylen a projde rovné kyvetou. Zatimco pii liSicim se
indexu lomu v jednom z prostord se paprsek vychyli a diky hranolu se rozpoji na dvé
¢asti, jeZz dopadnou na dvojici fotodiod. Rozdilovy signdl z fotodiod je Umérny
vychyleni paprsku, to znamena, Ze i rozdilu indexu lomu. Timto pfistrojem lze zachytit
také odchylky paprsku, které jsou menSi nez 0,1 pum. Soucésti pfistroje je také
planparalelni deska, jejimz otdenim se zaptiCini paprskové vychylky. Opticky systém
na za&atku méfeni by mél byt na optické nule.*?

Princip elektroniky tkvi v tom, Ze fotodiody piedadvaji signaly dale na proudové
zesilovace, jez dané signaly zesili. Diferencidlni zesilova¢ vytvoii ze dvou signali

pouze jeden, ktery bude umérny rozdilu indexu lomu efluentu a pohyblivé faze
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Vv kyveté. Poté aktivni filtr potla¢i nechténé vlivy naptiklad Sum. Citlivost refraktometru
a métitko zapisu na zapisovaci je mozné prenastavit odporovym déliCem, ktery se
nachdzi na vystupu aktivniho filtru. Nasledujici schéma (viz obr. 14) je zafazeno

z diivodu lepsiho pochopeni &innosti elektroniky. ™

1

FHa—— 2

&

F— =2
1

Blolcowe schéma

Obr. 14 Schéma ¢innosti elektroniky
fotodiody

zesilovace

diferencidlni zesilovac

aktivni filtr

odporovy delic

zapisovac

ogakrwdpE

Ptistroj se tedy skladd ze svou cCasti — snimaci a elektronické. Obé Casti jsou
V jedné konstrukci z hlinikovych slitin. Ovladaci prvky se nachazi v predni c¢asti
pristroje, zatimco vyvody kyvety a ptipojeni kabela se nachdzi v zadni ¢asti. Je dilezité
mit na paméti, ze asi hodinu pfed provedenim vlastni chromatografie, je potieba

zapnout prave diferencialni refraktometr.*?

Obr. 15 Refraktometricky detektor RIDK 102
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Obr. 16 Piedni panel pristroje

tlacitko oznacovace (,,MARK") zdznamu
prepinac rozsahu méteni

nastaveni elektronické nuly pfistroje
nastaveni optické nuly pfistroje

tlacitko vypinace ptistroje

kontrolka provozu pfistroje

ogakrwdPE

2.1.3.4.5 Stolni sbérac frakci FCC 100 T (LABIO a.s.)

Jak uz z nazvu vyplyva, tak hlavni funkci sbérace frakci je sbirdni jednotlivych
frakci kapalin. Soucasti sbérace frakci je pole, kde se nachazi sto pozic ve dvaceti
fadach. V kazdé tad¢ se vyskytuje pét zkumavek, jejichz objem je 100 ml. Samostatny
sbéra¢ se nachazi nad polem. Sbéra¢ zahrnuje vozik, ktery se pohybuje nad polem diky
elektromotoriim. Dulezitou soucasti voziku je hadi¢ka, na niz je napojena vystupni
kapilélra.12

Displej s klavesnici na ovladani se naléza vpravo nahofe, hlavni vypina¢ na
bocni stran€. Na klavesnici lze nastavit pomoci podkladi od firmy LABIO c¢asovy
program pro sériovou chromatografii, ale pro chromatografii triterpenoidnich slouc¢enin
je vyhodnéj$i vyuziti manudlniho ovladani, pfi némzZ je nejlep$i nastavit na jimaci
Casovou konstantu 0,1 min. Posun voziku jimace frakci probiha v souvislosti

S pozorovanim prub&¢hu procesu na monitoru poéita(“:e.12

Obr. 17 Cast sbérade frakei
1. posuvny vozik sbérace s vylsténim nad jednotlivymi zkumavkami
2. soubor zkumavek
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2.1.3.4.6 Chromatograficky program CSW 32

Po zapnuti pocitace je potieba spustit chromatograficky program CSW 32.

Nasledujici schéma je vyuZito k popséani jednotlivych ikon.'?

16 17 18

Obr. 17 Kanalové okno

jméno chromatogramu

popis vzorku

jméno pouzité metody
zobrazeni chromatogramu
tvorba kalibra¢nich kiivek

tisk

jméno projektu (=podadreséte)
podminky vyhodnoceni analyzy
sledovani analyzy

10. podminky analyzy

11. ptimé tizeni GC/LC

12. sledovani stavu GC/LC

13. podminky sbéru dat

14. start/stop analyzy

15. sekvenéni tabulka

16. jméno detektoru

17. jméno zobrazené metody

18. stavova tabulka

CoNoR~LWNE

2.1.3.4.7 Pracovni postup

Pro préaci s pfistrojem je nutné drzet se n€kolika zasadnich krokl. Nejprve je
uveden postupné do provozu v potiebném casovém sledu cely chromatograficky

systém. Asi hodinu pied vlastni chromatografii je zapnut diferencialni refraktometr.
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Pot¢ nasleduje doplnéni mobilni fize, jejiz slozeni odpovida charakteru
chromatografované smeési, coz je urceno jiz diive pomoci tenkovrstvé chromatografie.
Nésleduje zapnuti pocitace a pripraveni chromatografického programu ke spusténi.
Program je spustén ikonou CSW 32 a nastaven podle schématu (viz obr.17). Vzorek se
ptipravi k nastiiku na kolonu (~ 50 mg v 1 ml chloroformu). V CSW programu se
zaznamenaji podminky analyzy. Nazev vzorku je nutno zaznamenat do souboru, do
kterého se nasbirana data ulozi. Po zapnuti hlavniho vypinace cerpadla a kontrole
nastaveni provoznich parametri musi byt piepnut ventil plnici smycky do polohy
B - plnéni" (viz obr.11) a stfikatkou vpraven cely objem piipraveného vzorku a
nasledné jesté 0,5 ml chloroformu k proplachnuti stiikacky. Stiskem tla¢itka ,,Start" je
uvedeno v ¢innost Cerpadlo v jiz diive nastaveném rezimu (obvykle aktualni prutok 6 —
9 ml.min™). Dale je tfeba spustit zaznam prabehu analyzy, diky némuz je mozné pribsh
analyzy sledovat. Pouzity program umoziluje pribéznou volbu casového rozsahu i
rozsahu napéti sledovaného zidznamu. Ctyicestny ventil se pfepne do polohy ,,A -
analyza" (viz obr.11) a soucasné je stisknuto tlacitko ,,MARK" na refraktometru. Tim
dojde k oznaceni ¢asu vstupu vzorku do chromatografického systému (na kolonu). Od
tohoto okamziku by se po pritoku asi 90 ml eludtu (zadrZ kolony) méla objevit prvni
zména (vychylka) na zaznamu pribéhu chromatografie, svédcici o tom, ze do
refraktometru vstoupil eluat s obsahem chloroformu, ktery ma jiny index lomu nez
pouzitda mobilni faze tvofena smési n-hexanu a ethyl-acetatu, ktera je ¢as od ¢asu do
srovnavaci komurky refraktometru dopliovana injek¢éni stiikackou. Pti kazdé zmeéné
(vychylce) v zaznamu pribéhu analyzy stejné¢ jako v piipadé naplnéni jimadla
(zkumavka objemu 100 ml) se musi provést zména pozice jimace frakci pii sou¢asném
stisku tlac¢itka ,,MARK" refraktometru. Timto zptsobem je docileno ve spojeni s TLC
po oddestilovani rozpoustédla z jednotlivych frakci oddé¢leni slozek délené smési. Po
eluci vSech frakci vzorku zdznam pribéhu analyzy je ukoncen stisknutim tlacitka
»STOP™ (viz obr.17). V novém okné se objevi zaznam celého pribéhu chromatografie
véetné zmén pozice voziku jimacée frakci po stisknuti tlacitka ,,MARK" refraktometru.
Tento zdznam, ktery se automaticky uklada, lze i vytisknout. Jednotlivé frakce jsou
zbaveny rozpoustédla oddestilovanim v pfedem odvazené bance s varnym kaminkem.
Nésleduje provedeni kontroly sloZeni frakci pomoci TLC a ptipadné pospojovani.

. r ro1x 11
Nakonec je provedeno celkové vyhodnoceni déleni.
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2.1.3.4.8 Moznosti vylepSeni preparativni HPLC

Jiz vavodu bylo poukdzino na to, Ze propojeni vSech soucasti systému je
provedeno tenkymi kovovymi trubi¢kami. Propojeni od detektoru k jimaci frakci je
vsak provedeno polyethylenovou hadi¢kou vnitiniho priméru 4 mm. Pfi délce hadi¢ky
2 m jednoduchym vypodtem dosazenim do vzorce pro vypodet objemu vélce V=1 . r?.
1 vychézi, ze hadi¢ka zadrzuje cca 25 ml rozpoustédla. Pti pritoku 8 ml rozpoustédla
kolonou to znamend, ze od zaregistrovani zmény indexu lomu detektorem protece jeste
25 ml roztoku piedchoziho slozeni. Toto Ize v praxi oSetfit tim, Ze se vyméni zkumavka
jimace frakci s odpovidajicim zpozdénim, tedy naptiklad pti béZzn€ pouzivaném priatoku
8 ml za minutu po cca 3 minutach. Velmi znepokojivé vSak bylo zjiSténi, Ze uvnitf
sloupce kapaliny dochdzi k jejimu promichavani. Ve vysledku to znamena, ze se velmi
snizuje de€lici Ucinek kolony. Po konzultacich s pracovniky firmy LABIO a.s. bylo
pfikro¢eno k nihradé této 4 mm hadic¢ky hadi¢kou o vnitinim priméru 1,5 mm. Toto
rozhodnuti teoreticky snizi pfi zachovani délky hadicky 2 m mnoZstvi kapaliny mezi
detektorem a jimadlem z plvodnich 25 ml na 3,5 ml. Toto mnoZstvi kapaliny pfii
nastaveni rychlosti ¢erpadla na 8 ml za minutu protece za necelych 30 vtefin (pfesné
26,2 sec.). Vyznamné je to, ze v hadi¢ce priméru 1,5 mm nedochazi k promichavani
kapaliny a tim je zarucCeno, Ze se zpozdénim 26 sec. piichazi do jimadla (zkumavky)

jimace frakci kapalina detegovaného slozeni.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 lzolace betulinu z biezové kiiry

Betulin je pentacyklicky triterpen, ktery se nachazi ve vétsi mife (cca 30 %) ve
vngjSich vrstvach biezové kiry. Je obsazen také ve vnitinich vrstvach, ale tam je ho
méné. V biezové kife jsou také obsazeny i jiné dalsi triterpeny jako naptiklad lupeol,

kyselina oleanolova a kyselina betulinova.

CH 40H
' :
HO
"o lupesl
betulin
COOH COOH
HO HO
lyselina oleanclova lkeys betulinowva

Nejprve je Soxhletiv extraktor (500 ml) naplnén bfezovou kurou, ktera je
zvazena a nastiihana na velmi drobné Castecky. Poté je Soxhletiiv extraktor napojen na
banikku (1 1) se 600 — 700 ml ethanolu, kterd je posazena do vodni l4zné€. Jakmile
extrakce prob¢hne (cca 6 — 8 hodin), napln je nutné vymeénit a nechat znovu prob&hnout
extrakci varicim ethanolem. Doba extrakce je opét asi 6 — 8 hodin. VSechen extrakt se
vSak ani za varu nerozpusti a Cast ziistane. Diky ochlazeni dojde ke krystalizaci a
vykrystalizuje velky podil betulinu, ktery je odsat a promyt chladnym ethanolem. Na
promyti posta¢i malé mnoZstvi. Ethanol je oddestilovan z mate¢nych louhti a je moZné
ho vratit do lahve. Tento ethanol miiZze byt pouzit pouze ke stejnym Gdelim. Cistota
Z obou podili, krystalického i1 z mate¢nych louhti, je porovndna na tenké vrstvé oxidu
hlinit¢ho. Jako vyvijeci smés je pouZzita smés benzen-ether, jejichz pomér je urcen

experimentalné. Po vyschnuti chromatogramu probéhne detekce pomoci elektrického
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vati¢e. Uplné ¢&isty betulin se pfipravuje chromatografickou separaci betulindiacetétu,
acetylaci surového diolu nebo hydrolyzou na volny betulin.

Od doby, kdy byla skripta napsana se problematika chromatografickych metod
dale vyvijela. Ukazalo se, Ze tenké vrstvy litého silikagelu svymi vlastnostmi obvykle
puvodné uzivany oxid hlinity pied¢i. Proto i v tomto piipad¢ je kontrola slozeni
extraktu provadéna na tenkych vrstvach silikagelu. Obecna snaha omezeni pouzivani
benzenu vedla k nahrad¢ diive oblibené rozpoustédlové soustavy benzen — ether smési
n-hexan — ethylacetat. V tomto pfipadé je vhodné pouzivat smes n-hexan — ethylacetat

V poméru 10:3.
3.2 Priprava tenkych vrstev pro analytickou TLC

Pro ptipravu plastinek bylo nutné¢ umyt sklenénou desku a mikroskopicka
sklicka nejprve ethanolem a poté destilovanou vodou. Na velkou sklenénou desku bylo
vedle sebe poskladano 20 mikroskopickych sklicek. Podle poctu skli¢ek byl navazen
silikagel znacky Merck (Kieselgel 60 G), to znamend, Ze na 20 skli¢ek bylo navazeno
20 g silikagelu. Silikagel byl smichan s 52 ml destilované vody a vznikla suspenze,
ktera byla dobfe rozmichéana, byla nalita rovhomérné¢ na vyrovnana mikroskopicka
sklicka na desce. Pro dokonalé rozprostieni suspenze po vsSech sklickach byla pouzita
sklenénd tycinka, jez byla z obou stran opatiena kousky gumové hadice. Poté se nechala
suspenze na sklickach nékolik dni uschnout. Jednotliva sklicka byla opatrné od sebe

oddélena a ze stran ociSténa od zbytktl vrstvy.
3.3 Priprava tenkych vrstev pro preparativni TLC

Pro tento typ chromatografie byla k dispozici chromatograficka deska o
rozmérech 20x20 cm, jez byla opét nejdiive umyta ethanolem a poté destilovanou
vodou. Bylo navazeno opét jako v ptedchozim piipadé¢ 20 g silikagelu znacky Merck
(Kieselgel 60 G), ktery byl rozpustén v 52 ml destilované vody. Vznikla suspenze byla
dokonale rozmichana a opatrné nalévana na chromatografickou desku. Rovnomérného
rozprostieni suspenze po desce bylo dosazeno mirnym nakldnénim a poklepavanim

prsty zespod desky.

3.4 Volba vhodné rozpoustédlové soustavy pro TLC chromatografii

Vhodna rozpoustédlova soustava pro TLC je urCena experimentalné. Jako

nejvyhodnéjsi rozpoustédlo pro TLC byla zvolena smés ethylacetatu a n-hexanu
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vpoméru 3:10. Zkoumané latky se v systému rozpoustédel odlisi svym Rg (viz
obr.18)."* Betulin ma podle jednoduchého vypoétu dosazenim do vzorce pro vypodet
retardacniho faktoru Rg = a / b, retardacni faktor 0,34. Re lupeolu podle vypoctu je 0,57.
To znamena, ze rozdil jejich Re se rovna hodnoté 0,23. Experimentalné bylo zjisténo, ze
pfi pouziti smési n-hexanu a ethylacetatu v poméru 20:1 a 10:1 zlstava betulin na startu,

proto je pro tento ucel zcela nevhodna.

—

[SErR—

1 2

Obr. 18 Porovnani Rg lupeolu a betulinu
1. lupeol
2. betulin

3.5 1Izolace Cistého betulinu ze smési

Bylo ziskano 1 g neznamé latky obsahujici Cisty betulin. Danou latku bylo
potieba prevést do roztoku a nasledné promyt pies sloupec silikagelu. Jako rozpoustédlo
byl pouzit ethylester kyseliny octové. 1 g latky byl tedy rozpustén ve 135 ml
rozpoustédla. Vzhledem Kk tomu, Ze latka nebyla zcela rozpuSténa pouze mirnym
protiepanim banky s roztokem v ruce, byla vyuzita k rozpousténi tiepacka a nasledné
piidano 65 ml rozpoustédla.

Byla piipravena chromatograficka trubice. Na konec trubice byl upéchovan
kousek vaty, na néjz nasledné vloZzeno kolecko filtraéniho papiru. Poté bylo nasypano
do sloupce 40 g silikagelu a sloupec byl pfipevnén ke stojanu pomoci chladicového
drzéku. Po sestaveni aparatury byla nalita do sloupce rozpusténa latka a pod sloupec
postaven odmérny vélec pro odecitani objemu, jenz protece sloupcem.

V prvni fazi celkové proteklo sloupcem 119 ml roztoku. Ve druhé fazi bylo
pfidano 100 ml rozpoustédla a proteklo celkem 80 ml roztoku, ale v této fazi nebylo
protékani zcela ukonceno. Ve teti fazi bylo ptidano 100 ml rozpoustédla a proteklo 95

ml roztoku. V posledni fazi bylo pfidano 45 ml rozpoustédla a proteklo 134 ml roztoku.
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Tabulka 3 Objem roztoku v jednotlivych baikach

Frakce Objem roztoku
El 119 mi

E2 80 ml

E3 95 ml

E4 134 mi

Z jednotlivych ban€k bylo oddestilovano rozpoustédlo a to tak, ze byla nejprve
sestavena destilacni aparatura. Pfedem zvazena baiika s varnym kaminkem byla opatrné
vlozena do topné¢ho hnizda, napojena na chladi¢, ktery byl propojen s banikou, kam
odkapavalo oddestilované rozpoustédlo. Destilace nebyla provedena uplné do sucha,
maly zbytek rozpoustédla byl odpafen volné v topném hnizdé za soucasného
piidrzovani baiiky rukou. Pary rozpoustédla byly odsaty vodni vyvévou a poté byla
banka vlozena do suSarny na Uplné vysuSeni. Po vyjmuti ze suSarny a nasledném
vychladnuti byla baiika se vzorkem zvazena.

Tabulka 4 Hmotnost vzorki v jednotlivych batikach po destilaci

Frakce Hmotnost vzorku
El 0,4866 ¢
E2 0,3224 ¢
E3 0,1582 ¢
E4 0,1265¢

3.5.1  Analyticka tenkovrstva chromatografie vzorki E1 — E4

U vzorkd E1 — E4 byla po destilaci provedena analyticka TLC. Nejprve byly
vzorky rozpuStény v malém mnozstvi chloroformu, poté byly naneseny tenkou
kapildrou na ptipravenou plastinku a to tak, ze nad dolnim okrajem vytvoftily v jedné
linii body. Vzorky byly porovnavany s Cistym betulinem, ktery byl nanesen jako paty
bod. Po naneseni a odpafeni rozpoustédla byla plastinka opatrné¢ ddna do
chromatografické komory, do niZ byla nalita smés n-hexanu a ethylacetdtu v poméru
10:3. V komote musi nanesené body lezet nad hladinou smési rozpoustédel. Poté byla
chromatograficka deska uzaviena a po vystoupani rozpoustédel nékolik milimetrii pod
horni okraj byla plastinka z komory pomoci pinzety vyjmuta, postiikana 10% kyselinou
sirovou a vypalena na varfi¢i. Plastinka byla ponechana na vati¢i tak dlouho, dokud se

neobjevily zuhelnatélé skvrny organickych latek. Z vyhotovené analytick¢é TLC
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(viz obr.19) lze usuzovat, ze vzorek E1 a E2 obsahuji stopy betulinu, ktery je vSak

zneCiStén dal§imi latkami. Pro dalSi manipulaci byl pouzit vzorek E2, protoze

prokazoval mensi miru znecisténi nez vzorek El.

Obr. 19 Analyticka TLC vzorki E1 — E4

agrwdE

3.5.2

i

12

-
1 2 3245

El
E2
E3

E4
¢isty betulin

Zpracovani vzorku E2

Ze vzorku E2 bylo vyjmuto 120 mg latky, kterd byla rozpusténa v

50 ml ethylesteru kyseliny octové a promyta pies sloupec silikagelu. V prvni fazi

celkové proteklo sloupcem 20 ml roztoku. Ve druhé fazi bylo pfidano 45 ml

rozpoustédla a proteklo celkem 30 ml roztoku. Ve tieti fazi bylo piidano 35 ml

rozpoustédla a proteklo 20 ml roztoku a v posledni fazi bylo pfidano 30 ml rozpoustédla

a proteklo opét 20 ml roztoku.

Tabulka 5 Objem roztoku v jednotlivych baiikach

Frakce Objem roztoku
E5 20 ml
E6 30 ml
E7 20 ml
E8 20 ml
E9 20 ml

Poté byla provedena destilace a vzorky Vv bankach byly zvaZeny.
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Tabulka 6 Hmotnost vzorki v jednotlivych baiikach po destilaci

Frakce Hmotnost vzorku
E5 0,0407 g
E6 0,0138¢g
E7 0,0095 g
E8 0,0021 g
E9 0,0007 g

3521 Analyticka tenkovrstva chromatografie vzorku ES — E9

Po zvazeni vzorkti E5 — E9 byla provedena analyticka TLC, ¢imz bylo zjisténo
zastoupeni jednotlivych sloZzek ve vzorku. Pro porovnani byl opét vyuzit ¢isty betulin.
Z vyhotovené analytické TLC (viz obr. 20) vyplyva, ze vzorek E7 sice obsahuje

viditelnou stopu betulinu, ale je znecistén dalsimi latkami, proto je dale zpracovavan.
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Obr. 20 Analyticka TLC vzorkid E5 — E9
E5

E6

E7

E8

E9

Cisty betulin
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3.5.3  Zpracovani vzorku E7
3531 Preparativni tenkovrstva chromatografie vzorku E7

Vzorek E7 byl rozpuStén v malém mnozstvi chloroformu a nasledné¢ byla
provedena preparativni TLC. Vzorek byl nanesen na pfipravenou chromatografickou
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desku pomoci balonku, do néjz po zahtati nad varicem a nasledném zchlazeni byl nasan
v§echen roztok. Balonkem byl nanesen souvisly pruh vzorku o priméru 2 — 3 mm asi
2 cm nad okrajem chromatografické desky. Jakmile bylo rozpoustédlo odpaieno, byla
vlozena chromatograficka deska do akvaria, jez bylo naplnéno smési ethylacetatu a n-
hexanu opét v poméru 3:10. Stejné¢ jako u analytické TLC je tfeba dbat na to, aby
rozpoustédla v akvariu nedosahovala pfimo na pruh nanesené¢ho vzorku, ale mirné pod
néj. Je dulezité, aby akvarium bylo pevné uzavieno, proto byla pouZzita na utésnéni
molitanova deska, sklenénd deska a ostatni zatézkavaci predméty, aby nedoslo k uniku
par. Po vyjmuti desky a nasledném vysuSeni bylo dotknuto na dvou mistech
chromatografické desky Zhavym odporovym dratem, ktery zaptiCinil, Ze organické latky

zuhelnatély a vytvoftily se pruhy (viz obr. 21).

Obr. 21 Preparativni tenka vrstva po detekci zhavym odporovym dritem®

start

zhnédla mista

celo

pruhy adsorbentu ke seskrabnuti k eluci

el NS =

Po detekci pomoci odporového dratu jsou vidét mista vyskytu organickych latek.
Chromatografickd deska byla rozdélena na 5 usekii. Z ditvodu toho, Ze by zuhelnatélé
organické latky znehodnotily produkt, byly vypdalené pruhy seSkrabnuty a jednotlivé
useky pomoci pravitka seSkrabnuty na papir a nasledné za pomoci papiru rozdrceny,
aby produkt neobsahoval velké kusy silikagelu se vzorkem. Rozdrcend smés kazdého
pruhu byla opatrn€ vsypana do uzkych chromatografickych trubic, kterd byla vespod
opatfena malym kouskem vaty. Smés v trubicich byla sklepdna a upevnéna do drzaka
na stojan (viz obr. 22). Poté nasledovalo promyti ethylesterem kyseliny octové. Roztoky
Vv bankéch byly déle podrobeny destilaci podle jiz zminéného ndvodu. Vzniklé produkty
byly zvaZeny (viz tabulka 7).
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Obr. 22 Chromatografické trubice s frakcemi po zpracovani preparativni TLC

Tabulka 7 Hmotnost vzorki v jednotlivych barikach po destilaci

Frakce Hmotnost vzorku
E10 0,0114 g
Ell 0,0046 g
E12 0,0038 g
E13 0,0015¢g
E14 0,0005 g

Po provedeni analytické TLC bylo na plastince zobrazeno, ze vzorek E12

obsahuje betulin, ktery je opét tieba déle zpracovat z diivodu znecisténi.
3.5.4  Zpracovani vzorku E12

Vzorek E12 byl rozpustén v malém mnozstvi chloroformu a nasledovalo
provedeni preparativni TLC stejnym zplsobem, jak jiz bylo uvedeno (viz kap. 3.5.3.1).
Dale pokracovalo promyti pies uzké chromatografické trubice a zvaZeni ban€k po
destilaci (viz tabulka 8). Nakonec byla provedena analytickd TLC, kde vysledkem bylo

porovnani vzorku E18 obsahujici betulin s ¢istym betulinem (viz obr. 23).
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Tabulka 8 Hmotnost vzorkii v jednotlivych batikach po destilaci

Frakce Hmotnost vzorku
E15 0,0021 g
E16 0,0008 g
E17 0,0006 g
E18 0,0005 g
E19 0,0003 g

123456

Obr. 23 Analyticka TLC vzorki E15 — E19
E15

E16

E1l7

E18

E19

Cisty betulin
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3.6 Uprava kapalinového chromatografu

Pivodni 4 mm polyethylenovd hadicka svou pevnosti umoziiuje spravné
nastaveni vyusténi nad zkumavky jimace frakce ve vSech polohach jimace. Nova
hadicka o priiméru 1,5 mm tuto pevnost nema. Nastésti se ukazalo, Ze se do pivodni 4
mm hadicky da protahnout a neni nutny Zadny zasah do celkového uspofadani systému.
Uprava je tedy velmi jednoducha. Spog&iva v odpojeni piivodni 4 mm hadi¢ky od tenké
kovové trubicky vystupu z piepinaciho ventilu (viz obr. 8) a jejim zkréceni na strané
vyusténi nad zkumavky jimace frakci. Plivodni hadickou protazena 1,5 mm hadicka se
pfimo nasadi na kovovou trubi¢ku pfivodu od kolony a v potfebné délce necha vy¢nivat
z kovové trubice posuvného voziku sbérace frakci tak, aby kapalina v jednotlivych
polohach vytékala vzdy do podstavené zkumavky.
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4 ZAVER

V préci jsou popsany obecné principy chromatografickych metod. Zvlastni diraz
je kladen na chromatografické metody vyuzivané v oblasti triterpenoidnich sloucenin,
jejichz studiem se katedra chemie FPE ZCU v Plzni zabyva dlouhodobé. Na zakladg
studia funkce preparativniho systému HPLC (LABIO a.s.) bylo zjisténo, ze propojeni
sbérace frakci, ktery systém jako celek predurcuje k rozsdhlému vyuziti, je z laického
pohledu nelogicky provedeno vyrazné silngjsi (priméru 4 mm) 2 m dlouhou
polyethylenovou hadickou, zatimco ostatni soucasti zafizeni jsou propojeny tenkymi
kovovymi trubiC¢kami. Pfipojeni sbérae ve své podstaté¢ velmi siln¢ znehodnocuje
celkovou u¢innost zatizeni (viz kap. 2.1.3.4.8). Po piedchozi konzultaci s pracovniky
firmy LABIO a.s byla provedena uprava piipojeni sbérate nahradou silné hadicky
pruméru 1,5 mm. Tato uUprava zmenSuje objem rozpoustédla mezi detektorem a
jimacem frakci z 25 ml na 3,5 ml, coZ ma za nasledek snizeni ¢asového intervalu mezi
detekci slozeni frakce a jejim odchyceni v jimadle. Ten¢i hadicka také zabraiuje
naslednému promichavani roztoku v pribéhu jeho transportu od detektoru do jimadla.
Provedena tiprava dava predpoklad, ze v ramci dalSiho obdobi (feSeni diplomové prace)
bude vypracovan ¢asovy harmonogram zpracovani vzorku preparativni HPLC tak, aby

tato metoda mohla uspésné konkurovat jiz zavedené preparativni TLC.
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6 RESUME

This paper concerns with thin-layer chromatography (TLC) and high-
performance liquid chromatography (HPLC). The common characteristic of these
chromatographical designs is utilization of silica gel. The goal of these two methods’
comparison is efficiency-improvement of the preparative HPLC so it can compete
preparative TLC. The improvement in efficiency of preparative HPLC was achieved
through the substitution of the thick tube (4 mm), which connects the fraction collector,
by the thinner tube (1,5 mm). This replacement is diminishing the capacity of the
dissolving agent between the detector and the fraction collector. The thinner tube also
prevents later mixing of the solution during its movement from the detector to the
collector. Experimental part of the paper aims on betulin, which is isolated from the
birch bark and is in final phase obtained by the chromatographical methods. For this
purpose was used adsorbtion chromatography in planar design.
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