Separac¢ni techniky
Prakticka cviceni z 1ékarské chemie a biochemie

Vseobecné 1ékarstvi

Uloha 1: Déleni smési hemoglobinu a ferrikyanidu gelovou filtraci

V naSem modelovém experimentu budeme dé€lit smés velkych a malych molekul rizné barvy:
cerveny (¢ervenohnédy) hemoglobin (methemoglobin) o velké molekulové hmotnosti (Mr 64
500) a zluty ferrikyanid draselny (M 368). Postup déleni tak bude piimo viditelny.

Ukol:

Urc¢ete koncentraci hemoglobinu a ferrikyanidu draselného v neznamém smésném vzorku.

Reagencie a pomucky:

Neznamy vzorek obsahujici hemoglobin a ferrikyanid draselny
Ferrikyanid draselny (1 g/l)

Sacharéza (20 g/l)

NaCl (0,3 mol/l)

Chromatograficka kolona (napln - Sephadex G-50 Medium)

Postup:
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* Absorp¢ni spektrum
Nejprve musite zjistit, pti jaké vlnové délce budete jednotlivé analyty méfit. Zmeite
absorp¢ni spektrum ferrikyanidu (sta¢i proméfit oblast viditelného svétla) a vyberte
vlnovou délku, kterou budete dale pouzivat. Sviij vybér zdivodnéte. Pro hemoglobin
pouzijte vinovou délku 570nm.

+ Kalibra¢ni primka Sestrojte kalibra¢ni piimku tak, Ze natedite standard
ferrikyanidu (o zndmé koncentraci), zméfite jeho absorbanci pfi ptislusné vinové délce a
data vynesete do grafu. Pro kalibra¢ni pfimku by mélo stacit 5-6 bodi v rozmezi 1 g/l az
cca 0,05 g/l). Pro stanoveni koncentrace hemoglobinu misto kalibra¢ni pfimky vyuzijte
molarni absorp¢ni koeficient £=45 000 L*mol-1 *cm-1 .

* Gelova filtrace a spektrofotometrie
Smichejte 0,2 ml neznamého vzorku a 0,2 ml sacharozy (ta usnadni nandseni vzorku na
kolonu) a dobfe promichejte. Smés rozdé€lte gelovou filtraci postupem popsanym nize.
Déavejte ptitom pozor, aby gel v koloné¢ nevyschnul — vzdy nad nim musi ztstat elucni
roztok. Do gelové naplné v koloné také nesmi vniknout vzduch. Priitok mobilni faze se
reguluje kohoutem na dolnim konci kolony u jejiho usti. POZOR — gelové ¢astice v koloné
nic vzajemné nedrZi a snadno dojde k jejich zvifeni! Vzorek nebo mobilni faze (v naSem
experimentu roztok NaCl 0,3 mol/l) se tedy musi na povrch gelu aplikovat velmi opatrné.



a. Nastavte hladinu eluentu (roztok NaCl) k horni rysce. Dejte pozor, abyste pii manipulaci
neporusili sloupec gelu.

b. Naneste opatrn¢ 0,2 ml vzorku tésné nad sloupec gelu (Diky roztoku sachardzy o vysoké
hustoté se vzorek nemisi s eluentem, ale klesa na hladinu gelu.). K nanaSeni vzorku pouZijte
automatickou pipetu s prodlouzenou Spickou. Dejte pozor, abyste pii manipulaci neporusili
sloupec gelu.

c. Pod vytok z kolony dejte zkumavku a oteviete kohout. Pokazdé, kdyz eluent dosédhne
nejbliz§i spodni rysky, zaviete kohout, vyménte zkumavku za novou a jimejte dalsi frakci.
Objem kazd¢ frakce ve zkumavce je 2 ml.

d. Jakmile hladina eluentu dosahne nejspodnéjsi rysky, dopliite eluent postupem jako u bodu
a k horni rysce.

e. Kroky c a d opakujte, dokud nevytece Zluté zbarvena frakce ferrikyanidu. Ziskate cca 15
frakci, se kterymi budete déle pracovat.

f. Zméite absorbanci vSech frakci pfi vami zvolenych vinovych délkach (viz vyse) proti
deionizované vod¢ a z kalibra¢ni pfimky odectéte koncentraci ptislusného analytu v kazdé
frakci. Pokud je absorbance vétsi nez 2 (nebo pokud je vyssi nez nejvyssi bod kalibraéni
pfimky), nafed’te frakci 2x nebo vicekrat a absorbanci zmétte znovu. Pfi pocitani vysledné
koncentrace musite brat toto fedéni v uvahu!

g. Nakreslete elu¢ni kiivku (vyneste ¢islo frakce na osu x a absorbanci ¢i koncentraci analytu
ve frakci na osu y).

h. Spocitejte elucni objem pro oba analyty. (Elu¢ni objem je objem mobilni faze, ktera je
potfeba k vymyti vétSiny analytu z kolony.)

Elu¢ni objem Ve = ¢islo zkumavky s nejvyssi absorbanci x objem frakce.

i. Spocitejte koncentraci obou latek v ptivodnim neznamém vzorku. K tomu je tieba spocitat
hmotnost (pozor nikoli koncentraci) dané latky ve vsech frakcich, ve kterych se vyskytuje,
tyto hmotnosti secist a pfepocitat na objem analyzovaného vzorku.

Uloha 2: Tenkovrstevna chromatografie rostlinnych barviv

Reagencie a pomiicky:

List libovolné rostliny Aceton 0
Skelny prach (¢i pisek)
Miska s tlou¢kem Hexan <§> 0 @

Silikagelova folie
Obycejna tuzka
Prihledna lepici paska
Postup:

Ptiprava extraktu (provede jedna skupina za cely kruh)

Do tteci misky nastiihejte list libovolné rostliny. Zasypte malym mnoZstvim skelného
prachu a smés pomoci tloucku utiete. Pfidejte cca 1-2 ml acetonu a pokracujte ve tfeni. Vznikly
extrakt pfepipetujte do nékolika mikrozkumavek (snaZte se nabrat pouze extrakt, nikoli pevné
astecky listu a skla) a kratce zcentrifugujte (Ize nechat nékolik minut ustat). Ciry, intenzivné
zbarveny supernatant pouzijte k separaci.




Separace

e Na silikagelové folii vyznacéte obyéejnou tuzkou start (asi 1,5 cm od dolniho okraje folie)
a naneste na n¢j mikropipetou malé mnozstvi vzorku (dle intenzity zbarveni extraktu 1-
6ul). Nanasku je tteba provadét velmi pomalu a opatrn€, aby vysledna skvrna byla co
nejmensi (idedln¢ vzorek nanésejte opakované po malych mnozstvich — mezi nanaskami
nechte skvrnu zaschnout). Dejte pozor, aby nedoslo k poskrabani silikagelové vrstvy.
Pripravte dvé identické folie.

e Folie vlozte do dvou riiznych chromatografickych van s riznymi mobilnimi fazemi (v prvni
je hexan:aceton, 3:2 (v/v), ve druhé je pouze hexan) a rychle pfikryjte sklenénym vikem.
Ujistéte se, ze start je nad hladinou mobilni faze.

e Jakmile ¢elo doputuje cca 1 cm pod horni okraj folie, vyndejte chromatogram z vany a
nechte uschnout. Tuzkou obtahnéte jednotlivé zony a vyznacte Celo chromatogramu.
Pielepte vysledny chromatogram prihlednou lepici paskou — zpomalite tak vyblednuti
pigmentd.

Uloha 3: Dialyza

V tomto experimentu budeme demonstrovat polopropustnost dialyzacni membrany — na jedné jeji
strané bude Skrob (polysacharid o velmi vysoké molekulové hmotnosti), na druhé stran€¢ Lugolav
roztok (roztok elementarniho jodu v jodidu draselném). Pti setkani téchto dvou slozek vznika
fialové zbarveni (vice se o této reakci dozvite pii studiu sacharidit).

Chemikalie a pomucky:

Skrobovy maz
Ztedény Lugoluv roztok (roztok jodu (1g/1) v KI (2g/1))
Dialyzacni stieva

Provedeni:

Namocte dialyzaéni stievo v misce s destilovanou vodou, aby zméklo. Na jednom konci ho zavazte
na uzel a dobfe utahnéte. S pomoci jehly na druhém konci stievo rozeviete a dovniti napipetujte
cca 2 ml Skrobového mazu a uzaviete celofanovou trubici pevnym uzlem i1 na druhém konci. Volné
konce celofanu za zauzlenim oplachnéte destilovanou vodou ze stficky (mohou byt kontaminované
Skrobem) a umistéte do kadinky s cca 10 ml destilované vody. Do kadinky napipetujte cca 0,6 ml
fedéného Lugolova roztoku. Pozorujte a vysvétlete zmeénu zbarveni.



