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Uvod do extrakénich metod

odbér vzorku — priprava vzorku — vlastni analyza — zpracovani dat

@ odbér vzorku
W pfiprava vzork

O zpracovani dat

O viastni analyza

Extrakcni krok — hlavni zdroj chyb Casova a ekonomicka naro¢nost

= zkraceni Casu

= snizeni spotieby rozpoustédel
= snizeni spotreby vzorku

= zvysSeni selektivity

= moznost automatizace
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Co je to extrakce:
e Separachi proces
* v kontaktu jsou dveé navzajem nemisitelni faze

« analyty se deli mezi faze na zaklade rozdilné
rozpustnosti v pouzitych fazich, rozdelovaci
koeficienty

* Cim vetsi rozdil mezi rozdelovacim koeficienty
latek, tim dokonalejsi je jejich oddéeleni
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Cil extrakce :

Selektivni az specifické oddéleni analytu od ostatnich
slozek vzorku

Postup:
* Nejrychlejsi postup — literatura, aplikacni listy.

 Pfehled dosavadnich poznatku, reSerSe, abychom
pracneé neobjevovali uz objevené a znameé

« Charakteristika slouCeniny, kterou mame analyzovat

« Charakteristika matrice, ze které mame analyt

extrahovat
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Charakteristika analytu:

« strukturni vzorec

* molarni hmotnost M,

e polarita: polarni — nepolarni, log P

» disociacni konstanta, pK,, pK,
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P, log P

 rozdélovaci (distribucni) koeficient P je pomeér rovnovaznych
koncentraci sloucCeniny ve dvou navzajem nemisitelnych fazich

 obvykle je jeden solvent nepolarni a druhy polarni, napr. oktanol a
voda.

* P je mirou rozdilu v rozpustnosti dané slouceniny v téechto dvou
fazich

* logaritmus pomeéru koncentraci neionizované slouceniny v techto
fazich (log P), hodnota log P je také znama jako mira lipofility
slouCeniny

* latky s vysokym rozdéelovacim koeficientem v systemu
oktanol/voda jsou hydrofobni, nepolarni,
s nizkym rozdélovacim koeficientem v systému oktanol/voda jsou

hydrofilni, polarni
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http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/d/da/Benzol.svg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/f/fa/Benzo-a-pyrene.svg
//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/f/fd/Acetic-acid-2D-flat.png

Disociacni konstanta
Polarni, ionizovatelné slouceniny
AB —-A+B
[A] + [B]/ [AB] = K

K...disociaCni konstanta, tabelovana

klasifikace sily kyselin a zasad

TK =1 mnozstvi disociovanych molekul =1 sila kyselin a zasad
u slabych kyselin a zasad je K zaporna, obvykle se uvadi jako
pKa, zaporny dekadicky log K

Bazicita, kyselost, pK,, pK,

Nizka hodnota odpovida silnym kyselinam
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Disociacni konstanta

PK,< 2 silna kyselina
5 < pK,< 9 slaba kyselina

« pokud ma disociovana forma stejnou koncentraci
jako nedisociovana, potom pK = pH roztoku

* vicesytneé kyseliny = nekolikastupnova disociace

o o4 pK.1 = 3,15 H o
m DK, 2 = 4,77 H—(I;—C\/ oKa =
HO OH I o—H

OH pK,3 = 6,40
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//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/c/c5/Zitronens%C3%A4ure_-_Citric_acid.svg
//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/f/fd/Acetic-acid-2D-flat.png

Charakteristika matrice:
» kapalna — pevna
* polarni — nepolarni

* rozpustna — nerozpustna
v polarnich nebo nepolarnich rozpoustedlech

* vazby analytu na matrici

» specifické vlastnosti potravinové matrice
omezena stabilita matrice i analytu, termolabilni,
fotosenzitivni,
pusobeni enzymu a mikroorganismu
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Rozdéleni extrakci

podle zucastnénych frakci

plyn — kapalina — headspace metoda, extrakce
tekavych latek plynem z kapaliny, pouziti napr.

v plynové chromatografii

kapalina — kapalina - LLE — liquid liquid extrakce
tuha faze — kapalina — selektivni rozpousteni, louzeni,
Soxhlet
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b) podle zpusobu provedeni

1. jednostupnova — dochazi k ustaveni jedné rovnovahy
mezi fazemi, napr. trepani v delici nalevce

2. mnohostupnova — proces ustaveni rovnovahy se
mnohokrat opakuje v oddelenych krocich

3. kontinualni — faze jsou pri protiproudem pohybu
v neustalém styku, napr. extrakce v Soxhletove extraktoru
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Priprava vzorku pro extrakci

1. Homogenizace, reprezentativni vzorek.
Priprava alikvotu (pomeérné casti vzorku) pro kvantitativni
extrakci zajmovych slou€enin, analytu

2. Vzorek se musi ucinit extrahovatelnym, forma vhodna pro
extrakci, pristupnym extrakCnimu Cinidlu, napr. rozetreni se
siranem, uprava pH (ionizace molekuly), deproteinace,
zmena objemu (redeéni, zahusteni odparenim)

3. Vlastni extrakce
a) odstranéni rusivych latek z matrice
b) vydéleni, odstranéni analytt z matrice (v komplexni
potravinové matrici asi CastejSi), zakoncentrovani
sledovanych analytu
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pevna latka
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je vzorek rozpustny ?
voda/organika
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SPE (polarni latky)
LLE (nepolarni |.)

SLE Soxhlet
US, blendr| | ASE, PSE

QuEChERS

GC, LC




Extrakce nepolarnich latek

» kapalina/kapalina, LLE

» extrakce dle Soxhleta

» extrakce za zvysené teploty a tlaku, PLE
(ASE, PSE)

« superkriticka fluidni extrakce, SFE

* semipermeabilni membrany, SPM
 extrakce na pevne fazi, SPE

* stirr-bar extrakce extrakce na michadélko
* mikroextrakce na vlakno, SPME
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Extrakce kapalina/kapalina (I/l, LLE)

» Pouziva se pri analyze kapalnych
vzorku nebo extraktu z pevnych vzorku.

* VVelmi jednoducha, je mozné
dosahnout vysokeé selektivity pouzitim
modifikatoru (pH, vysolovani, iontové
parujicich reagentu).

= VVelké objemy toxickych rozpoustedel,
tvorba emulzi, obtizna automatizace.

N L]
* ﬁ
** * - ..
; * * o »
evropsky IR ‘I\; H
socialni MINISTERSTVO $KOLSTVI, OP Vzdélavani
v fondvCR EVROPSKA UNIE MLADEZE A TELOVYCHOVY pro konkurenceschopnost

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI




SOXHLETOVA EXTRAKCE

metoda kontinualni extrakce
k déleni organickych latek

Do stfedni Casti pristroje se vlozi papirova patrona se
vzorkem.

Rozpoustedlo ve varné barnce se privede do varu.

Pary rozpoustédla postranni trubiCkou stoupaji do
chladice.

Na chladiCi kondenzuji a kapaji do patrony se vzorkem.
Po naplnéni prepadové trubiCky preteCe roztok zpét do
varne banky, z niz se tékave rozpoustedlo znovu
destiluje.
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Extrakce lipofilnich latek , tuku

fast PSE

» Process 6 samples
simultaneously!

» Complete nearly
200 samples in
an 8 hour day!

Nitrogen/Solvent
Input Valve Extraction

Vessels

High Performance
Solvent Pump

Output Valve

Q..
ol

Solvent

Regulated Note: no delicate pneumatics

Nitrogen

Extrakce za zvySené
teploty a tlaku,
PLE, ASE, PSE

Extrakce dle Soxhleta

socialni MINISTERSTVO SKOLSTVI, OP Vzdélavani
fondvCR EVROPSKA UNIE MLADEZE A TELOVYCHOVY pro konkurenceschopnost
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Zdroj: Dionex, Applied Systems. USA



Extrakce za zvysené teploty a tlaku (PSE, ASE, PLE)
fast PSE

e Process 6 samples
simultaneously!

e Complete nearly
200 samples in
an 8 hour day!

PSE
Extraction
1 Vessels

Nitrogen/Solvent
Input Valve

High Performance
Solvent Pump

Output Valve

il PSE
~ Collection
Vials

Solvent

Note: no delicate pneumatics
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Extrakce polarnich latek

« extrakce na pevne fazi, SPE

- QUECHhERS
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Extrakce na pevnée fazi, solid phase extraction - SPE

SPE = jednoducha LC

Plant Extract f"“' Stejn_y princip, mechanismus, sorbent,
mobilni faze

Odlisny format, cil a Ucel, I1épe pripravit
vzorek pro finalni analyzu

e extrakce sledovanych analytd

e precisténi extraktu

Zjednodusit slozitou matrici vzorku, odstranit rusici latky,
frakcionace, zakoncentrovani stopovych analytd,
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Extrakce na pevné fazi (SPE)

Load Sample Step Step Step R

& Black" _ Elute A I Elute 2 ' | Elute 3. \

- y -

Note: Blue can
be eluted with
IPASwater

1 I I

One cartridge can separate all three dyes
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droj: Beginners Guide to SPE , Waters, USA)
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SPE manifold
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http://www.teknokroma.es/en/Productos/filtration-and-extraction/6/solid-phase-extraction-spe/106/433/vacuum-manifold.aspx

QuUEChERS

Dieperzni extrakce na pevné fazi, d-SPE, QUEChERS
(Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe)

»puvodné vyvinuta pro izolaci pesticidu z rostlinnych materialu
»>dalSi matrice (svalovina, mléko, vejce) a analyty (PAHSs, RIL)

»liquid — liquid extrakce s vysolovanim, déleni je docileno pridanim
nadbytku soli a pufru k extraktu

»>dalsSi €isténi, popr. odstranéni vody je provadeno d-SPE krokem, kdy
se smicha acetonitrilovy extrakt s bezvodym MgSO, a primary

secondary amine (PSA) sorbentem — =
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Dalsi typy extrakci:

= Superkriticka fluidni extrakce SFE, kapalny CO, + modifokatory, extrakce
lipofilnich latek

e Semipermeabilni membrany
= Matrix solid phase dispersion — MSPD
= Extrakce na mikrovlakno — SPME, head space, GC, tékavky

= Stiirr bar, extrakce na polysiloxanovou vrstvou modifikované michadélko,
extrakce z roztok{
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MINISTERSTVO SKOLSTVI, OP Vzdélavani
MLADEZE A TELOVYCHOVY pro konkurenceschopnost
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Extrakéni metody - SPE

,r_.‘_ ,-“. i ,..;.,” B i)

Salts Alcohols

R olTo A €
S i

Hydrocarbons

Volba sorbentt a elucniho cinidla: H™ 7 H
podobné v podobném se rozpousti
Jlike attracts like"
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Zdroj: Beginners Guide to SPE , Waters, USA)




Extrakéni metody - SPE

Hydrocarbons

Stationary Phases
Si“CO CN C3 C]g (ODS)

PRI o SR
RN}

Mobile Phases

Alcohol Acetronitrile THE Hexane



Proces extrakce lze rozdelit do trech po sobé jdoucich
kroku:

vytvoreni extrahovatelné formy sledované latky - uprava
vzorku

ustaveni rozdélovaci rovnovahy - vlastni extrakce
pripadna izolace stanovované latky z organické faze —
reextrakce, odpareni rozpoustédla
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