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EXTRAKCNI METODY

* UVOd
»» rozdeleni latek podle polarity

s extrakce lipofilnich latek

« extrakce dle Soxhleta

« extrakce kapalina/kapalina

« alkalicka hydrolyza

« extrakce za zvySeni teploty a tlaku, PLE, ASE, PSE

R

»» extrakce hydrofilnich latek
« extrakce na pevnou fazi
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Organické latky — extrahujeme do vhodného
rozpousted|a

Polarita rozpoustédla — musi priblizné odpovidat
polarité extrahované latky

Nepolarni latky — extrakce nepolarnimi rozpoustédly
Polarni latky — extrakce polarnimi rozpoustédly,

vesmes dobre misitelnych s vodou
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ELUOTROPNI RADA
rozpoustedla serazena podle rostouci
polarity

1. rozpoustedla umistena v eluotropni
rade blizko sebe — dobre misitelna

2. rozpoustédla z protilehlych koncu -
nemisitelna
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ELUOTROFPNI RADA ROZPOUSTEDEL

- Relativii Rozpustnost ve
Rozpoustédlo  mitivita " vodé (2
Dentan 1,84 0,04
Hexsn 1,90 0,14
Cyklohexan 2 00 0,10
Terachlommethan 2.20 0,20
Sironblik 260 2.20
Teluen 240 0,47
Benzen 230 1,20
Disthylether 430 74,2
Chloreform 480 10,0
Aceton 20,7 misitalny
Dicxan 221 misitalny
1-Pentanol 13,0 1.0
Temralvdrafurar 760 misitalny
Ethylacetar 6,00 860
Disthylamin 3,58 misitalny
Acetonitril 37,5 misitalny
1-Buzanal 17,1 70,0
Pyridin 12,4 misitalny
Isopropylalkohol 199 misttalny
Ethanol 24,3 misitalny
Mathanel 32,6 misitalny
Ethylenzlykol 37,7 misitalny
Eyzalinz octova 613 misitalny

. = MINIS | ERS 1 VO SKOLS | VI, OP Vzdélavani
(% 4 a l fondvCR EVROPSKA UNIE  MLADEZE A TELOVYCHOVY  pro konkur:ncuc:opnm

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI



POLARITA MOLEKUL

« rozhoduje o tom, jak se molekula bude chovat na
polarnich a nepolarnich rozhrannich

« 2 hlavni média latky, které je preferuji
- voda (vodné roztoky) hydrofilni
- tuky (lipidy) lipofilni
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POLARITA MOLEKUL

* Pro praktické testovani polarity latek se poziva:
rozdélovaci koeficient oktanol — voda (KOW)
= pomeér rovnovaznych koncentraci latky v oktanolu
ave vode
koncentrace latky v oktanolu
KOW = memmmm e
koncentrace latky ve vodé

- vysoké KOW nizka polarita lipofilni latky
- nizké KOW vysoka polarita hydrofilni latky
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Pro€ se vénovat pripravé vzorku

Obsahuji pevné Castice — ucpani chromatografického
systému, odstaveni instrumentu

Komplikovana matrice — odstraneni latek, které nas
nezajimaji

Odstranéni interferenci

Nizké koncentrace analytu v matrici
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Rozdéleni extrakci

LIPOFILNi LATKY

1. Extrakce dle Soxhleta

2. Zrychlena extrakce rozpoustediem
3.Extrakce kapalina/kapalina— LLE
4.Alkalicka hydrolyza

HYDROFILNIi LATKY
1.Extrakce na pevnou fazi — SP
2.QUEChERS




EXTRAKCE DLE SOXHLETA

»Slouzi k ziskani jedne nebo vice latek ze smesi
»|zolace analytu z pevné matrice
»Pohodlna a dokonala metoda

»Kontinualni proces — faze jsou pri protiproudem
pohybu v neustalem kontaktu
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EXTRAKCE DLE SOXHLETA

e Princip

x
\\

Chladit

|

r——

2

Pary rozpouitadla

Zkapaln&né
rozpouitédla
paty rozpo Zpétné potrubitko

Extrahovany
objekt
(tfeba list) T

r

Topné hnizdo

Do stredni casti pristroje se vlozi papirova
patrona se vzorkem.

Rozpoustedlo ve varné bance se privede do
varu.

Pary rozpoustedla postranni trubickou
stoupaji do chladice.

Na chladici kondenzuji a kapaji do patrony se
vzorkem.

Po naplnéni prepadové trubicky pretece
roztok zpét do varné banky, z niz se tékavé
rozpoustédlo znovu destiluje.
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Automaticky extraktor

Patrony
sklenéné a
papirc
&

Vyhody :

*Opakovatelnost

*Zkraceni doby extrakce
*Bezpeclnost pri zahrevu
*Recyklace rozpoustédel
*Extrakce vétsiho poctu vzorkl

*Snadna obsluha
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Zrychlena extrakce rozpoustediem (PSE, ASE, PLE)

PLE — Pressurized liquid extraction
ASE — Accelerated solvent extraction
PSE — Pressurized solvent extraction

Pump Valve

& Extraction Cell

/

| [

Purge Valve

Static Valve

-
Oven

Collection Vial
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Zrychlena extrakce rozpoustédiem (PSE, ASE, PLE)

= Extrakce pevnych matric organickym rozpoustedlem za
zvyseného tlaku a teploty

= 1 teplota - 1 rychlost extrakce, 1 rozpustnost analytu

= 1 tlak — udrzuje rozpoustédlo kapalné (teplota je vyssi
nez bod varu rozpoustédia)

» /Ziska se extrakt, ktery se dale precistuje
= Vyhody :
rychlejsi
mensi spotreby rozpoustedel
srovnatelna vytéznost jako Soxhlet
lepSi opakovatelnost ’\KﬁT
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fast PSE

e Process 6 samples
simultaneously!

e Complete nearly
200 samples in
an 8 hour day!

Input
Valve
and

Manifold I

Nitrogen/Solvent

Input Valve Extraction
Vessels
High Performance Output Valve

Solvent Pump

PSE
Collection
Vials

Solvent

Regulated Note: no delicate pneumatics

Nitrogen
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EXTRAKCE KAPALINA/KAPALINA

LLE — liquid liquid extraction
« Umoznuje oddelit velke mnozstvi

g ruSivych latek
B () -+ Umoziuje izolovat stopové mnozstvi
< Q?: analytu

/ I * Velmi jednoduché provedeni — delici

L, | barky
u « Lze dosahnout vysoké selektivity
pouzitim modifikatoru (pH, vysolovani,
lontove parujici reagenty)

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI


http://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=cK_ypaNkWPN4nM&tbnid=3f7XKTfZ653XkM:&ved=0CAUQjRw&url=http%3A%2F%2Fwww.kralupy.cz%2Fdg%2Fwww2%2Fstranky%2Fchemie%2Fextrakce.htm&ei=Z0RuUtW8HomOtQai14HQAQ&psig=AFQjCNF8gDWSrggcPEZqcVq3Y_ETeKih8w&ust=1383044563323069

EXTRAKCE KAPALINA/KAPALINA

Nevyhody:
o pouzivani velkého mnozstvi
rozpoustedel

o tvorba emulzi (odstranéni
pridavkem soli, zahfivanim a
zchlazenim nalevky, filtraci,
odstredenim, pridavkem
malého mnozstvi jiného
rozpousted|a)

o obtizngjsi automatizace
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Princip:

= zalozena na prechodu rozpustené
latky z jedné kapalné faze do druhé,
vzajemné nemisitelné

* jednim rozpoustédlem voda (nebo
vodny  roztok), zatimco druhé
rozpoustedlo je organické, s vodou
nemisitelné (napf. hexan, ether,
chloroform, cyklohexan)

» |atka rozpusténa v jedné fazi prechazi
pfi protfepavani obou kapalin do faze
druné. Po ustaveni rovnovahy |e
pomér koncentraci rozpusténé latky
v obou fazich konstantni.
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Nernstuv distribuéni zakon
- jakakoliv sloucCenina se rozdéli mezi dvé nemisitelna
rozpoustédla takovym zpusobem, aby pomér koncentraci
obou fazich zustal konstantni

Distribucni konstanta

KD = Corg / Cvod

Ky ... rozdélovaci konstanta

Corg -+~ KONCENtrace rozpustene latky v organicke fazi
C.oq --- KONCenNtrace rozpustene latky ve vodne fazi
Rozdéelovaci konstanta zavisi na typu rozpoustédel,
rozpusténé latce, teploté, dalSich latkach

K separaci dvou latek dojde, pokud se jejich KD liSi
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ALKALICKA HYDROLYZA

saponifikace, zmydelnéni (z latinského sapon — myd|o)

efektivni procedura k uvolnéni neutralnich lipidu, zejména
triglyceridl, z biologické matrice

dochazi k hydrolyze esterovych vazeb a uvolnéni mastnych kyselin

z glycerolu nebo glyceridu a fosfolipidu a z esterifikovanych sterolu
a karotenoidu.

pridavani silné zasady do reakCni smési — nejCastéji KOH

Hodnota zmydelnéni (HZ)

hmotnost KOH (mg) potfebna k hydrolyze 1 g tuku nebo oleje za
standardnich podminek.
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EXTRAKCE NA PEVNOU FAZI — SPE

e Metoda zalozena na rovnhovazné
distribuci analytu mezi vodnou a
tuhou fazi, pricemz rovnovaha je
posunuta ve prospéch tuhé faze.

e Roztok analytu je priveden do
kontaktu s tuhym aktivovanym
sorbentem, ktery sorbuje analyt a
pouze v minimalni mire ostatni
slozky vzorku. Zachyceny analyt je
nasledné uvolnén eluci vhodnym
elucnim Cinidlem a analyticky
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Usporadani :

o Statické — michani roztoku analytu se sorbentem a odfiltrovani
sorbentu

o Dynamicke - vzorek protéka pres kolonku se sorbentem

Princip sorpce je obdobny jako u kapalinové chromatografie.
Metoda je rychla, presna a reprodukovatelna.

Load Sample . Step A Step ™ Step

("Black”) - _ Elute 1 | Eute2 — Elute 3 )

o = =

One cartridge can separate all three dyes
- e m viuvun EVHUFORA UNIE MLADEZE A TELOVYCHOVY pro konkurenceschopnost
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Note: Blue can
be eluted with
IPASwater
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Aplikace SPE

Selektivni extrakce

zachyt analytU, ostatni slozky matrice prochazi bez zadrzeni,
nasleduje eluce analytu

Selektivni eluce

zachyt analytU i ostatnich slozek matrice, vhodnym
rozpoustédlem, provedena pouze eluce analytU

Selektivni promyvani

zachyt analytu i ostatnich slozek matrice, vymyti interferujicich
|atek (analyty jsou sorbovany), nasledné eluce analytu
Odstranéni matrice

zachyt interferenci, analyt prochazi bez zadrzeni
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Vyhody SPE

* Prace s mensimi objemy vzorku

* Jednoduché provedeni

* Rychlejsi a jednodussi, snizené objemy organickych
rozpoustédel

* Snadné skladovani a transport vzorkl, automatizace
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new

PROVEDENI SPE

Kondicionace — priprava kolonky na reprodukovatelnou interakci
slozek vzorku s pevnou fazi.

Aplikace vzorku — podle druhu pevné faze a vzorku dochazi ke
specifickym reakcim latek s pevnou fazi.

Uprava vzorku — vhodné pH, iontova sila, Fedéni

Objem vzorku

Pratok

Promyti - proplachnuti kolonky vhodnym rozpoustédlem
Suseni — vzduch, inertni plyn

Eluce — elucni rozpoustédlo, desorpce analytl z pevné faze
Volba rozpoustédla — podobné v podobném se rozpousti, snadno
odparitelné.

Eluat dale jiman a upravovan, napf. pro chromatografickou analyzu.

~— a®
*
2 ..'
- * x .
evropsky AN
socialni - ISTEF T OP Vzdalavani
v fondvCR EVROPSKA UNIE pro konkurenceschopnost

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI




Provedeni SPE
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Kondicionace Aplikace vzorku Promyti Eluce

MINISTERSTVO SKOLSTVI, OP Vzdélavani
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SPE

promyti

v

kondicionace

\

naneseni vzorku

\

eluce

odpafreni, rozpusténi / T zakoncentrovani,

GC LC
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SORBENTY PRO SPE

Reverzni faze

Polarni kapalna faze, nepolarni pevna faze

Hydrofobni interakce — disperzni sily (van der Waalsovy) — interakce mezi
nepolarnimi molekulami v dtsledku vzniku indukovanych dipdla.
Sorbent — nepolarné modifikovany silikagel — C18, C8, C4, CH, Ph, CN
Normalni faze

Nepolarni kapalna faze, polarni pevna faze

Interakce: dip6l-dipdl, vodikova vazba, polarni interakce.
Sorbent — silikagel, oxid hlinity, florisil (kfemicitan hofecnaty)
lontomeénice

Extrakce kyselin a bazi z vodnym roztokd podle zasad iontové v
Anex extrakce kyselin (- iontu)

Silikagel s chemicky vazanym kladné nabitym modifikatorem (kvarterni
amin, sekundarni amin)

Katex  extrakce zasad (+ iontu)

Silikagel s chemicky vdazanym zaporné nabitym modifikatorem (benzen

nebo propylsulfonova kys.)
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QUEChERS

= Quick ‘

= Fasy =1

* Cheap :

= Effective AP
= Rugged T
» Safe i

 UCinna metoda pro kompletni analyzu potravin a prirodnich
produktt

* vysoka vytéznost

* presné vysledky

* nizka spotreba rozpoustedel a laboratorniho skla

* jednoducha a presto robustni
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PROVEDENI QUEChERS

1.Rozpusténi vzorku - acetonitril (1 g vzorku =1 ml ACN)

2.Pridavek soli a pufri — MgS04 + NaCl nebo octan sodny
— vysoleni

3.Extrakce — centrifugace, odbér ACN vrstvy

4.Precistéeni — primarni a sekundarni amin — odstranéni
organickych kyselin a polarnich pigmentt

5.Filtrace do vialky pro chromatografické stanoveni (MS
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QUEChERS

Krok 1 : Priprava vzorku
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Krok 2 : Preneseni vzorku do 50 ml
vzorkovnice

MINISTERSTVO SKOLSTVI, OP Vzdalavani
MLADEZE A TELOVYCHOVY pro konkurenceschopnost
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Krok 3 : Pridavek organickeho rozpoustedla
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Krok 4: Pfidavek pufru a soli
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Krok 5: Centrifugace

MINISTERSTVO SKOLSTVI, OP Vzdélavani
MLADEZE A TELOVYCHOVY pro konkurenceschopnost
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Krok 6: Preneseni supernatanu do clean up
SPE tuby, centrifugace
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Krok 7: Filtrace extraktu do chromatograficke
vialky
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QuUEChERS

vzorek do 50 ml zkumavky

v

AcCN + ISTD, tfepat 1 min

v

+ pufrovaci soli, centrifuga

v

supernatant do d-SPE
clean up zkumavky

v

tfepani, centrifuga

GC/ MS

\

LC/MS/MS
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Dekuji za pozornost
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