EXTRAKCE

Princip extrakce: Jedna se o separacni (délici) proces, pfi
kterém jsou v kontaktu dvé vzajemné nemisitelné faze. Latky
(andyty) serozdéluji mezi tyto faze na zéklade rizné
rozpustnosti (rozdilnych rozdélovacich koeficientt)

v pouZitych rozpoudtédiech. Cim vt je rozdil mezi
rozdélovacimi koeficienty |&ek, tim dokonalejsi je jgjich
oddéleni.

Cil extrakce: sdlektivni az specifické oddéleni analytu od
ostatnich slozek nebo naopak oddéleni rusicich latek od
analytu.

Klasfikace extrakce:
a) podle zii¢astnénych fazi

1. plyn - kapalina (GLE, gas - liquid extraction, headspace
metoda) - extrakce tékavych latek plynem z kapdiny. Pouziva
se v plynové chromatografii pro nakoncentrovani tékavych
slozek vzorku.

2. kapalina - kapalina (LLE, liquid - liquid extraction) -

z analytického hlediska ngdilezitgjsi, dnesjiz rychle
vytlatovéana extrakcemi tuhou fazi (SPE, solid - phase
extraction)

3. tuha faze - kapalina (SLE, salid - liquid extraction,
selektivni rozpousténi, louzeni)

- pouzivéa se velmi ¢asto v biologii, biochemii, organické a
anorganické chemii. Ziskavaji se takto napt. alkaloidy,
hormony a barviva. Tuhé organické materidy se zatepla
extrahuji organickymi rozpoustédly, z tavenin se horkou
vodou extrahuji rozpustné anorganické sali.

b) podle zpisobu provedeni

1. jednostupiiové - dochazi k ustaveni jedné rovnovéhy mezi
fézemi. NejbézngjSim piipadem je roztiepani v délici ndlevce.
2. mnohostupiiova - proces ustaveni rovnovahy se mnohokrét
opakuje v oddélenych krocich. Prikladem je nékolikanasobné
roztiepavéni v délici néevce nebo extrakce v zatizeni podle
Craiga

3. kontinudlni —faze jsou pii protiproudném pohybu

v neustdl ém styku. Piikladem je extrakce v Soxhletoveé
extraktoru ¢i extraktorech naextrakci kapaliny kapalinou.

c) podle char akter u extrahovanych latek

1. extrakce or ganickych latek
2. extr akce kovovych chelati
3. extrakceiontovych asociatt

Protiproudé Craigovo extrakéni zarizeni

Otvorem E se do zatizeni vpravi extrahovana latka a obé faze.
V prostoru A probiha
vlastni prottepavani.
Féaze se promichavaji
kyvanim. Poté se

C trubice vychyli o vice
nez 90° aleh¢i faze
pietece trubici B do

oddéleni C apti vraceni

B trubice do ptivodni

polohy pretede trubici D
do otvoru E dasiho
¢lenu, ktery v prostoru
A jiz obsahuje t&Zsi
fézi.

\\

Soxhletiv extraktor

- metoda kontinual ni extrakce

Pouziva se zefménak déleni organickych
latek. Do stredni ¢agti (3) pristroje se vklada
papirova extrakeni patrona, ktera ma valcovy
tvar akulaté dno aktera se naplni vzorkem.
Baiika (2) se naplni vhodnym rozpou&é&diem,
v némz se dobie rozpousti dozka, kterou
chceme oddélit. Barka se zahtivak varu
rozpoudtédia ajeho pary stoupaji postranni
trubickou kolem stiedni ¢asti extraktoru do
chladice (5), kde kondenzuji. Rozpou&édio
kape na vzorek obsazeny v papirové patrong.
Stiedni ¢ast extraktoru se postupné plni
zkondenzovanym rozpou&eéd em, jehoz
hladina stoupai v tenké prepadové trubicce
(4). Stoupne-li hladinarozpou&édia ve stiedni
¢adti extraktoru k ngivySS ¢asti prepadové
trubicky, preteceroztok do destilaéni bariky,
z niz se tékavé rozpoustéd o znovu destiluje.
Nakonec se ziskaroztok jedné nebo vice
dozek v dedtilaéni barice, z niz po ukoncené
extrakci rozpou&éd o vydestilujeme. V baiice
tak zistane jen izolované d ozka, popi. dozky.

- izolace tukii z potravinarskych vyrobki
- izolace éterickych olgj i z kvéti

Proces extrakce | ze rozdélit do ttech po sobé jdoucich krok:

1. vytvoreni extrahovatelné formy sledované latky -
Upravavzorku

2. ustaveni rozdélovaci rovnovahy - vlastni extrakce

3. ptipadna izol ace stanovované latky z organické faze —
reextrakce, odpaieni rozpoustédia

VYTVORENI EXTRAHOVATELNE FORMY SLEDOVANE LATKY

Organickélatky: |ze je piimo extrahovat do vhodng
zvoleného organického rozpoustédla. Polarita rozpoustédia
musi ptibliZzné odpovidat polarité extrahované latky. Polarita
je kvantitativné popsanar eativni permitivitou
rozpoustédlia. Nepolarni rozpoustédla maji nizkou permitivitu
(benzen ¢ = 2,30), polarni rozpoustédia se bliZi svou
permitivitou vode¢ (e = 80,4).

Rozpoustéd  a sefazené podle rostouci polarity tvoii tzv.
eluotropni Fadu. Rozpoustédla umisténav € uotropni fadé
blizko sebe jsou dobie misitelnd, rozpoustédla z protilehlych
konci jsou nemisiteln&.

Nepoalér ni organické latky extrahujeme nepolarnimi
rozpoustédly (s vodou malo misitelna).

Vhodné rozpoustédlo pro extrakci polarnich or ganickych
latek je ¢asto misitelné s vodou (misitelnost roste s rostouci
polaritou rozpoustédla), coz ztéZuje proces extrakee.
Organickou polarni létku je tedy nutno prevést do |épe
extrahovatelnéformy. K tomu | ze vyuzit:

a) vedlgsi asociatni reakce (dimerizace, polymerace) a
disociacni dgje
- ovlivnény vlastnostmi vodné faze jako pH, iontova
sila, teplota

b) chemické reakce
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ELUOTROPNiI RADA ROZPOUSTEDEL

Rozpoudtédio Relgt_iv_ni Rozpu.j,tnost ve
permitivita e vodé (g/l)
Pentan 1,84 0,04
Hexan 1,90 0,14
Cyklohexan 2,00 0,10
Tetrachlormethan 2,20 0,80
Sirouhlik 2,60 2,20
Toluen 2,40 0,47
Benzen 2,30 1,80
Diethylether 4,30 74,2
Chloroform 4,80 10,0
Aceton 20,7 misitelny
Dioxan 221 misitelny
1-Pentanol 13,9 21,9
Tetrahydrofuran 7,60 misitelny
Ethylaceta 6,00 86,0
Diethylamin 358 misitelny
Acetonitril 37,5 misitelny
1-Butanol 17,1 79,0
Pyridin 12,4 misitelny
| sopropylakohol 19,9 misitelny
Ethanol 24,3 misitelny
Methanol 32,6 misitelny
Ethylenglykol 37,7 misitelny
Kyselina octova 6,15 misitelny

Anorganické latky: ionty neprechézeji do nepol&rnich
rozpoustédel, a proto je nutné je prevést chemickou reakci na
nepolarni 1&ky - nepolérni komplexy. Komplexy vznikaji

reakci s vhodnym chelatagnim cinidlem, jsou cyklického tvaru

avelmi stabilni. Stabilita che étii roste s rostoucim poctem
kruhii ve strukture (nejstalejSi péti- a Sesti¢lenné kruhy).

Chelataéni ¢inidla: ¢asto selektivni pro urgity druh iontu
- acetylaceton, dithizon, kyselinasalicyl ova, kupferon
(N-nitrosofenyl hydroxylamin), 8-chinalinol

Vznikly komplex (cheldt) mize byt:

a) nenabity - pfima extrakce do organické faze

b) nabity - asociace s opatné nabitym iontem pomoci
el ektrostatické interakce, vznikardativné sdy nenabity
komplex - iontovy asociét, ktery 1ze extrahovat
polarngjSimi organickymi rozpoustédly.

USTAVENiI ROZDEL OVACI ROVNOVAHY

Rozdéleni latky mezi dvé heterogenni faze se fidi Gibbsovym
zakonem fézi:

f+v=s+2

Extrakce: 2 faze (plynnou zanedbame), déleni 1 slozky -
systém ma 1 stupeti volnosti (pti konstantnim tlaku ateplotg).
Uréenim koncentrace dozky v jedné fézi je uréenai jeji
koncentrace ve fézi druhé.

Rozdélovaci rovnovaha je kvantitativné popsanadistribuéni
konstantou

a
KD x :M (termodynamické)
(ax)aq.
_[Xorg. ]
X=—— (koncentragni)
[Xlaq.
arozdélovacim pomérem
_(cx)org. )
CX~ 7N (koncentragni)
(x)ag.
_(MY)org. (rmotnsin)
= motnostni
mx (My)ag.

UCINNOST EXTRAKCE

- udava se jako procentualni podil latky E (%), ktery se
vyextrahoval do organické faze, tzv. procentualni vytézek
extrakce

Vorg.
Cimje Vg VEtS, tim je extrakee Geinng§.
) L s Vorg.
Pomér objemd organické avodné faze — —
Vaq
se oznakuje jako fazovy pomér p.

Zavislogt vytezku extrakee E na pomeru Vag / Vorg,
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Ueinngjsi je dvojnasobna extrakce vzdy s poloviénim
objemem organické faze !!
ZvétSeni Gcinnosti extrakce: opakovana extrakce vodné faze

menSim mnoZstvim organické faze a spojeni vydednych
extrakti.

Uginnost n opakovanych extrakci
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- udava vyd edny procentovy obsah extrahované latky ve
spojenych extraktech.
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Zavislost vytéZku n-stupiiové extrakce E, naE an
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K dosazeni 100% extrakce dedované |&tky by byl o zapotiebi
nekone¢né mnoho kroki. Srostoucim n se E, asymptoticky
blizi 100 %.

V praxi se voli experimentalni podminky tak, aby nebylo
tieba opakovat extrakci vice jak tiikrét.

Uginnost separace 2 |atek

. D
separacni faktor ozzi

Dco

Volbarozpoustédd:

- duleZita pro Uspédnou extrakci

- minimal ni misitelnost pouZitych fazi

- vzéjemné syceni rozpoustédel pred extrakci

- rychlost ustaveni rozdélovaci rovnovahy

- rozpustnost vzorku andad ednareextrakce

- tvorba emul ze s vodnymi roztoky (odstranéni pomoci ohtati,
ochlazeni, centrifugace, filtrace, zmény pH, pridavku
elektrolytu ¢i dalSiho rozpoustedia)

- JEDOVATOST A HORLAVOST, CENA, CISTOTA

PRIPADNA 1ZOL ACE STANOVOVANE LATKY Z ORGANICKE
FAZE

- v piipadech, kdy neni mozné provést stanoveni oddélené
I&tky ptimo v organickeé fézi, napt. u spektrofotometrickych
metod.

Prevedeni do vodné faze:

a) odpareni tékavého or ganického rozpoustédla (vodni
lazen, vakuum)
b) reextrakce (pridavek mineralnich kyselin)

EXTRAK CE TuHOU FAZI

(Salid phase extraction, SPE)

- proces Upravy vzorki, extrakce zadané latky z kapalného
vzorku ¢i oddéleni latky od ruSivé matrice

chromatografickou technikou

- rychle vytlacuje klasickou extrakci kapdiny kapalinou
(LLE)

Princip SPE: sdlektivni zadrzovani skupiny létek, nejcastsji
organickych molekul napevné fazi, kteraje umisténa ve
formé sloupce nebo membrany v krétké kolonce, tzv.
cartridge.

PouZti SPE:

1. odstranéni rusivych slozek matrice

2. selektivni obohaceni (nakoncentr ovani) vzorku
3. izolace stopovych latek

4. zménarozpoustédla vzorku

Vyhody SPE ve srovnani sLLE:

1. prace s menSimi objemy vzorki, vétSi bezpecnost

2. jednoduché provedeni

3. rychlgs alevngjsi (sniZzena spotieba organickych
rozpoustedel)

4. snadné skladovani atransport vzorki
prekoncentrovanych na kolonkach (skladovéani az 8
mésich pii -20 °C nebo 3 - 4 mésice pii 4 °C)

5. snadna automatizace

Nevyhody SPE:

- pro nékteré specifické izolace nejsou natrhu vhodné SPE
kolonky. Sortiment SPE kolonek se vSak neustde zvétsuje.

Provedeni SPE:

- skl&da se z péti krokt

prediprava (kondicionovani) kolonky
davkovani vzorku

promyvani

suSeni

eluce (vymyvani)

agrwdE

PREDUPRAVA KOLONKY

- ptiprava kolonky na reprodukovatel nou interakci dozek
vzorku s pevnou fazi, ktera je umoznéna solvataci pevné
féze.

Kolonka se propl &chne predepsanym rozpoustédiem
(aktivace pevnéfaze pro inter akce se vzorkem) a nédedné
rozpoustédiem podobnym vzorku (Uprava prostiedi pro
vlastni vzor ek).

Féaze C18: aktivace metanolem, Uprava prostiedi vodou a
nédeduje vodny roztok vzorku

DAVK OVANI VZORK U

- podle druhu pevné faze a vzorku dochézi ke specifickym
reakcim latek s pevnou fézi.

Zéadana skupina latek se selektivné sor buj e a nesorbované
l&tky (matrice) prochézeji volné kolonkou.

PrROM YVANI

- propléachnuti kolonky vhodnym rozpoustédiem vede k
vymyti zbytki matrice vzorku z kolonky; Zadané létky
ziistévaji sorbovany na pevné fazi.

SUSENI

- pokud se elu¢ni rozpoustédlo vyrazné 1isi od promyvaciho
roztoku, kolonku jetieba vysusit proudem inertniho plynu,
nej¢astéji dusiku.

ELucE
- kolonka se promyva e uénim rozpoustéd em, dochazi
k selektivni desorpci zédanych latek z pevné faze ak jejich

vymyti z kolonky. Eluét se jimaadale upravuje, napi. pro
chromatografickou analyzu.
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PREDUPRAVA KOLONKY

- promyvani kolonky (sorbentu) pred
davkovanim vzorku

DAVK OVANI VZORK U

] izolovana latka

A e rusici slozky matrice

PROM YVANI

- odstranéni nezadouci slozky
matrice vzorku z kolonky

ELuce

- istd anakoncentrované latkaje

vymyta, nezéddouci slozka zastdva
sorbovéana na kolonce

=i G =
(¢ ¢ ar] (O]

SPE INSTRUMENTACE

1. kolonky
2. extrakeni disky

KOLONKY

- tvar injekeni stiikacky bez pohyblivého pistu

- naplnény povrchové modifikovanymi sorbenty o rizné
velikosti ¢astic

sklenéni il TT cearanik

Char akterizace SPE kolonek

1.typ pevné faze u
2.0bjem kolonky [0,4 - 15 ml]
3.maximéni pritokova rychlost
4. kapacita[1 - 500 (2800) mg]
5.minimani eluéni objem [10 pl -
50 mI] adsorbent - iy
sor bent ‘_o—'—’

6.material kolonky [PP, skio] b

- Eluéni
Princip Adsorbent  Vzorek rozpoudtedio
Nepolarni  C18, C8, PAH, PCB, hexan,
extrakce fenyl, CN pesticidy, dichlormetan,

antibiotika, acetonitril,
aflatoxiny, kofein,  alkoholy
nikotin, vitaminy
Polarni slikagd, antibiotika, di-a
extrakce NH,, CN, pesticidy, trichlormetan,
OH geroidy, vitaminy, ethylacetét,
aflatoxiny alkohaly, voda
Kationtova sline kysely aminokyseliny, kysdliny,
vyména katex (SA) chlorofyl, PCB roztoky soli,
pufry
Aniontovd  bazicky anex  organické zasady, roztoky
vyména (SB, NH, kysdliny, kofein, soli, pufry
DMA) sacharin
Extrakce CN/SIOH, PAH z pudy a chloroform,
ve NH,/C18, vody, PCB aceton,
smésném SA/SiIOH zodpadnich olga,  ethylacetét,
modu télni tekutiny metanol
Nepolar ni PS-DVB fenoly apegticidy  ethylacetét,
extrakce kopolymer zvody, PAH z metanol,
na olgu acetonitril
polymeru

EXTRAK CNi DISKY

- moderni forma SPE

- kompozitni tenké membrany z teflonu a prislusného
modifikovaného sorbentu (az 90 vah. %)

- velk& hustota disku, aplikace vakua

- membrany umistény v SPE kolonkéch, piediazen
sedmivrstevny filtr

Vyhody:

1. neni omezena pritokova rychlost

2. nakoncentrovani vzorku ve velmi (izké zéné membrany

3. kduci stati fadové pl rozpoustedla, a proto odpada
odparovani nadbytecného rozpoustédia pred
chromatografickou analyzou vzorku.

Moznost pouziti nekolika (az desitek) SPE kolonek ¢i diski
soucasné zkracuje dobu potrebnou k priprave vzorki.

On—LINE SPE

- proces SPE je piimo spojen s anal ytickou metodou,
nejcastsji HPLC

Vyhody:

. neprovadi se prediazend SPE

piimé davkovani vzorka télnich tekutin

pln& automati zovany provoz

bezpetn& manipulace sinfekénimi materialy
zvySend presnost acitlivost

zvySena produktivita a ni z8i néklady pripadajici na
jeden vzorek

oUuAWNR

M IK ROEXTRAK CE TUHOU FAZI
(Salid phase microextraction, SPME)

- vyvinuta specidlné pro spojeni s GC aHPLC

- princip je shodny s klasickou SPE, |isi se technikou
provedeni

Sorbent: nanesen na krdtkém Gseku povrchu kiemenné
kapilary ve forme tenkého filmu. Povrch kapiléary je chranén
ocel ovou kapilarou - jehlou, do které muze kapilara zajizdét.

Odbér vzorku (sorpce): zasunuti sorpeni kapilary do

kapa ného vzorku nebo drzeni nad hladinou vzorku pti sorpci
teékavych latek az do ustaleni sorpéni rovnovahy (2 - 15
min).

Davkovani v GC: po propichnuti septa davkovace dochéazi k
tepelné desorpci andytu do proudu nosného plynu, nad eduje
separace na anal yti cké kolong.

- snadna automati zace pomoci automatického davkovace
plynového chromatografu.

Davkovani v HPL C: v upraveném davkovacim ventilu
dochazi k desorpci ek v proudu mobilni faze.

Vyhody SPME:

1. nizké detekeni limity (v GC radové ppT)

2. Sirok& moznost pouziti (kapil&ry o razné polarité a
tloust'ce adsorbentu)
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PEsTICIDY Z VODY

metoda: SPE matrice: voda
Priprava vzor ku: pomoci zied’. NH3 se upravi pH 1000 ml
vody na hodnotu 7-8, ptida se 100 pl vnitiniho standardu

Kolonka: CHROMABOND C18 Hydra
2x5ml

Kondiciovani: 2 x 5 ml metanolu, poté
destilované vody

Déavkovani vzor ku: vzorek se necha projit kolonou, vysuSeni
kolonky dusikem (2 bar) po dobu 2 hodin

Eluce: 10 ml metanolu

Eluét se odpati do sucha v rota¢ni odparce pii 30 °C aulozi se
do ledni¢ky na dobu 15 minut. Odparek se rozpusti v 200 pl
n-hexanu a prenese se do konické vialky. Nadeduje GC
(kolona OPTIMA delta-3) nebo HPLC analyza (Nucleosil
120-3 C18).

Vytézek: 95-100 %

DOPINGOVA KONTROLA KONSKE MOCI

metoda: SPE matrice: mog¢

P¥iprava vzor ku: 1 ml mogi se smichas1ml 7 mM HsPO,4 a
pH se upravi na hodnotu 2 konc. HsPO,

Kolonka: CHROMABOND® SA (= SCX)

Kondiciovéani: 1 kolonkovy objem metanolu, vody a 7 mM
H3PO4

Déavkovani vzor ku: vzorek se necha projit kolonou, vysuSeni
kolonky vakuem (30 sec.)

Promyvani: 1 ml 7 mM HsPO,, 0,5ml 0,1 M kyseliny
octové, 1 ml metanolu; vysuSeni vakuem po dobu 30 sec

Eluce: 2 x 1 ml metanolu s pridavkem amoniaku ( 1 %)

PROTINADOROVE LECIVO TEMOZOLOMID Z PLASMY A MOCI

metoda: SPE matrice: plasma, mo¢
Priprava vzor ku: biologicky vzorek seihned stabilizuje
piidavkem 1 M HCI (pomér 10+1), zmrazi a skladuje pii —20
°C. 253 ul okyselené plasmy nebo mogi se smicha se 115 pl
roztoku interniho standardu.

K olonka: CHROMABOND® C18ec

Kondiciovani: 2 x 1 ml methanolu, pak 2 x 1 ml 0,5%
kyseliny octové

Déavkovani vzorku: 160 pl predupraveného vzorku, aplikace
slabého vakua

Promyvani: po 1 minuté stani nasleduje promyvani 750 pl
0,5% kyseliny octové a vysuSeni vakuem po dobu 5 minut

Eluce: 1,25 ml methanolu; €uét se odpati proudem dusiku pfi
labor. teploté; odparek se rozpusti ve 200 pl 0,5% kyseliny
octové, odcentifuguje a davkuje naHPLC kolonu

AROMATICKE AMINY Z VODY
(ANILINY, CHLORANILINY, NITROANILINY,
AMINONITROTOLUENY)

metoda: SPE matrice: voda

Priprava vzor ku: pH vzorku se upravi roztokem 10 M NaOH
na hodnotu 9

Kolonka: CHROMABOND® HR-P

K ondiciovani: 2 ml methanolu, acetonitrilu a10° M roztoku
NaOH

Davkovani vzor ku: nasavani vzorku do kolony rychlosti 10
mi/min

Promyvani: 2 ml destilované vody, poté vysuSeni vakuem po
dobu 5 minut

Eluce: 2 x 1 ml smés metanol/acetonitril v poméru 1/1 obj.
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