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I Extrakce kapalinou neboli rozpoustédlem

[ KAPALNE VZORKY}

» Extrakce kapalina-kapalina (Liquid-Liquid Extraction, LLE)

» Mikroextrakce (MicroExtraction, ME)

» Extrakce kapalina-pevna latka (Liquid-Solid Extraction, LSE)

» Extrakce podporovana mikrovinnym ohfevem (Microwave
Assisted Solvent Extraction, MASE)

» Zrychlena extrakce rozpoustédlem (Accelerated Solvent
Extraction, ASE; Pressured Liquid Extraction, PLE)




I Extrakce rozpoustédlem

» Nejpouzivanéjsiizolacni (a separacni) metoda
» Prevedeni celé (nebo ¢asti) matrice vzorku do roztoku

» Klasické metody:
» velké objemy rozpoustédel (toxicita, naklady)
e zdlouhavé, tvorba emulzi

» Modernizace:

* automatizace
* pouziti horkych a prehratych rozpoustédel (tlakové
nadoby)
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I Extrakce rozpoustédlem — kapalné vzorky

Jrteakee kapalina-kapalina (LLE) e

» Distribuce analytt a interferentl mezi 2 nemisitelné kapaliny (vétSinou
vodny vzorek vs. organické rozpoustédlo)

» Volba extrakéniho rozpoustédla ovliviiuje selektivitu a u¢innost extrakce

mald rozpustnost ve vodé (<10%)

* polarita zabezpecujici dobrou vytéZnost analytu
» dostatecnad tékavost (snadné zakoncentrovdni)
* kompatibilita s analytickou koncovkou

pozadované vlastnosti:

» Dalsi faktory ovliviiujici rovnovéahu:
* uprava pH (potlaceni ionizace — okyseleni pro kyseliny) ovliviiuje i vytéznost
neionizovatelnych sloucenin diky ovlivnéni matrice
* pridavek soli (vysolovaci efekt) napf.: QUEChERS extrakce (pridavek MgSO, a
NaCl)
» pridavek kovovych iontu (tvorba iontovych parti)
pridavek chelatacniho ¢i komplexetvorného cinidla (hydrofobni produkty)
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I Extrakce rozpoustédlem — kapalné vzorky

ofxttakce ka,oalina-ka,oalina - REALIZACE

» Musi byt zabezpecen dobry kontakt mezi fazemi (pfenos hmoty)
napfiklad: TREPANI — délici nalevka, tfrepacka
ODSTREDENI, MIXOVANI

» Nékdy muUze hrozit riziko tvorby emulzi, hlavné u vzork( s obsahem
povrchové aktivnich latek (PAL) a tuénymi slozkami

Odstranéni emulzi: » ,
e pridavek soli

== | » zahrivani a chlazeni extrakcni nalevky

| » filtrace pres skelnou vatu i filtracni papir

* odstredeni

* pridavek malého mnozstvi jiného organického rozpoustédia
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I Extrakce rozpoustédlem — kapalné vzorky

ofxttakce ka,oalina-kaloalina - TEORIE

NernstUv distribucni zakon = jakdkoliv sloucenina se rozdéli mezi dvé nemisitelna
rozpoustédla takovym zpusobem, aby pomér koncentraci v obou fazich zustal

konstantni:
Co Kp ... distribu¢ni konstanta
KD - — Co ... koncentrace analytu v organickeé fazi
Caq Cqq-- koncentrace analytu ve vodné fazi

K popisuje rovnovahu mezi koncentracemianalytu v obou fazich (charakteristicka
pro dany analyt v daném systému).

Pro separaci dvou latek je nutné, aby se jejich K, lisily.
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l Extrakce rozpoustédlem — kapalné vzorky

ofxttakce ka,oalina-kapalina - TEORIE

Extrahované mnozstvi analytu (E):

CO'VO _ KDV

F =

Kp ... distribuénikonstanta
Iy ... objem organické fazi
Vaq - objem vodneé fazi

V ... fazovy pomer V) [V,
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l Extrakce rozpoustédlem — kapalné vzorky

ofxttakce ka,oalina-kapalina - TEORIE

Distribu¢ni konstanta (Kp):

o
_ € _ Vg _ ng Vag _ my 1
Kp = = g = - = L
Vaq

Extrahované mnozstvi analytu (E):
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I Extrakce rozpoustédlem — kapalné vzorky

gednoktokovd extrakce

Pro kvantitativni vytéznost musi byt K, > 10, protoze praktické je aby fazovy
pomér byl vétsinez 0,1 a zaroven mensinez 10 (0,1 <V < 10).

K, =10,V = 1: E = ((10*1)/(1 + 10*1))*100 = 91 %
Kp,=10,V=0,1:  E=((10*0,1)/(1 + 10*0,1))*100 = 50 %

Vicekrokova extrakce

Neni-li splnéna podminka K, > 10

Vicenasobna extrakce mensim objemem rozpoustédla
je ucinnéjsi nez extrakce sumarnim objemem.
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l Extrakce rozpoustédlem — kapalné vzorky

Kontinualni extrakee

K velmi malé = vicekrokova extrakce neprakticka
(mnoho opakovani, velky extrakéni objem, pomalé
ustalovani rovnovahy).

Aparatura
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I Extrakce rozpoustédlem — kapalné vzorky
Slikwoextrakce (ME) X Qn-vial extrakee
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miniaturizace: V = (0,001 — 0,01)

maly objem rozpoustédla lehéi nez voda
vysoka zakoncentrace

nizsi vytéznost

riziko emulzi (Cisté vzorky)

vhodné pro nepolarni analyty

vhodné vysolovani
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I Extrakce rozpoustédlem — pevné vzorky
Jxteakee kapalina - pevna latka (LSE)

Prevedeni analytll z pevného vzorku do roztoku
UPRAVA VZORKU:
> Cim vétsi celkovy povrch &stic (resp. ¢im mensi jsou &astice, vzorek je namlet

najemno) na jednotku hmoty, tim Iépe extrakce probiha = je Uc¢innéjsi.
(malé Castice = usnadnéni extrakce)

Pevné vzorky: krajeni, drceni, mleti, roztirani s piskem, a jiné typy homogenizace ...

Mazlavé vzorky: roztirani, mleti ¢i homogenizace se suchym ledem ¢i kapalnym
dusikem (vymrazujici mlynky) a jiné typy homogenizace ...

,hovy“ trend:

Kryogenni mleti = pro pevné i kapalné vzorky, mleti v pfitomnosti suchého
ledu (pevny CO2) nebo kapalny dusik), specialni zafizeni, rozemele vzorek
na jemny prasek a zabranuje tepelné degradaci stanovovanych latek.

» Stanoveni vlihkosti, event. odstranéni vody
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I Extrakce rozpoustédlem — pevné vzorky
Jxteakee kapalina - pevna latka (LSE) - REALIZACE

Zabezpeceni dobrého kontaktu mezi fazemi (prenos hmoty):

TREPANI (A ZAHREV) — tfepacka (vyhfivand)

HOMOGENIZACE — homogenizatory

SONIKACE — ultrazvuk

VAR POD ZPETNYM CHLADICEM — reflux rozpouétédla (termostabilni analyty)

Extrakce kapalinou za zvySeného tlaku - pressurised liquid extraction (PLE), také
nazyvana pressurised solvent extraction (PSE) or accelerated solvent extraction (ASE)

je automatizovana technika vyuzivajici
zvysené teploty a tlaku pro dosazeni extrakce
latek (napf. perzistentnich organickych
polutantd (POPs) z pevnych matric
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I Extrakce rozpoustédlem — pevné vzorky
Jxteakee kapalina - pevna latka (LSE) - REALIZACE

Extrakce kapalinou za zvySeného tlaku - pressurised liquid extraction (PLE), také
nazyvana pressurised solvent extraction (PSE) or accelerated solvent extraction (ASE)

Pouziva se ocelova nadobka (napt. i.d. = 19,1 mm), objem muze byt napf. 11, 22
nebo 33 ml, az 24 pozic. Teplota je cca do 200 °C, tlak cca do 20 Mpa.

Vzorky: suché, rozemleté, pripadné s pridavkem siranu sodného (susidlo)

Extrakce pevnych matric rozpoustédly za zvysené teploty a tlaku. Vyssi teplota
znamena vyssi kinetiku extrakce, vyssi tlak udrzuje rozpoustédlo kapalné.

Ziskani hrubého extraktu: - dalsi precisténi nutné
- oproti klasickym metodam: rychlejsi, mensi spotreba
rozpoustéd|a, srovnatelna vytéZznost, ¢asto lepsi
opakovatelnost

Selektivni extrakce: - yhodnou volbou rozpoustédia
- pridavkem sorbentu ke vzorku (smichani + vrstva nad vzorkem)
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I Extrakce rozpoustédlem — pevné vzorky
Jxteakee kapalina - pevna latka (LSE) - REALIZACE

Extrakce kapalinou za zvySeného tlaku - pressurised liquid extraction (PLE), také
nazyvana pressurised solvent extraction (PSE) or accelerated solvent extraction (ASE)

POUZITI:  NapF: extrakce PCB z rybi tkané

Vzorek: 3 g homogenatu, Na,SO, + Al,O,

Rozpoustédlo: hexan

Teplota: 100 °C

Tlak: 10 MPa (1500 psi)
Vyhrivani: 5 min

Extrakce: 5 min (2x)

Celkova doba extrakce: 17 min
Vytéznost (22-124 ppb):

PCB 52,101, 118 — 100%

PCB 138, 153 - 42%

RSD (%): 1,7-4,3

VYSOKA $KOLA 15
(;HEMICKO-TECHNOLOGICKA V PRAZE
Ustav analyzy potravin a vyZivy




I Extrakce rozpoustédlem — pevné vzorky
Jxteakee kapalina - pevna latka (LSE) - REALIZACE

Soxhletova extrakce

* pevny vzorek umistén do extrakcni patrony —tvrzeny 3

filtracni papir nebo sklo s fritou misto dna ) gater

e patrona se umisti do aparatury, rozpoustédlo po zahrevu
na bod varu kondenzuje v patroné, vymyva analyty, vraci
se s nimi do varné banky, opét se odparuje ...

e pocet cykld za hodinu

* max. teplota omezena bodem varu rozpoustédla (stabilita
analytu)

* slozeni extrakéni smési v roztoku nemusi odpovidat
slozeni v parach (hexan : aceton (1:1) x azeotrop (3:1))

* vysokd vytéZznost x velice pomalé (6-8 hod)
* dobre zavedena metoda, relativné nendrocna a levna

napr. extrakce tuku
A—— SoxhletOv extraktor 44
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I Extrakce rozpoustédlem — pevné vzorky
Jxteakee kapalina - pevna latka (LSE) - REALIZACE

Soxtec extraktor — rychlejsSi verze Soxhletovy extrakce

1. faze — ponoreni vzorku do horkého rozpoustédla (rychla extrakce)
2. faze — proplachnuti vzorku kondenzujicim rozpoustédlem
3. faze — shromazdéni Cistého rozpoustédla pro dalsi analyzy (65%)

* (polo)automatizovana extrakce, 6-12 pozic = extrakce 6-12
vzorkd soucasné

* max. objem vzorku cca 25 ml

* rychlost extrakce 30-60 min (Soxhlet 3-20 hod)
* rychlost zahrevu z 20 °C na 220 °C za 20 min

* pouziti béznych organickych rozpoustédel

Vyhody: + opakovatelnost (+ 1 %) + recyklace rozpoustéedel
+ zkrdceni doby extrakce (vs Soxhlet)  + soucasna extrakce vice vzorku
+ bezpecnost pfi zahrevu + snadna obsluha
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I Extrakce rozpoustédlem — pevné vzorky
Jxteakee kapalina - pevna latka (LSE) - REALIZACE

Extrakce podporovana mikrovinnym ohrevem (microwave-Assisted Solvent
Extraction, MASE)

RGzné typy extrakce, usporadani ...

Cooler

Solvent and volatile

compounds
Aqueous phase \

Plant material
Teflon support

Mikroviny — elektromagnetické vinéni, frekvence 300 MHz — 300 GHz, pouzivana
frekvence 2450 MHz.
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I Extrakce rozpoustédlem — pevné vzorky
Jxteakee kapalina - pevna latka (LSE) - REALIZACE

Extrakce podporovana mikrovinnym ohrevem (microwave-Assisted Solvent
Extraction, MASE)

Pouzivana frekvence 2450 MHz:

Zahrev — dipdl rotace — molekuly s vysokou dielektrickou konstantou se snazi
orientovat v elektrickém poli, to se ale méni tak rychle, ze zaCnou vibrovata v
dlsledku tfeni (srazky sousednich molekul) se zahftivat.

nepolarizované dipoly

Jina frekvence nezpusobi zahrev

nizka frekvence = molekuly se zorientuji

vysoka frekvence = molekuly se ani
nezacnou orientovat
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I Extrakce rozpoustédlem — pevné vzorky
Jxteakee kapalina - pevna latka (LSE) - REALIZACE

Extrakce podporovana mikrovinnym ohrevem (microwave-Assisted Solvent
Extraction, MASE)

Rozpoustédlo absorbujici mikrovinnou energii

Rozpoustédlo se v uzaviené nadobé zahtiva nad bod varu, urychleni extrakce analytu
— vysoka teplota a tlak (do 200 °C a 175 psi)

Rozpoustédlo neabsorbujici mikrovinnou energii

Rozpoustédlo se nezahriva, selektivni zahrev urcitych latek ve vzorku — uvolnéni
zahratych analytu do chladné kapaliny, uzaviena nebo oteviend nadoba. Mirnéjsi pro
termolabilni latky. Moznost pouziti kapalného oxidu uhlicitého, ktery neabsorbuje
mikrovinnou energii — ndhrada superkritické fluidni extrakce (SFE). Nizsi tlak i

teplota.
VYSOKA SKOLA
CHEMICKO-TECHNOLOGICKA V PRAZE
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I Extrakce rozpoustédlem — pevné vzorky
Jxteakee kapalina - pevna latka (LSE) - REALIZACE

Extrakce podporovana mikrovinnym ohrevem (microwave-Assisted Solvent
Extraction, MASE)

Body varu a teploty rozpoustédel v nadobce

Rozpoustédlo Bod varu (°C) Teplota v nddobce (°C)
dichlormethan 39,8 140

aceton 56,2 164
methanol 64,7 151

hexan 68,7 *
cyklohexan 80,7 *
aceton:hexan (1:1) 52 156

* ... rozpoustédlo se mikrovinnou energii nezahriva
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I Extrakce rozpoustédlem — pevné vzorky
Jxteakee kapalina - pevna latka (LSE) - REALIZACE

Extrakce podporovana mikrovinnym ohrevem (microwave-Assisted Solvent
Extraction, MASE)

Body varu a teploty rozpoustédel v nadobce

180 -

160 aceton
— 140 -
o hexan
S 100 -
o
o 80 -
& 60
40 - aceton : hexan (1:1)
20 -
0 IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
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I Extrakce rozpoustédlem — pevné vzorky
Jxteakee kapalina - pevna latka (LSE) - REALIZACE

Extrakce podporovana mikrovinnym ohrevem (microwave-Assisted Solvent
Extraction, MASE)

MASE s fokusovanym polem

* mikroviny zacileny na dno
= nadobky se vzorkem, hrdlo
chladné

 Uc&inny reflux (mozny pfidavek

- ——— Water reagencii), magnetické michadlo
Wld Z[ —ion * mikrovinna frekvence: 2450 MHz,
e : promeénny vykon 30 - 300 W
% Focused — Solvent * 0,1-15gvzorku, cca 30 - 50 ml
B L sample rozpoustédla, do 30 min
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I Extrakce rozpoustédlem — pevné vzorky
Jxteakee kapalina - pevna latka (LSE) - REALIZACE

Extrakce podporovana mikrovinnym ohrevem (microwave-Assisted Solvent
Extraction, MASE)

VYHODY:

* Mala mnoizstvi rozpoustédel (30 -50 ml)
e Rychlost (minuty x hodiny Soxhlet) — pfimy zahrev vzorku, ne

nadobky
 Ucinnost, reprodukovatelnost
* Selektivita

- |ze ovlivnit vybérem rozpoustédla, dobou zahrevu
- lokalni zahrev a selektivni extrakce a migrace urcitych latek z matrice do

rozpoustedla
X
Soxhletova extrakce — zahrev celé matrice a difuze rozpoustédla do matrice

Simultanni extrakce vice vzorku
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I Extrakce tekutinou v nadkritickém stavu
ofxt’cakce kapalin.a — pevnd latka
co,

Supercritical Fluid Extraction (SFE)

* Alternativni metoda pripravy vzorku
* Umoznuje nastaveni selektivity extrakce (t, p)

* Pro urcité kombinace analyt/matrice lze realizovat CiSténi
pridavkem sorbentu

* Umoznuje zakoncentrovani analytll do malého objemu
rozpoustédl|a

* Vyzaduje pomérné zdlouhavou optimalizaci pro dané kombinace
analyt/matrice

* Rychla a snadno automatizovatelna realizace extrakce

 Uspora rozpoustédel, laboratorniho nadobi, laboratorni prace a
mala zatéz pro zivotni prostredi

* Vysoké porizovaci naklady, nutna specializovana obsluha
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I Extrakce tekutinou v nadkritickém stavu

A
co,

Solid :
| Supercritical
1,000 = :
= I' fluid
= : SCF extraction
E 100 o I.mun_:i RS
i Critical point
a
[
el
Gas
Triple point
1= 1 T T -
200 250 300 350 400

Temperature (K)

Stav Hustota (kg/m?3) Viskozita (cP) Difuzivita (mm?/s)
Plyn 1 0,01 1-10
SCF 100 - 800 0,05-0,1 0,01-0,1
Kapalina 1000 05-1,0 0,001
SFC ... superkritické fluidum e
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I Kritické parametry ruznych tekutin

Tekutina  Molarni hmotnost Kriticka Kriticky tlak Hustota

(g/mol) teplota (K) (MPa(atm)) (kg/m3)
oxid uhlicity 44,01 304,1 7,38 (72,8) 0,469
oxid dusny 44,01 309,1 7,29 (71,9) 0,453

freon 22 (CHCIF,) 86,47 369,1 4,96 (49,0) -

voda 18,02 647,3 22,12 (218,3) 0,348
methan 16,04 190,4 4,60 (45,4) 0,162
ethan 30,07 305,3 4,87 (48,1) 0,203
propan 44,09 369,8 4,25 (41,9) 0,217
ethylen 28,05 282,4 5,04 (49,7) 0,215
propylen 42,08 364,9 4,60 (45,4) 0,232
methanol 32,04 512,6 8,09 (79,8) 0,272
ethanol 46,07 513,9 6,14 (60,6) 0,276
aceton 58,08 508,1 4,70 (46,4) 0,278
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I Technicka realizace — schéma, pristroj

vyhfivany prostor

................................

reguldtor
tlaku

pumpa
kapalného
rozpoustédla

tlakova

lahev s CO, R .

+ Casové ne prilis naro€na (cca 20-40 min)
+ automatizace

+ velmi dobrd ucinnost extrakce

+ moznost ziskani finalniho extraktu v
rizném organickém rozpoustédle (dle
potreby)

—
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extrakéni'®

cela

.
D

Finalni extrakt neni v CO, (ten
se snadno odstrani, odpari se),
ale je v tzv. ko-solventu,
nddobana  kapalné organické rozpoustédl|o
extrakt yplené dle potfeby, misitelné s
CO,, taky aby do néj
extrahované analyty bez
problému prestoupily
(methanol, ethanol, ...).

Extrakce napf. kanabinoid(
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