VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA CHEMICKA
USTAV CHEMIE POTRAVIN A BIOTECHNOLOGIi

FACULTY OF CHEMISTRY
INSTITUTE OF FOOD SCIENCE AND BIOTECHNOLOGY

VYUZITI TECHNIKY PSE (EXTRAKCE ROZPOUSTEDLEM ZA
ZVYSENEHO TLAKU A TEPLOTY)
V ANALYZE POTRAVIN

BAKALARSKA PRACE
BACHELOR'S THESIS

AUTOR PRACE HANA GRULICHOVA
AUTHOR

BRNO 2008



VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

&
%
&

%
7~

FAKULTA CHEMICKA
USTAV CHEMIE POTRAVIN A BIOTECHNOLOGII

@

FACULTY OF CHEMISTRY
INSTITUTE OF FOOD SCIENCE AND BIOTECHNOLOGY

/ﬂ

VYUZITI TECHNIKY PSE (EXTRAKCE
ROZPOUSTEDLEM ZA ZVYSENEHO TLAKU A
TEPLOTY)

V ANALYZE POTRAVIN

UTILIZE OF INSTRUMENTALITY PSE (PRESSURIZED SOLVENT EXTRACTION)
IN FOOD ANALYSIS

BAKALARSKA PRACE
BACHELOR'S THESIS

AUTOR PRACE HANA GRULICHOVA

AUTHOR

VEDOUCI PRACE RNDr. MILENA VESPALCOVA, Ph.D.
SUPERVISOR

BRNO 2008



Vysoké u€eni technické v Brné
Fakulta chemicka

L/ Purkynova 464/118, 61200 Brno 12

-/

7

LA

7z

Zadani bakalarské prace

Cislo bakalarské prace FCH-BAK0058/2006 Akademicky rok: 2007/2008
Ustav Ustav chemie potravin a biotechnologii

Student(ka) Grulichova Hana

Studijni program Chemie a technologie potravin (B2901)

Studijni obor Potravinarska chemie (2901R021)

Vedouci bakalarské prace RNDr. Milena Vespalcova, Ph.D.

Konzultanti bakalarské prace

Nazev bakalarské préace:
Vyuziti techniky PSE (extrakce rozpoustédlem za zvySeného tlaku a teploty)

v analyze potravin

Zadani bakalarske prace:
a) Popis extrakeni techniky (princip, pfistroj, vybaveni)
b) Pfiklady vyuZziti PSE zejména pro potravinafské ucely

Termin odevzdani bakalarskeé prace: 31.7.2007

Bakalafské prace se odevzdava ve tfech exempléfich na sekretariat dstavu a v elektronické
formé vedoucimu bakalarské prace. Toto zadani je pfilohou bakalafské prace.

Hana Grulichova RNDr. Milena Vespalcova, Ph.D.
student(ka) Vedouci prace Reditel Ustavu
V Brné, dne 1.9.2006 doc. Ing. Jaromir Havlica, CSc.

Dékan fakulty



SOUHRN

Tato bakalarska prace se zabyva moderni metodou extrakce PSE (extrakce
rozpoustédlem za zvyseného tlaku a teploty). Existuji dva druhy tohoto pfistroje One PSE a
Fast PSE.

V praci je popsan vlastni pfistroj a jeho fungovani. Dale je zde uvedena extrakce
antrachinonti, strychninu, berberinu, glycyrhizinu, ligustiludi z 1é¢ivych rostlin.  Tyto latky
jsou pouzivané hlavné pro lé¢bu riznych onemocnéni. Prace si v§ima 1 stopovych prvki,
tokoferold, alkylbenzen sulfonati, izoflavoni, dioxini, betakarotenu, vitaminu E, polyfenolt
extrahovanych z biologickych vzorkl. Vyuziti latek ziskanych z biologickych materialu je
velmi rozmanité. Nekteré snizuji rizika naptiklad osteoporézy, kardiovaskularniho
onemocnéni, rakoviny a jiné jsou naopak zdravi skodlivé toxiny. Znatna pozornost je
vénovana predevsim latkam obsazenym v potravinach jako napiiklad polychlorované
bifenoly, rizné pesticidy, lipidy, oxysteroly. Tyto latky jsou v potravinach spise nezadouci a
proto se zjistuje jejich mnozstvi, aby tyto potraviny nebyli zdravi skodlivé.

SUMMARY

This bachelor thesis is engaged in the modern method of extraction PSE (pressurized
solvent extraction). There have been two types of this apparatus, One PSE and Fast PSE.

In this thesis, the apparatus and its behavior is described. Extraction of
anthraquinones, strychnine, berberine, glycyrrhizin, ligustilides from medical plants is
presented below. These substancies are used mainly in treatment for various diseases. In this
work is noticed trace clements, tocopherols, alkylbenzene sulphonate, isoflavone, dionine,
betacarotene, vitamin E, polyphenol extracted from biological samples. Utilization of the
substancies from biological samples is very different. Some one decreased risk of
osteoporosis, cardiovascular disease, cancer and other is by contrast deleterious toxin. High
attention 1s devoted to substancies presented in food such as polychlorinated biphenyls,
various pesticides, lipids, oxysterols. These substancies are in food rather undesirable than 1s
why their amount is determinated to the food isn’t deleterious.
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PSE, extrakce, teplota, tlak, potraviny, 1&é¢ivé rostliny, biologické vzorky, analyza
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1. UvVOD

Prvni zminka o PSE je zroku 1996, kdy se zacala pouzivat vriznych oblastech
vyzkumu. Byla vyvinuta ke sniZeni Casu extrakce a také aby se sniZzila spotreba rozpoustédla.
Pi1 extrakci se pouzivaji se organicka rozpoustédla, ktera maji skodlivé G¢inky na Zivotni
prostiedi, proto je dilezité snizovat jejich pouzivané mnoZzstvi.

Princip fungovani PSE je vysvétlovan na trojfazovém diagramu, kde vidime, ze pfi
riznych kombinacich tlakii a teploty je latka v plynném, kapalném nebo pevném stavu.
Abychom dosahli nejacinngjsi extrakce, potrebujeme udrzet rozpousteédlo v kapalném stavu a
zaroven pii co nejvyssi teploté (s vyjimkou tepelné nestalych sloucenin), proto umeérné teploté
musime zvySovat 1 tlak.

Pii aplikaci PSE na vyluhovani riznych latek se vzdy musi stanovit optimalni
podminky. Zkoumaly se rtzné parametry jako teplota, tlak, mnoZstvi vzorku, druh
rozpoustédla a jeho proudovy objem, pocet extrakénich cvklih a doba trvani cyklu.
U nékterych latek ovlivitoval extrahované mnozstvi pouze jeden parametr. Potom se ostatni
podminky stanovily tak, aby byl proces extrakce co nejefektivngjsi.

Dulezity je 1 druh pouzivané matrice vzorku. Musi byt dostateéné homogenni a
vysusena. Po vlozeni matrice vzorku do extrakéni nadoby nesmi vznikat mrtvé objemy.
V pripadé vétsi vlhkosti matrice se vzorek smicha se susicim Cinidlem. Pokud ma latka
tendenci se shlukovat smicha se napriklad s piskem, aby se dosahlo lepsiho rozptyleni matrice
vzorku.

V 1&civych rostlinach se PSE vyuzivalo k vyluhovani riznych latek napiiklad
antrachinonti, strychninu, berberinu, glycyrhizinu, ligustiludi a dalSich. V biologickych
matricich §lo o extrakci stopovych prvki, tokoferoll, alkylbenzensulfonath, izoflavon,
dioxind, betakarotenu, vitaminu E, polyfenoli a dalsi. V potravinach se urcovaly hodnég
polychlorované bifenoly, rizné pesticidy, lipidy, oxysteroly a dalsi.



2. EXTRAKCE

Extrakce je jednou z moznosti ptipravy vzorku. Z hlediska fyzikalni chemie je proces
extrakce prechod slozky fazovym rozhranim mezi dvéma vzijemné nemisitelnymi
kapalinami. V $ir§im analytickém pohledu jsou extrakci nazyvany 1 mnohé dalsi metody, pfi
nichz je slozka smési prevadéna fazovym rozhranim z jedné faze (plynné, kapalné, pevné)
do druh¢ faze (kapalné, pevné), 1 kdyz principialng jde napf. o absorpci a adsorpcei. Extrakéni
soustavy muzeme rozdélit podle skupenstvi fazi, mezi kterymi slozka prechazi.

Pi1 prechodu pozadované latky z pevné faze do kapaliny se tato slozka rozpousti
ve vhodném rozpoustédle, ostatni slozky jsou zde nerozpustné. Tohoto se vyuziva pii
zpracovani analytickych vzorka. Pfikladem je pouziti Soxhletova extraktoru.

Extrakce z kapaliny do kapaliny je zaloZzena na rozdé&lovaci rovnovaze v soustavé dvou
nemisitelnych kapalin. Slozka z v&t&i Casti prechazi do rozpoustédla, ve kterém je 1épe
rozpustna. Tento typ klasické extrakce mizeme rozdélit bud’ podle druhu extrahované latky
nebo podle zpisobu provedeni (Jednostupiiova, mnohastupnova nebo kontinualni extrakce).

Dalsi moznosti je prechod z kapaliny na pevnou fazi. Pevna faze selektivné zachycuje
pozadované slozky z roztoku.

Pi1 extrakei z kapaliny nebo plynu na pevnou fazi se jednd o mikroextrakci pevnou
fazi. Je modifikaci extrakce pevnou fazi, ve které nastava zkoncentrovani analytu adsorpci
na polymer pokryvajici kifemenné vlakno.

Vseobecnym trendem vyvoje extrakénich metod je nahrada zdlouhavych postupl
s velkou spotiebou rozpoustédel novymi technikami. Mezi nové techniky se fadi zejména
extrakce a mikroextrakce na pevnou fazi a nadkriticka fluidni extrakce.

Mezi nejnovejsi techniky patii i extrakce rozpoustédlem za zvyseného tlaku a teploty
nebo- li PSE (pressurized solvent extraction), které se budeme vénovat dale. Prvni zminka
o PSE jsou zroku 1996. Nahrazuje extrakci pomoci Soxhletova extraktoru, protoze
se pouzivaji stejna rozpoudtédla, je sni Casto srovnavana. V porovnani se Soxhletovym
extraktorem Setfi spotfebu rozpoustédla a samoziejme je 1 Casové mnohem vyvhodngjsi. [1]



3. CO JE TO PSE

Tlakova extrakce rozpoustédlem (PSE), také znama jako zrychlena extrakce
rozpoustédlem (ASE), kapalinova extrakce za zvyseného tlaku (PFE), tlakova kapalinova
extrakce (PLE), tlakova extrakce horkym rozpoustédlem (PHSE), extrakce rozpoustédlem
za vysokého tlaku (HPSE), extrakce rozpoustédlem za zvyseného tlaku a teploty (HPHTSE)
a subkriticka extrakce rozpoustédlem (SSE). [2] Tato technika uziva rozpoustédla pii zvysené
teploté a tlaku na zrychleni extrakéniho procesu. Vyssi teplota zvySuje extrakéni kinetiku,
zatimco zvyseny tlak udrzuje rozpoustédlo v kapalném stavu a ve varu. PSE je nova technika,
ktera Setii spotrebu rozpoustédla a &as preparace vzorku, proto se upirednostiuje pred
tradi¢nimi extrakénimi metodami.

Rozpoustédlo je napumpovano do extrakénich nadob naplnénych vzorkem, je zahiaté
a udrzované pod tlakem a tim urychluje extrakéni proces a zvysuje rozpustnost analytu
v rozpoustédle. Dochazi k lepSimu pronikani rozpoustédla do matrice vzorku a tim se také
zvy$yje kineticka rychlost desorpce analytu z matrice vzorku.

Prakticky separatni PSE proces vyuzivd nejvice rozpoustedla jiz pouzivana
u tradiénich metod.

Existuji dva automatizované systémy One PSE, které nabizi dvé rychlosti
a prizpusobivost za ekonomickou cenu. Druhym systémem je Fast PSE, ktery byl vyvinut
na objednavku, aby se proces zrychlené extrakce posunul o krok dal. [3]

3.1. One PSE

One PSE je extraktor navrzeny pro extrakci v laboratofi s niz§i vykonnosti. Vyhodou
je rychly obrat vzorku a moZnost rozvoje metod. Je vytrvaly a odolny, jedna se o Gsporny
systém.

Rozméry One PSE (viz obr.1) jsou sitka 31,75 om, vyska 48,90 cm a tloustka
45,09 cm. [4]

Obrazek 1. Pristroj One PSE



Extrakéni chovani:
Typicky extrakéni cas: 10 minut
Mnozstvi vzorku: 11, 22, 33 ml
Extrakce: 1 — 99 minut
Proplachovani: 1 — 99 minut
Natlakovany a oCistény plyn: N2
Vysoka G¢innost pumpy:

¢ Kapalinovy vytlak: max. 15 MPa

¢ Proudova rychlost: 10 ml/min
Extraké&ni modul:

e Teplota pece: 50 — 200 °C

e Velikost komurky na vzorek: 11, 22, 33 ml

e Sada lahvicek: 40 — 60 ml
Operatorové propojeni:

¢ LCD graficky displeje

¢ Pamét’ extrakénich metod [4]
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3.2. Fast PSE

Fast PSE vykonava 6 paralelnich extrakci rozpoustédlem, coz je maximalni vykonnost
paralelni extrakce. Do topného bloku se vlozi 6 nerezovych ocelovych nadob naplnénych
vzorkem a zpracuji se vSechny vzorky naraz. Extrakéni nadobky jsou ve &tyrech velikostech
11, 22, 33 a 40 ml. Vlastnosti nadobky je velky vnitini primér pro snadné naplnéni.

Pristroj je automatizovany, proto je velkou vvhodou, ze ¢lovek mize vykonavat jinou
praci, zatimco pfistroj bézi. Vybér metody probiha piimo ze systémové nabidky nebo
piipojeného pocitace. Funguje z pocitace tak snadno jako z hlavniho panelu, je schopny
zaznamenavat data a ukladat metody. Setii &as a zvyfuje produkei. Neplytva &as
pripravovanim vzorku a vytvafenim nebo vyvijenim metod. Okamzité zvysuje vykon 6x.

Fast PSE je prizpsobivy, protoze se mulze pouzit rozpoustédlo, se kterym se
uz pracovalo vtradi¢nich metodiach extrakce a prizpisobi US EPA extrakéni techniku
(EPA Metoda 3545 — vysvétleni dale).

Pristroj je vybaveny i slySitelnym alarmem a automatickym zastavenim, stejné jako
zabudovanym senzorem na zjisténi déravého prislusenstvi, nepfitomnosti extrakéni nadobky
nebo souboru lahvidek.

Rozmeéry fast PSE (viz obr. 2): sitka 63,5 cm, vyska 67,3 cm a tloustka 43,2 cm.

o

Obrdzek 2. Pristrof fast PSE

S
E

Lom 3

- !

Extrakéni rychlost:
Extrakéni Cas: 6 vzorkl za 15 minut 5]
Velikost vzorku: 11, 22, 33 a 40 ml
Extrakci: 6
Extrakce: 1 — 99 minut
Vyplachovani: 1 — 99 minut
Vybér rozpoustédla: 1 — 4
Natlakovany a Cistici plyn: N2
Systémova kontrolni pumpa:

¢ Kapalinovy vytlak: maximalné 15 MPa
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Pratokova rychlost: 50 ml/min

Extrakéni modul:

Teplota pece: 50 — 200 °C

Velikost vzorkovych bunék: 11, 22, 33 a 40 ml
Kolekce ampulek

Operatorové propojeni

LCD graficky displej

Pamét’ extrakénich metod

RS — 232 propojeni

Fast PSE prislugenstvi

3.3.

Nadoby — nejméné 18 nadob je potieba k zajisténi v&tsi efektivity pribéhu
prace. Kapacita extrakénich nadob je 11, 22, 33 nebo 40 ml.

Police — police na nadoby je konstruovana k drzeni preparovanych nadob a na
preneseni nadob do laboratore.

Ampulky (vialky) — velikost vzorkovych ampulek je 60 ml.

Automaticky davkovac rozpoustédla — diky davkovaéi mizeme naprogramovat
az 4 rozpoustédla, aby se automaticky rozdelovaly do extrakénich nadob.
Poradi a mnozstvi rozpoustédla se stane soucasti aplikace, ktera se ulozi
do mikroprocesoru nebo do pocitace.

Software (programové vybaveni) — mezi pocitaem a fast PSE mohou byt
spolu s prenosem metod a pristrojovymi stavovymi programy pieneseny 1 data
dvéma zpisoby. Stavovy display s diagramem dovoli sledovat v redlném Case
operace pumpy, stav kazdé pozice ventilu, teplotu zahritych nadob a
individualni tlak v kazdé ze 6 nadob. [5]

Princip PSE

Ohraté rozpoustédlo zvySuje solubilizaci (rozpustnost), to znamena, ze extrakéni

vykonnost stoupa. Kdyz rozpoustédlo dosahne bodu varu a méni se v plyn, ktery neni dlouho
schopny rozpoustét slouceninu, tak se vykonnost snizuje na nulu. Proto je potfeba udrzet
rozpoustédlo v kapalném stavu pomoci zvySeného tlaku. Na obrazku 3 je zobrazena kiivka
extrakéni uéinnosti bez pouziti PSE.

12
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EXTRAKCNI VWYKONNOST

@m
=

TEPLOTA top1

Obrazek 3. Zavislost extrakcni vypkonnosti na teploté, kiivka extrakéni vykonnosti
bez pouliti PSE

Rozpoustédlo je kapalina o teploté T1 a tlaku pl, coz je zakresleno vtrojfazovém
diagramu (viz obr. 4). [6]
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kapzlina

P1 —— - -4'

trojny
pevna faze bod g

plyn

TEPLOTA t1
Obrazek 4. Trojfazovy diagram

Pokud se teplota zvvsi z hodnoty T1 na hodnotu T2 zacne se rozpoustédlo menit
z kapalné faze na fazi plynnou (viz obr. 5). Coz ma za nasledek sniZeni extrakéni Gcinnosti
na nulu, protoze plyn neni schopny G¢inng rozpoustét pozadovanou latku. [6]

kapalina

trajny

pevna faze bod

H
— [EPLOTA t1 At t2

Obrdzek 5. trojfdazovy diagram, kapalina se méni na plyn

Proto je poticba, aby rozpoustédlo bylo vkapalném stavu. Toho se¢ dosahne tim,
ze zvy§ime tlak z hodnoty pl na hodnotu p2, aby se rozpoustédlo vratilo zpét do kapalného
stavu (viz obr. 6). Pii vys§im tlaku ma rozpoustédlo vyssi teplotu T2, proto se znacné zlepsi
solvatacni u¢innost (rozpoustéci ucinnost).
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Obrazek 6. Trojfazovy diagram, plyn se méni na kapalinu

PSE technologie zvysuje teplotu rozpoustédla, ale zachovava ji vkapalném stavu
zvySyjicim se tlakem, proto velmi zlepfuje solvatacni vykon a extrakéni efektivnost. Coz
muzeme pozorovat pii porovnani kiivky extrakéni Géinnosti bez pouziti PSE (viz obr. 3) a
potom kiivku, kde PSE technologie pouzita byla (viz obr. 7). [6]
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Obrazek 7. Zavislost extrakcéni vykonnosti na teploté, extrakcni vykonnost s pouZitim
PSE [6]
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4. EPA METODA 3545

»1€to metode se vénuji tak rozsdhle, protoze EPA metody jsou mezindrodné uzndavané.
Jsou stanovované spolecnosti EPA, coZz pochdzi z anglického vyrazu FEnvironmental
Protection Agency nebo-li ageniura pro ochranu Zivotného prosifedi.

EPA pracuje na vyvinuti a prosazeni predpisi, které realizuji ekologické zdkony
narizené Kongresem. Je zodpovédna za zkoumani a nastavovani mezindrodnich standardit
pro riizné environmentalni programy.

EPA metoda 3545 je pouzivana na extrakeci latek nerozpustnych nebo Castecné
rozpustnych ve vode jako jsou nékteré tekavé organické slouceniny soli, jild, sedimentl, blata
a pevnych necistot. Pro dosazeni stejné analytické hodnoty jako s metodou Soxhlet pouziva
zvysenou teplotu a tlak. Tato procedura byla vyvinuta a potvrzena jako vyuzitelny,
automaticky extrakéni systém. Je pouzitelna na extrakci Castetné tékavych organickych
slouc¢enin, organofosforovych pesticidli, organochloridovych pesticidi, chlorovanych
herbicidi a polychlorované bifenyly (PCB), které mohou byt potom analyzovany riznymi
chromatografickymi procedurami.

Tato metoda byla potvrzena na ziskavani vzorkll z pevnych matric. Mez detekce
analytu v matrici vzorku byla specifikovana pro &astetné tékavé organické slouceniny
na 250-12500 pglkg, 250 — 2500 pg/kg pro organofosforové pesticidy, 5 — 250 pg’kg pro
organochloridové pesticidy, 50 — 5000 pg/kg u chlorovanych herbicidi a 1 — 1400 pg/kg pro
PCBs. Mutze byt aplikovana na vzorky obsahujici analyty ve vysoké koncentraci a miize byt
pouzita k adekvatni vykonnosti.

Je aplikovana pouze na pevny vzorek. Nejvice efektivni je na suchych materidlech
s malou velikosti ¢astic. U vzorkl se proto provadi fazové rozdéleni, protoze pouze material
vpevné fazi se da pouzit pro extrakci touto procedurou. Podle moZznosti by mély byt
pudni/sedlinové vzorky pred extrakei piirozené vysufené a rozemleté na prasek. Pripadné
pokud béhem sufeni vzorku dochazi ke ztratam, mize byt smichany s bezvodym siranem
sodnym nebo rozsivkovou zeminou vytvarovanou do tvaru kuli¢ek. Celkové mnoZstvi
materialu pro pouziti zavisi na specifikaci vvmezenou metodou a potrebnou citlivosti analyzy,
ale 10-30 g materialu je obvykle nezbytné a mize byt umisténo do této extrakéni procedury.

Metoda musi byt pouzivana pouze pod dozorem vyskoleného analytika. Kazdy
analytik musi prezentovat piijatelné vysledky ziskané pomoci této metody. [7]

4.1. Princip metody

Po vysuseni vzorki nebo po smichani vzorku s bezvodym sulfidem sodnym nebo
rozsivkovou zeminou lisovanou do tvaru kulicek se rozemelou na velikost 150um az 75um a
vlozi se do extrakeéni nadoby.

Nadoba obsahujici vzorek je zahfata na extrakéni teplotu, natlakovana pomoci
systému s vhodnym rozpoustédlem a extrahovana po dobu 5 minut (nebo jak je doporuceno
vyrobcem). Systémy rozpoustédel pouzivanych pro tuto proceduru se rizné méni.

Rozpoustédlo je vypusténé z horké extrakéni nadoby a necha se vychladnout.
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Miize dojit k ovlivnéni procesu, proto je potieba upozornit na metodu 3500,

Extrakt mize byt koncentrovany, bude-li to nezbytné, byva vyména rozpoustédla
slucitelna s Cisticim nebo determinujicim(uréujicim) krokem. Mohou byt pouzité Cistici
procedury vyuzivajici florisil nebo siru. V takovych piipadech pokratujeme metodou 3620°
nebo metodou 3660° [7]

4.2. Aparatury a materialy

PSE zafizeni Dionex zrychleny rozpoustédlovy extraktor nebo Supelco s vhodnou
velikosti extrakenich nadob. B&Zné jsou nadoby vhodné pro vzorky hmotnosti 10 g, 20 g a 30
g. Nadoby by meély byt vyrobené z nerezové oceli nebo jinych materialti schopnych odolavat
tlakovym podminkam (13800 kPa) nutnych pro tuto metodu.

Muze byt pouzivané jiné systémové provedeni, za predpokladu, ze dosahne postacujici
vykonnosti pro analyty a matrice.

Pro uréeni procenta hmotnosti susiny se pouziva sufici trouba, exsikator a porcelanovy
nebo pouzitelny hlinikovy kelimek. Pro mleti se pouzivaji aparaty schopné redukovat
casteCky hmotnosti na ¢asti mensi nez lmm. Na vazeni vzorku je potieba pouzit analytické
vahy, schopné vazeni do 0,01 g Na shirani extraktu se pouzivaji tzv. vialky (nebo-li
ampulky) o velikosti 40 ml nebo 60 ml. Extrakty jsou piefiltrované a jsou uzaviené volnym
Sroubovacim uzavérem s lemovany silikonovou prepazkou. Pro filtraci je pouzita filtracni
desticka — 1,91 cm. Jako membrana uzavirajici nadobu se pouziva také typ Dionex. [7]

4.3. Reagenty

Neni-li uvedeno jinak, tak vSechny reagenty musi vvhovovat specifikacim Komise
Analytickych Reagenti z Americké Chemické Spole¢nosti. Dalsi funkce mohou byt pouzité a
provadené az po zjisténi, ze je reagent dostatené vysoce vyci§tény pro povoleni jeho pouziti
bez zmensovani preciznosti stanoveni.

Vsechny zminky o vodé v téchto metodach se odvolavaji na volny organicky vodni
reagent.

Jako susici ¢imidlo se pouzivaji bezvody granulovany siran sodny (Na:SO4) nebo
rozsivkova zemina lisovana do kulicek. Susici ¢inidlo by mély byt ¢isténé pomoci zahiivani
na 400°C po dobu 4 hodin v povrchnich ryhach, nebo pomoci extrakce s methylchloridem.
Kdyz je pouzita extrakce s methylchloridem potom by mél byt pripravovany blank
k demonstrovani, ze susici ¢inidlo je schopny volného vméSovani. [7]

! Organicka extrakce a preparace vzorku

vvvvv

* Citéni sirou
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4.4. Extrakéni rozpoustédla

Jsou pouzita rizna extrakéni rozpoustédla coz zavisi na extrahovanych analytech.
Vsechna rozpoustédla by méla byt pesticidni kvality nebo ekvivalentem a méla by byt pred
pouzitim odplynéna.

Organochloridové pesticidy miizou byt extrahovany pomoci smési acetonu s hexanem
v pomeéru 1:1 (CH;COCH;3/CgHy4) nebo smési acetonu s methylen chloridem v poméru 1:1
(CH3;COCHs/CHLCp).

Castedns t8kava organika se mohou extrahovat smési acetonu s methylen chloridem
vpomeéru 1:1  (CH;COCHi/CH,Cj2) nebo acetonu s hexanem  vpoméru 1:1
(CH3COCH3/CsHia4).

PCB (polychlorované bifenoly) mizou byt extrahovany smési acetonu s hexanem
vpomeéru 1:1 (CH3COCH3/CsHis) nebo acetonu s methylen chloridem v poméru 1:1
(CHgCOCH3/CH2€]2). nebo hexan (CsHm).

Organofosforové pesticidy se mohou extrahovat pomoci methylen chloridu (CH2Cr)
nebo smési acetonu s methylen chloridem v poméru 11:1 (CH3COCH;3/CH,Cy).

Chlorované herbicidy miizou byt extrahovany pomoci smési acetonu s methylen
chloridem a roztokem kyseliny fosfore¢na v poméru 250:125:15 (CH3;COCH3/CH»C2/H3POy)
nebo acetonu s methylen chloridem a roztokem kyseliny trifluorooctové v poméru 250:125:1
(CH3COCH3/CH,C2/CF3COOH). Pokud je pouzita druhd wvarianta, roztok kyseliny
trifluorooctové by meél byt pripraveny smichanim 1% kyseliny trifluoroctové s acetonitrilem.
Je potreba pripravit cerstvé rozpoustédlo pred kazdou fadou extrakei.

Dalsi systém rozpousdtédel miize byt pouzity, za predpokladu, ze analytik miize ukazat
adekvatni vykonnost pro vyznamné analyty v matrici vzorku (vidéné u metody 3500").

Varovani: pro nejlepsi vysledky s velmi mokrymi vzorky (napi. >=30% vlhkosti),
se snizi nebo odstrani mnozstvi pouzitého hydrofilniho rozpoustedla.

Vysoce Cistici plyny jako naptiklad dusik, oxid uhli¢ity nebo helium jsou pouzité
k ¢isténi a nebo tlaku v extrakénich nadobach. Je potfeba dodrzovat doporuceni vyrobce
na prostiedky pro volbu plyni. [7]

4.5. Postup

Pii pripravé vzorku se nejdiive odstrani nahromadéna a navrstvena voda nad sedlinou
vzorku. Pak se vzorek dilkladné promicha, obzvlasté smési vzorkil. Vyradi se cizi objekty
jako napriklad klaciky, listy a kaminky. Vzorek se susi na vzduchu pii pokojové teploté
po dobu 48 hodin ve sklenéné misce nebo na hexanem oplachnuté hlinikové folii. Eventualng,
se smés vzorku se smichd se srovnatelnym mnozstvim bezvodého siranu sodného nebo
rozsivkovou zeminou lisovanou do tvaru kuli¢ek, dokud neni ziskany volny tok prachu.

Vzorek se takto upravi, protoze susena, jemné mletd zemina/sedlina dovoli nejlepsi
extrakéni vykonnost pro netékavé, nepolarni organika, napf. 4,4-DDT, PCBs. Suseni
vzduchem nemlze byt vhodné k analyze vice tekavych organochlorovanych pesticidi (napf.

* Organicka extrakce a preparace vzorku
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BHCs) nebo vice tékavych nebo castecné tékavych organik, protoze dochazi ke ztratam
béhem susiciho procesu. Pouziti siranu sodného jako susiciho ¢inidla miize vést k zaneseni
frity v nadobce s piekrystalizovanym siranem sodnym.

Odpad vzorku — vicetazovy odpad vzorkli musi byt pristupny mieti nebo-li snizeni
velikosti ¢asteCek odpadu tak, aby kazdy profel 1mm sitem nebo milize byt protladeny pies
Imm diry. Rozlozeny drti¢ se vlozi mezi vzorky podle pokyni vyrobce a dekontaminace
se provadi mydlem a vodou, nasledné je omyty acetonem a hexanem.

Gumoveé, vlaknité nebo olejnaté materialy nejsou poddajné mleti, mély by byt
nafezané, roztrhané nebo jinak by méla byt snizena velikost pred smichanim, aby byl povrch
vzorku optimalné vystaven extrakeci. Analytik mize pfidat bezvody sulfid sodny, rozsivkovou
zeminu lisovanou do kulicek, pisek nebo dalsi Cistici a sudici ¢inidla na vzorek pro vyrobeni
vice poddajného materialu po mleti. [7]

Procenta hmotnosti susiny se urcuji, kdyz vzorkové vysledky jsou spocitany na zaklad
hmotnosti susiny a druhy podil vzorku by meél byt vazen vtom stejném Case jako podil
pouzity pro analytické stanoveni.

Varovani: suSarna by mgéla obsahovat odsavani nebo ventilovani. Podstatné
laboratorni znecisténi miize vyplyvat ze suseni silné kontaminovanych vzorki.

Do vaziciho kelimku se navazi 5 — 10 g vzorku pro extrakci. Tento pomér se susi pies
noc pii 105 °C. Je dovoleno zchlazeni v exikatoru pred vazenim. Pocitani % hmotnosti sudiny
je pomoci vzorku:

g suchého vzorku

YosuSing=—""—"—""-100
& vaorias

Mleti a dostatetna hmotnost suchého vzorku piinasi potrebnou hmotnost vzorku pro
vymezujici metodu (obvykle 10-30 g). Vzorek se mele dokud neprojde skrz 100oky sita.

Mlety vzorek se premistil do extrakénich nadob pfimeérené velikosti. Obecné 11 ml
nadoby obsahuji asi 10 g materialu, 22 ml nadoby asi 20 g materialu, 33 ml asi 30 g
materialu. Hmotnost zvlastniho vzorku, ktery nadoba bude obsahovat zavisi na objemové
hmotnosti vzorku a mnozstvi susiciho ¢inidla, které musi byt pfidané do vzorku. Pii postupu
je potieba vytvofit vzorek vyhovujici pro extrakci. Analytici by méli zajistit, aby pomérny
extrahovany vzorek byl dost velky k poskytnuti nezbytné citlivosti a podle toho i velikosti
extrakénich nadob. Pouziti jednotcelové celuldzy nebo filtru ze sklenéného vlakna v odbytisti
nadob. Cisty pisek mze byt pouzity k vyplnéni volnych objemi v extrakénich nadobach.

Je poticba doplnit nahrazky uvedené ve vymezujici metodé ke kazdému vzorku. Prida
se obohacena matrice/dvakrat obohacena matrice slouceniny uvedené ve vymezujici metodé
ke dvéma dopliikovym alikvotnim &astem vzorku vybranych pro obohaceny.

Extrakéni nadoba se umistila do méficiho pfistroje nebo automatického vzorkovace,
jako je popsano vyrobcem pro méfici pristroj.

Precisténa kolekce nadob se umistila do méficiho pristroje pro kazdy vzorek, jako je
popsano u mericiho pristroje vyrobcem. Celkovy objem sebraného extraktu bude zaviset
na specifickém vybaveni a doporucené extrak¢ni procedury vyrobce. Mlze byt v rozsahu
od 0,5 do 1,4 nasobku velikosti extrakéni nadoby. Je nutné zajistit, aby kolekce nadob byla
dostatecn¢ velka pro obsah extraktu.

Doporucené extrakéni podminky:

s Teplota trouby: 100 °C
e Tlak: 10350-13800 kPa [7]
¢ Klidovy ¢as: 5 min (po 5 minutach vyrovnani prehiati)
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¢ Vyrovnany objem: 60 % z objemu nadoby

e Ocistény dusik: 60 spii 1035 kPa (Cistici ¢as muaze byt prodlouzeny podle
velikosti nadoby)

¢ Staly cyklus: 1

Je potiecba optimalizace podminek podle instrukci vyrobce. Vseobecné tlak neni
kritickym parametrem. Ugelem tlakovani extrak&nich nadob je udrZeni rozpoustédla ve varu
pii extrakéni teploté a zajisténi aby rozpoustédlo zistalo v blizkém kontaktu se vzorkem. Tlak
vrozpéti od 10350 — 13800 kPa by mél postacit.

Jednou ustanoveny, stejny tlak by mél byt pouzity pro viechny extrahované vzorky
pro stejny typ analyzy.

Zagit extrakci podle pokyni vyrobce. Sesbirat kazdy extrakt do Cistych vialek.
Zchlazené extrakty po extrakei jsou zkompletované.

Extrakt je pfipraveny pro koncentraci, vycisténi nebo analyzu, v zavislosti na roz§ireni
a vyuZiti rozhodujici metody. Odkaz na metodu 3600° pro podstatu vedeni na zvoleni vhodné
¢istici metody. Nadméma voda zastoupena v extraktu mize byt odstranéna pomoci filtrace
extraktu skrz fedistd z bezvodého siranu sodného. Cisténi a/nebo urdujici metody mizou
pozadovat zménu piedchoziho rozpoustédla k Cisténi a/nebo vzorkové analyze.

Jestlize roztok kyseliny fosforeéné je pouzity pro extrakci chlorovanych herbicidd,
potom by mél byt extraktor vyplachnuty pomoci pumpovani acetonu skrz vsechny trubky
systému. Pouziti jinvch rozpoustédel pro tuto analyzu nemusi pozadovat tento vyplachovaci
krok. [7]

4.6. Kontrola kvality

Odkaz na metodu 8000° pro podstatu procedury kontroly kvality. Odkaz na metodu
35007 pro specifickou podstatu extrakce a procedura preparace vzorki.

Pred zpracovanim nékterych vzorkli by meél analytik zkontrolovat vSechny casti
zatizeni, které jsou v kontaktu se vzorkem a reaktanty. Toto je ustilené pres analyzu pevné
matrice metodou blank (Cistény pisek). Pokazdé, kdvz jsou vzorky extrahované, a kdyz
dochazi ke zméné v reagentu, metody blank potiebuji byt extrahované a analyzované pro
zajimavé slouceniny. Metoda blank by méla byt dana skrz viechny stadia separace vzorku
a meteni. [7]

4.7. Provedeni metody

4.7.1. Chlorované pesticidy a ¢astené tékava organika

Jednoduché laboratorni pfesnosti dat bylo ziskano pro chlorované pesticidy a Casteéné
teékavé organika vtfech obohacenvch koncentracich ve tfech rlznych puadnich typech.
Obohacena koncentrace byla fazena od 5 do 250 pg/kg pro chlorované pesticidy a od 250

* Metoda poskytujici hlavni smérnice pfi vvbéru metod Cisténi
f Uréuyjici chromatografickou separaci — uZiti je ve spojeni viech SW-846 uréyjicich chromatografickou metodu

7 Organicka extrakce a preparace vzorku
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do 12 500 ng/kg pro castecné tekavé. obohacené vzorky byly extrahovany oba pomoci Dinex
systémem zrychlené extrakce rozpoustédlem a pomoci Perstorp zivotni prostiedi Soxtec
(automatizovany Soxhlet). Extrakty budou analyzovany bud’ pomoci metody 8270° nebo
metody 8081°. Metoda blank, obohaceny a duplikit obohaceny byly zahruty pro nizkou
koncentraci obohaceny. obohacené matrice byly zahrnuty pro viechny dalsi koncentrace. Data
jsou predstavovana sedmi opakovanymi extrakcemi a analyzami pro kazdy vzorek. Tabulky
se souhrnem dat jsou zahrnuty v metodé 8270 a metode 8081. [7]

4.7.2. Organofosforové pesticidy a chlorované herbicidy

Jednoduché laboratorni presnosti dat bylo ziskano pro organofosforové pesticidy
(OPPs) a chlorované herbicidy ve dvou riznych obohacenych koncentracich ve trech rliznych
pudnich typech. obohacena koncentrace byla v rozsahu od 250 do 2500 pg/kg pro OPPs a od
50 do 5000 pg/kg pro chlorované herbicidy. Chlorované herbicidy byly zahrnuté ve smési
z volné kyseliny a esteru (1:1). obohacené vzorky byly extrahované oba pomoci Dionex
zrychleného extraktoru rozpoustédlem a pomoci Soxhletu pro OPPs. Extrakty byly
analyzované pomoci metody 8141'°. Obohacené chlorované herbicidy byly extrahovany
pomoci Dionex zrychleného extraktoru rozpoustédlem a pomoci metody protiepani popsané
v metods 8151'". Extrakty byly analyzované pomoci metody 8151. Metoda blank, obohaceny
a duplikat obohaceny byly zahrnuté pro nizky koncentra¢ni obohaceny. obohacena matrice
byla zahrmuta pro vSechny dalsi koncentrace. Data jsou predstavovana sedmi opakovanymi

extrakcemi a analyzami pro dalsi vzorek. Tabulky se souhrnem dat jsou zahmuté v metodach
8141' a 8151™. [7]

4.7.3. PCBs

Jednoduché laboratorni piesnosti dat bylo ziskano pro PCBs (polychlorované
bifenoly) z pidnich vzorkli s PCB podilem ovéfeny pomoci NIST (standardni odkazovany
material byl fi¢ni sediment). PCB-kontaminovana piida byla ziskana ze standardniho zdroje.
obohacené a kvalifikované koncentrace jsou v rozsahu od 1 do 1400 ng/kg. Vzorky byly
extrahované pomoci Dionex zrychleného extraktoru rozpoustédla a pomoci Soxhlet metody
(perstorp environmentélni). Extrakty byly analyzovany pouZitim metody 8082', do niZ byla
zahrnuta metoda blank, obohaceny a duplikat obohaceny. Data jsou predstavovana sedmi
opakovanymi extrakcemi a analyzami pro kazdy vzorek. Tabulky s kompletnimi daty jsou
zahrnuty v metod 8082'2. [7]

FUréeni castecné tékavvch sloucenin pomoci GC/MS(plynova chromatografie a hmotnostnim spektormetrem)
* Uréeni organochlorovych pesticidd pomoci GC (plynova chromaografie)

! Urceni organofosforovych sloucenin pomoci GC (plynova chromatografie)

"Kapilami plynova chromatografie

Jr&eni polychlorovanych bifenyld pomoci GC (plynova chromatografie)
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4.7.4. Bezpecnost

Pouziti organickych rozpoustédel, zvySené teploty a vysokych tlaky v metodé 3545
piedstavuje potencialni riziko v laboratofi. Obecny smysl laboratorni praxe mize byt pouzity
k minimalizaci tohoto rizika. Nicméné, v nasledujici ¢asti jsou popsané doplikové kroky,
které by mély byt prijaté

Extrakéni nadoby v peci jsou dostatetné zhavé na popaleni nechranéné kaze. Pred
vyjmutim nadob z pece je nutné je nechat zchladnout nebo pouzit vhodného ochranného
zatizeni (e.g., izolatni rukavice nebo kleste), jak je doporuceno vyrobcem.

Béhem plynem ¢Cisticiho kroku, nékteré rozpoudtédla se vypafuji a miizou prochazet
skrz vétraci otvor vmeéficim pristroji. Je nutné uposlechnout nafizeni vyrobece tvkajici
se spojeni tohoto otvoru s digestofi nebo dal§imi prostiedky k zabranéni propousténi par
rozpoustédla do laboratorni atmosféry.

Metici pristroj mize obsahovat senzory pro identifikaci Uniku hoflavé pary. Kdyz
je takto vybaveny, je dilezité uposlechnuti narizeni vyrobce tykajici se nahrazeni utésnéni
extrakénich nadob, kdyz je zjisténo Casté unikani pary. [7]
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5. PSE PRI EXTRAKCI LATEK Z LECIVYCH ROSTLIN

5.1, Stanoveni anthrachinonu v rebarbore

Chrysophanol, emodin, physcion, aloe-emodin a rhein (viz obr. 8) jsou latky
stanovované v dobie znamé 1&Civé rostling rebarbora. Anthrachinonové derivaty jsou
vyznamné aktivni komponenty. Byly extrahované z rebarbory pomoci PSE a separace byla
provedena kapilarni zéonovou elektroforézou (CZE). Experimentalni proménné u PSE 1 CZE
byly optimalizované. Jedna se o proménné jako extrakéni rozpoustédlo, velikost Castic,
teplota, staly extrakéni Cas a tlak. Extrakéni G¢innost byla urcena opakovanim nékolika PSE
extrakci za sebou na stejném vzorku pii optimalizovanych podminkach a jejich
Zpramerovanim.

Vytézek jednofazové extrakce u viech analyth byl vyssi nez 99,6 %. Optimalni
podminky uzivaly methanol jako extrakéni rozpoustédlo, teplotu 140 °C, velikost Castic
0od 0,13 do 0,2 mm, tlak 10350 kPa a jeden extrakcni cyklus. Dobou trvani cyklu byla
5 minut. 5 hledanych antrachinon z rebarbory bylo kvantifikovano za vyuziti CZE. Ziskané
piky byly identifikované tfemi prostiedky — (1) porovnanim migracnich ¢asti neznamych piki
se standardy vyluhovanymi za stejnych podminek. (2) porovnianim UV spektra se standardy
ziskanymi za stejnych podminek a (3) pomoci vzorku rebarbory obohaceného znamym
mnozstvim standardniho roztoku antrachinonti. [§]

OH O OH

R, OGG R

2

o}
R1 R2
Chrysophanol CH3 H
Emodin CH3 CH
Physcion CH3 ©QCH3
Aloe-emodin H CH20H
Rhein H COOCH

Obrazek 8. Struktura stanovovanych anthrachinoni

5.2. Urcovani ginsenosidu

Stanoveni v 1é¢ivych rostlinach a zdravotnich doplicich se provadélo pomoci PSE a
vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPL.C) s obracenou fazi. Vzorky byly extrahovany
z dilezitych 1éCivych rostlin, které jsou pouzivané v Cinské mediciné (jedna se o Panax
ginseng a americky ginseng) a doplinkll stravy. Jako extrakéni rozpoustédlo byl pouzit
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methanol. Objem pozadovaného rozpoustédla se stanovil porovnavanim mnozstvi
ginsenosidl ve frakcich, které se ziskaly kazdych 10 min po dobu 110 minut.

Vyznamné frakce cilové analyzy byly extrahovany 20 — 25 ml methanolu. Pro zjisténi
nejlepdich optimalizovanych podminek pro PSE extrakci se zkoumal u¢inek pii teplotach od
80 do 140 °C. Nad 120°C se mnoZstvi extrahovanych ginsenosidi vyznamné neménilo. Cas
potfebny pro extrakci byl nastaven na 20 minut. Extrak&ni ucinnost byla zjistovana
porovnanim PSE sklasickou Soxhletovou extrakci. Jednim =z problémii v analyzach
ginsenosidi jsou malonylové formy, protoze jsou mnohem méné stabilni nez neutralni
ginsenosidy a dochazi k jejich degradaci.

Celkova doba extrakce pri vyuziti Soxhletova extraktoru byla minimalné 20 hodin.
Bylo zjisténo, ze pokud se rizné ginsenosidy zahfivaji kratkou dobu, jsou pomérné stabilni .
Technika PSE vykazuje srovnatelnou nebo vysSi extrakéni vyvkonnost nez Soxhlet pro
berberiny, kyselinu aristolochinovou a strychnin v 1é¢ivych rostlinach a dalSich bylinnych
preparatech. Vys$si extrakéni vykonnost souvisi s vyssi teplotou, ktera zvysuje kapacitu
rozpoustédla, aby rozpustilo cilové analyty a narusilo povrch matrice vzorku. Nasledné
pro identifikaci ginsenosidi byla pouzita HPLC, protoze jednoduchy extrakéni krok PSE
s HPL.C poskytuje rychlou metodu k urceni téchto sloudenin. Teplota je zde dilezitym
parametrem, ktery vyznamneé ovliviinje koncentracni vykonnost. [9]

5.3. Urcovani sedmi sloucenin v Cortex Dictammni

PSE nasledovana citlivou a specifickou analyzou HPLC s detektorem diodového pole
(DAD) byla vyvinuta pro stanoveni sedmi sloucenin v Cortex Dictamni, coz je korenova kiira
z Dictamnus dasycarpus (Ttremdava hunatoploda). Mlze byt pouzivana pro 1é¢bu riznych
onemocnéni jako napiiklad kozniho zaniceni, e¢kzémt, zardének, plisn¢, svrabu, akutni
revmatické artritidy a Zloutenky v Cind. Vétsina chemickych studii vtdchto 1&&vych
rostlinich nalezla rozmanité slouCeniny jako naptiklad limonoidy, furanoquinolinové
alkaloidy, sesterpenoidy a flavonoidy. Mezi nimi alkaloidy a limonoidy byly hlavni bioaktivni
slozky.

Optimalizovana procedura pouziva methanol jako extrakéni rozpoustédlo, 150°C
extrakéni teplotu, tlak 10350 kPa, 5 minut extrakéni ¢as, 60% proudovy objem. Extrakéni
vytézky sloucenin byly téméf 100% pouze pro jeden extrakéni cyklus. Nasledovala analyza
kapalinovou chromatografii na obracené fazi se smeési methanolu a vody jako mobilni fazi.
Identifikace zkoumanych sloucenin byla provedena porovnanim retenc¢niho €asu a jejich UV
spektra (pfi 236 nm a 218 nm) se standardy pii stejnych podminkach nebo s obohacenymi
vzorky. Tato technika mlize byt pouzita pro Cortex Dictamni a daldi podobné 1&Civé rostliny.
[10]

5.4. Analyza ligustilida

PSE se pouziva naptiklad pro ziskani ligustilidi, coz jsou zdravi prospésné latky
vyuzivané vitradiéni c¢inské medicine (TCM). Extrakce se provadi horkou vodou
za zvy$eného tlaku. Nasleduje headspace extrakce na mikrovlakné (HS—SPME) a analyza
plynovou chromatografii s hmotnostni detekci (GC-MS).

Stanovené byly dveé bioaktivni slouceniny Z-ligustilid a E-ligustilid (viz obr. 9)
ve dvou 1&ivych rostlinach pouzivanych v TCM. Jde o rostliny Ligusticum chinense a
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Angelica sinensis (Koprnicek Cinsky a Déhel ¢insky). Lécivé rostliny uzivané v TCM jsou
atraktivni v modernich farmaceutickych podnicich. Tam je jim vénovana pozornost jako
dilezitym zdrojim lé¢ivych latek. Farmakologické a klinické studie naznacuji, ze ligustilidy
mohou zabranovat nakupeni krevnich desticek, uvolnéni pridusnice a hladkého svalstva,
prevence gynekologickych onemocnéni, upraveni menstruacnich poruch, zabranuje
predCasnému porodu a upravuje hypertenzi.

Ligustilidy byly extrahované vodou pii teplote 150°C a tlaku 40 barl, naslednée
koncentrované HS—SPME a analyzované pomoci GC-MS. Jako extrakéni rozpoustedlo méla
nejvetdi ucinnost voda. Jeji extrakéni schopnost byla studovana v rozmezi teplot 125 — 175°C
za konstantni pritokové rychlosti 1 ml/min, extrakéniho Casu 10 minut a tlaku 4 MPa.
Maximalni extrakéni vvkonnost byla dosazena pii 150°C a extrakéni ¢as 10 minut byl
dostatecny k extrakci ligustilid. K udrzeni vody v kapalném stavu pfi teplote vys$i nez
100°C bylo pouzito tlaku 4 MPa. Nebyl pozorovan zadny vliv tlaku na mnozstvi
extrahovaného ligustilidu. Pratokova rychlost jako proménna byla také studovana a nejlepsi
extrakéni vykonnost byla zjisténa pii 2 ml/min. Jako optimalni teplota a ¢as pro HS-SPME
bylo 80°C a 10 minut. [11]

‘ \/

Z-ligustilid E-ligustilid
3.5. Extrakce strychninu a berberinu

Pomoci PSE byly dale v léCivych rostlinich a bylinnych preparatech extrahované
slouc¢eniny strychnin a berberin (viz obr. 10). Berberin je bézny alkaloid v medicinskych
rostlinach jako naptiklad Rhizoma coptidis (Koptis &insky)a druhy Mahonia (Mahonii).
Strychnin je nalezeny v 1&€ivych rostlinach jako naptiklad Strychnos nuxvomica (Kuléiba
daviva). Strychnin je stimulator centralni nervové soustavy, zplsobuje v&tdi citlivost
smyslovych organti a dale také stimuluje télesné organy a urogenitalni trakt.

strychnin

berberin
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Identifikace pozadovanych sloucenin byla provedena CZE uzitim UV detekce pii
254nm. Byl zkouman vliv pH a koncentrace pufru a organického modifikatoru
v elektroforetické separaci. Pufr pouzity pro CZE obsahoval 50 mM acetatu amonného,
pH 3,1. Bvlo dosazeno vyssi G¢innosti extrakce strychninu v 1éCivych rostlinach a berberinu
v bylinnych preparatech pomoci PSE v porovnani s klasickou Soxletovou extrakei. Teplota
pro PSE byla nastavena na 120 °C uvZzitim methanolu jako extrakéniho rozpoustédla. Pro
prekonani nizsi rozpustnosti strychninu v methanolu, bylo nastavené takové mnozstvi vzorku,
aby to bylo pod bodem nasyceni. VEtsi rozpustnosti strychninu je také dosazeno pii vyssich
teplotach. Extrakéni ucinnost drasticky roste pfi teploté od 80 do 140 °C. Co se tyka berberinu
a aristolochinové kyseliny analyzovanych vl1é¢ivych rostlinach extrakéni vykonnost
se vyznamné nemeénila od 100 — 120 °C. Teplota PSE byla nakonec nastavena na 130 °C
a cilové analyty byly extrahované v 25 ml rozpoustedla.

V porovnani PSE se Soxhletem mnozstvi strychninu bylo vyznamné vyssi, mnozstvi
berberinu bylo porovnatelné nebo vyssi. Divod zveétSeni vykonu pii pouziti PSE je vétsi
rozpustnost analytll, protoze je pouZita vyssi teplota. Ta zplisobuje rozrudeni silnych vazeb
v matrici rozpusténé latky, jako jsou van der Waalsovi sily, vodikové vazby a dipdlova
pritazlivost mezi molekulami rozpusténych latek a aktivnimi misty na matrici vzorku. Rychlé
analyzy berberinu a strychninu v 1&€ivych rostlinach a bylinnych preparatech bylo dosazeno
uzitim techniky PSE s CZE. [12]

5.6. Glycyrhizin v korenu lékotice pomoci PSE a CZE

Koren lékofice se uziva jako utiSovalo pfi oSetreni bolavého hrdla a jako prostfedek
usnadnujici vykaslavani pfi 1éCeni kasle a pruduskového kataru. Dale je uzivany jako
protizanétlivy faktor pfi osetfeni alergickych reakei, revmatismu a artritidé, zabranuje jatrové
toxicité a k osetfeni tuberkulozy.

Pi1 extrakci byla teplota shledana jako velmi dilezity parametr, bylo pozorovano
snizeni ziskaného mnozstvi u tepelné nestalych vzorki pii zvysovani teploty od 100 — 160 °C.
Z tohoto divodu byla pro dalsi praci vybrana teplota 100 “C. Glycyrhizin byl udavan jako
snadno rozpustny v horké vodé a alkoholu. Bézné se z 1éCivych rostlin extrahoval smési
methanolu a vody (7:3) v ultrazvukové lazni. Smés methanolu a vody byla pozorovana jako
nevyhovujici pro PSE, protoze praskovité 1&¢ivé rostliny mély velkou snahu absorbovat vodu,
co? mélo za nasledek zablokovani systému. Cisty methanol mé&l bezvyznamnou extrakéni
u¢innost glycyrhizinu pfi extrakei ultrazvukem. V PSE pilisobici teplota nad teplotu varu
rozpoustédla zvysuje rozpustnost analyth. Interakce, které pfirozené existuji mezi analyty a
matrici 1éCivych rostlin, se pii této zvysené teploté také prerusuji. Proto mohl byt 100%
methanol vybran jako vhodné extrakéni rozpoustédlo pro techniku PSE.

Déle se jako optimalni jevi podminky pifi pouziti extrakéniho ¢asu 20 minut s 20 az
25 ml rozpoustédla pii pratokové rychlosti 1 ml/min. Kombinace laboratorni vyroby PSE
systému s CZE poskytuje celkovy roztok pro chemickou standardizaci glveyrhizinu v kofenu
glycyrhizea. Ve srovnani s metodami pouzivanymi ve farmakologii a dalfich odvétvich,
navrzena metoda Setfi pocet krokl v preparaci vzorku a mize byt provedena pfima filtrace
v PSE. Dobra presnost metody byla zjisténa pro analyzu glyeyrhizinu a kyseliny
18B-glycyrhetinové v extraktech 1&é¢ivych rostlin. [13]
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6. EXTRAKCE POMOCI PSE Z BIOLOGICKYCH VZORKU

6.1. Ziskavani stopovych prvka v moiskych materialech

Pomoci PSE se vyluhovali stopové prvky z moiskych materiali za ucelem uréeni
hlavnich a stopovych prvki (Al, As, Cd, Cu, Hg, Li, Mn, Pb, Se, Sr, V a Zn). Prvky uvolnéné
kyselinou mravenci byly analyzovany emisni spektrometrii s indukéné vazanym plazmatem
(ICP-OES).

Extrakéni teplota byla statisticky vyznamna (interval spolehlivosti 95 %) pro vétsinu
prvki, to znamena, ze vysokého uvolnéni kovii se dosahlo pii vysokych teplotach. Pro kovy
Cd a Cu byla vyznamnou proménou koncentrace kyseliny mraven¢i. Veét§ina kovh mtze byt
extrahovana pomoci PSE za danych podminek: koncentrace kyseliny mravenci 0,1 M,
extrakéni teplota 125 °C, jeden extrakéni krok trvajici 5 minuttlak 3450 kPa a pomér
hmotnosti susiciho &inidla ku hmotnosti vzorku se rovna dvéma. Cas 6 minut je potiebny
k predehfati extrakeni cely (nadoby). Viceprvkové vyluhovani je kompletni za 12 minut.

Na extrakci stopovych prvkit byla jako extrakéni c¢inidlo pouzita veétSina
karboxylovych kyselin. Napiiklad kyselina octova, mravend¢i, §tavelova, -citronova
a askorbova. Pro dalsi studie byla vybrana kyselina mravenci, protoze nezablokovava ventily
v PSE systému. Tlak je v extrakénim procesu potrebny pouze aby udrzel rozpoustédlo
v kapalném stavu pri vyssi teploté. Pomér hmotnosti susiciho ¢inidla k hmotnosti vzorku je
podstatny parametr pro PSE, protoze vyzaduje, aby byl vzorek pred extrakci rozptyleny
vinertnim disperznim médin. Smés vzorku s inertnim materialem zarucuje jeho jednotny
rozptyl a poskytuje dobry kontakt vzorku a rozpoustédla uvnitit extrakéni nadoby a zabrani
nahromadéni ¢astic vzorku. Aplikace PSE na extrakci stopovvch prvkl miize byt méne
skodliva pro zivotni prostredi, protoze pouziva méné toxické kyseliny a hlavné nizsi
koncentraci téchto kyselin k uvolnéni z matrice vzorku. [14]

6.2. Extrakce latek z Piper gaudichaudianum Kunth

Peptova skupina je originalni forma tropickych oblasti a to ukazuje vice nez 700 druht
na svété. Piper gaudichaudianum Kunth (P.g.K.) je druh vice pocetny v Brazilii. Listy P.g. K.
jsou uzivany v populami medicingé jako protizanétlivé a v ulevé proti bolesti zubt. Byly
vySetfované druhy Piper a ukazuji ohromnou rozmanitost slou¢enin jako terpeny, steroidy,
alkamidy, polyfenoly, ligniny, neolignany, kavapyrony, piperolideony, chalkony
a dihydrochalkony. [15]

Ziskavani terpent (terpenovych alkoholl a fytosteroli), mastnych kyselin a vitaminu
E z listd Piper gaudichaudianum Kunth bylo provedeno pouzitim PSE a naslednou analyzou
téchto sloucenin pomoci GC — MS. Zkoumal se vliv nékterych experimentalnich parametri
PSE na P.g.K. listy, pouzivanim petroleum etheru a ethanolu jako extrakéniho rozpoustédla.
Palmitova a stearova kyselina, stigmasterol, vitamin E, squalen a nerolidol byly lépe
vyluhované petroleum etherem. Avsak kyselina linoleova, 9, 12, 15-oktadekatrienova a
lignocerova se zjistily pouze v etanolovém extraktu. [106]

Petroléter se pouzil jako extrakéni rozpoustédlo pifi ziskavani latek z Piper
gaudichaudianum Kunth. Na vytézek nemélo vyznamny vliv mmnozstvi vzorku ani fada
extrakénich cykl, proto tyto promeénné byly nastavené na 3 gramy vzorku a jeden extrakcni
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cyklus. Extrakéni Cas se stanovil na 10 minut, coz je dostatetné k dosazeni vyssich
vytézkovych hodnot a mnozstvi extrahovanych sloucenin.

Optimalizované podminky byly tedy stanovené na tlak 10, 34 MPa, mnozstvi vzorku
3 gramy, jeden extrakéni cyklus trvajici po dobu 10 minut, velikost &astic neni pfimo
specifikovana. Jedna se o mleté listy a teplota je natavena na 85°C. [15]

Pi1 porovnavani PSE s tradicnimi metodami se pro extrakci pouzil ethanol jako
rozpoustédlo, protoze jako jediny extrahoval vsechny stanovované slouceniny.
Optimalizované podminky se pouzily stejné jako pfi extrakci pomoci petroleum etheru. PSE
byla prokazana mnohem jednodusii a vice u¢inna pro ziskani aktivnich slouéenin z rostlin
ve srovnani s tradiénimi extrakénimi metodami jako extrakce v ultrazvukové lazni (USE)
a Soxhletova extrakce (SE). Pro identifikaci a kvantifikaci sloucenin obsazenych v extraktech
Piper guadichaudianum Kunth byla vybrana GC — MS. [16]

6.3. Analyza tokoferoli ze semen a of'echii

Pii izolovani tokoferoli ze semen a ofechti se ziskaly Cisté extrakty a proto je byla
mozno pfimo davkovat do chromatografického systému. Podminky byly nastaveny na 50°C,
dva extrakéni cvkly, kazdy po dobu 5 minut a jako rozpoustédlo se pouzil acetonitril, protoze
jeho uzitim byl ziskan vyssi analyticky signal nez pii uziti methanolu. Pii LC separaci byla
pouzita jako eluent smés methanolu a vody v poméru 99,9:0,1 obsahacena o 2,5 mM kyseliny
octové/acetatu sodného jako pufru. Byla pouzita coulometricka detekce s poérovitou
grafitovou elektrodou pii +700 mV.

Tato metoda byla Uspésné aplikovana na urCovani a-, (B+y)- a JS-tokoferolh
v mandlich, slune¢nicovych semenech, liskovych a vlasskych ofechach. Isomery vitaminu E
byly kvantifikované uzitim externich standardnich metod. Limity detekce byly 10, 9.5 a
12 pg/l pro o-, v- a a-tokoferoly. Extrakéni nadoby se naplnily mnozstvim vzorku smichanym
se susicim agentem, aby se zabranilo vzniknuti mrtvého objemu uvniti nadoby a to dovoluje
lepsi kontakt vzorku s extrak¢nim rozpoustédlem. Byl pouzit pouze 1 gram vzorku.
Aplikovala se teplota v rozmezi 40 — 70 °C, protoze vitamin E je termicky nestabilni. Teplota
50 °C se vybrala pro daldi praci. Celkové bylo analyzovano 7 vzorkli z riznych semen a
ofechii [17]

6.4. Ziskavani izoflavonu ze sojovych bobi

[zoflavonové derivaty ze zmrzlych vysuSenych sojovych bobl byly extrahované
pomoci PSE a uréovaly se prevracenou fazi HPLC se dvéma detekcemi fotodiodovym polem
a hmotnostni spektrometrii. V rozvoji metod byly pouzité realné i obohacené vzorky sojovych
bobii obsahujici velké mnozstvi proteinti a oleje, ale také nekolik fytochemikalii. Spotieba
sojovych bobli souvisi se snizovanim rizika osteopordzy, kardiovaskularniho onemocnéni
arakoviny prsu, prostaty a rakoviny tlustého stfeva. Obsahuji 12 hlavnich isoflavonti jako
daidzein (De¢), glycitein (Gle) a genistein (Ge) a jejich pfisludné malonylové, acetylové
a glukosylové formy (viz obrazek 13). Tyto tfi rodiny jsou piiblizné v poméru 6:3:1
(Ge:De:Gle).
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AGLYKONY

Slouceniny Symbol R, R,
Daidzein De H
Glycitein Gle H OCH,
Genistein Ge OH H
GLUKOSIDY
Slouceniny 1 R, R,
Daidzin Di H H H
Glycitin Gly H OCH, H CH20R3
Genistin Gi OH H H O
OH
Acetyldaidzin AcDi H H COCH,
Acetylglycitin AcGly H OCH, COCH, OH OH
Acetylgenistin AcGi OH H COCH;,
Malonyldaidzin MDi H H COCH,COOH
Malonylglycitin MGly H OCH, COCH,COOH
Malonylgenistin MGi OH H COCH,COOH

Obrazek 9. Chemicka struktura isoflavonit

Pocateéni experimenty uzivaji 0,5 g zmrzlych suSenych sojovych bobt extrahovanych
vodou, methanolem nebo ethanolem (30-80 % ve vodg&) pii 60°C a tlaku 10 MPa, uzitim 3
extrakénich cykll v ¢ase 5 minut kazdy, aby se stanovily optimalni podminky pro dalsi praci.
Jako extrakéni rozpoustédlo byl vybrany 70% ethanol, nejen kvili vysoké ucinnosti, ale také
kviili jeho nizsi cené, toxicité a vyss§i snasenlivosti s zivotnim prostiedim nez methanol.

Teplota byla zkoumana mezi 60-200°C. Extrakéni Ucinnost MGi (viz obr. 13)
se zvySuje do 100°C a nad tuto teplotu zacina klesat. Pfi 150°C byla pozorovana zvysena
extrakéni acinnost Di, Gly a Gi (viz obr. 13). Zvysena extrakéni ucinnost byla kvili degradaci
malonvlovych forem isoflavonti vedouci k vzniku jejich glukosidovych forem, coz zvysuje
jejich koncentraci ve vzorku a tak i extrahované mnozstvi. Mnozstvi Ge a De (viz obr. 13)
se zvysuje vyznamng, hlavné pii teploté nad 100°C, kde Di, Gly a Gi koncentrace zacinaji
klesat. Proto jako nejlepsi extrakéni teplota byla vybrana teplota 100°C, aby nedochazelo
k degradaci nekterych isoflavont a dosahlo se tak vysoké extrakéni G¢innosti.

ZvySovani tlaku od 10-20 MPa nemélo vliv na extrakei testovanych isoflavoni, tak
byl pouzity tlak 10 MPa. Zkoumaly se 2 extrak¢ni cykly po 10 minutich a tfi cykly
po 7 minutach. Vybrané byly 3 cykly po 7 minutach, protoze bylo extrahované vét§i mnozstvi
isoflavond. Pro experimenty bylo pouzito 0,1 gram vzorku. [19]

6.5. Stanoveni proanthokyanidu extrahované ze sladu

Aplikace PSE nasledné s SPE a HPLC k ur¢eni proanthokyanidd ve sladu redukuje cas
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se muze zpracovavat béhem 24 hodin a naopak v manualnich metodach se jedna pouze
o 8 vzorki.

Vytézky péti hlavnich sladovych proanthokyanidii byly 97 %. Proanthokyanidy jsou
skupina fenolickych rostlinnych metabolitt zahrnujicich Sirokou fadu jednoduchych
sloucenin. Vykazuji pfiznivy fyziologicky ucinek a jsou technologicky dilezité kvali jejich
antioxidac¢ni aktivit¢ a proteinovému vazebnému potencidlu. Tato metoda je vhodna
k extrakei 99 % proanthokyanida.

Jako optimalni extrakéni rozpoustédlo byla uréena smés acetonu a vody v pomeéru
80:20. Pii teploté nizsi nez 60°C byla extrakce neticinna a teplota vyssi méla za nasledek
teplotni degradaci, proto tato teplota byla optimalni. Tlak nastaveny na 100 nebo 200 MPa
neukazoval zadné rozdily. Celkovy ¢as pro jednoduchou extrakci vzorku byl piiblizné
25 minut. Mnozstvi vzorku nad 4 gramy muze byt vlozeno do extrakéni nadoby k ziskani
vyssich koncentraci analytu ve vyslednych extraktech. Objem extraktu mtze byt snizeny
piiblizné na 14 ml celkového objemu extrakénich nadob.

Novy instrumentalni postup pro automatizovanou analyzu pevnych vzorkovych
materiall pomoci pfimého spojeni PSE s automatizovanym SPE a HPLC je aplikovany
na analyzu proanthokyanidi ve vzorcich sladu. Ukazuje vyhodu této metody majici
za nasledek usporu Casu analyzy, vvssi vykonnost a zlepSeni vytézka. [22]

6.6. Betakaroteny a vitamin E ve zbytcich oleje

PSE spolu s normalni fazi kapalinové chromatografie je vyhodnoceny jako novy
postup pro urceni B-karotenll a izomert vitaminu E ve zbytcich oleje ziskanych z palmovych
stlacenych vlaken (PPF). Relativni extrakéni vytézky byly piiblizné 100%. Pomoci této
metody se urcovaly karoteny, tokoferoly a tokotrienoly. Tokoferoly (viz obr. 15) jsou
methyl-substituované  hydroxychromany $  nasycenymi fytylovymi stranami
retézee tokotrienoly (viz obr. 15) s nenasycenou stranou fetézce.

Hlavni zajem pro studovani vitaminu E jsou jeho pfirodni antioxida¢ni schopnosti. Byl
znamy jako nejucinngjsi antioxidant pro preruseni volnych radikalovych vazebnych reakci
a poskytuje prirodni oxidaéni ochranu oleje. Vé&tsina rostlinnych olejii a biologického ovoce
obsahuji rizné mnozstvi dominantnich tokoferolti. Nicmén¢ tokotrienoly mohou byt nalezené
v palmovém a kokosovém oleji a cerealnich zrnech jako napriklad psenice, zito, oves
a je¢men.
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Obrazek 10. Chemicka struktura tokoferolit a tokotrienolit

Separace tokoferolti a tokotrienoli byla provedena pii riznych teplotach 30, 40, 50
a 60 °C. Shromazdéna data vytézk ukazuji, Ze nejlepsi separace bylo dosazeno pii 40°C.
Optimalizace mnozstvi vzorku se¢ vykonala pouzitim 2, 4, 5 a 6 gramt vzorku s teplotou
100°C, tlakem 10350 kPa a n-hexanem jako rozpoustédlem. Vytézky byly nejlepsi pro
5 gramti vzorku, proto toto mnozstvi bylo vybrano jako optimalni.

Teplota je nejdilezitéjsi parametr pti vziti PSE extrakce. Vyssi teplota napomaha
preruseni analytickych vazeb v matrici vzorku a povzbuzuje analyticky rozptyl v povrchu
matrice. Teplota optimalizovana pouzitim riznych hodnot 60, 80, 100 a 120°C pouzitim 5 g
vzorku , tlaku 10350 kPa a n-hexanu jako rozpoustédla. Jako optimalni teplota se vybralo
80°C. Tlak 10350 kPa byl uréen jako optimalni. Pro experimenty byly pouzité dva cykly
extrakce trvajici kazdy 10 minut. [24]

6.7. Urcovani polyfenolu v jablcich Golden Delicious

Vsechny komponenty, které jsou obsazené v jable¢né duzing jsou také obsazeny
ve slupce, ackoli ve slupce je vétsi mnozstvi. Nejuzivangj$i rozpoustédlo k extrahovani
fenolickych sloucenin z jablek je methanol a jeho smés s vodou. Dale jsou studované jako
rozpoustédla pouze hydromethanolické smési. Extrakéni vytézky se zvysSuji s procenty
methanolu v extrakénim rozpoustédle pro viechny <&tyfi tiidy fenolickych sloucenin:
kytechiny, florentin glykosidy, kvercetin glykosidy a kyseliny hydroxyskoticové.
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Predchozi studie stouto novou technikou ukazuje, ze obsah vody v extrakénim
rozpoustédle nebo ve vzorku snizuje preciznost metody. Proto byl nakonec pro extrakei
vybrany methanol jako extrakéni rozpoustédlo. Tento vvbér pozdé&ji zvvhodiuje vypafovani
extraktu. Optimalni teplota byla uréena na 40°C, protoze poskytuje prihledny roztok a také
proto, ze miize dochazet k degradaci polyfenolil pfi teploté nad 40°C.

Zkoumany extrake¢ni ¢as byl 5, 10 a 15 minut, mnoZzstvi extrahovanych analytd bylo
prakticky konstantni béhem téchto period, proto 5 minut bylo vybrano jako optimalni Cas
a pouzily se 2 extrakéni cykly. Vybrany tlak byl 6900 kPa. Pozadovany objem rozpoustédla
pro tyto podminky byl piiblizné 25 nebo 40 ml, kdyz se pouzily extrakéni nadoby 11 a 22 ml.

Identifikace sloucenin byla provedena srovnanim jejich retencnich Casti a jejich
UV-viditelného spektra. Vykonnost této metody je porovnatelna s tradiénimi metodami. Setii
vsak ¢as a spotfebu rozpoustedla. [25]

6.8. Stanovovani alkylbenzensulfonati (ILAS) z moiskych organismi

Po extrakci LAS pomoci PSE byla dale pouzita extrakce na pevné fazi (SPE)
na ¢isténi (purifikaci) vzorku a vzorek se analyzoval pomoci HPLC-FIL. (fluorescenéni
detektor). LAS (viz obr. 12) jsou mezi hlavnimi anionaktivhimi ¢inidly v soucasném
komerénim pouziti a jejich kazdorocni spotifeba v pracich prostiedcich v Evropé byla
odhadovana okolo 270 x 106 kg/rok v roce 2000.

CH,- (CH.),-CH-(CH.).-CH,

SOs;

Obecna struktura alkylbenzensulfonati (LAS)

Byly pouzivané vzorky z organismt Solea senegalensis (druh platvze) a Ruditapes
semidecussatus (druh mekkyse). Do vzorklt se dodaval formaldehyd kvili zamezeni
degradaci sloucenin. Ve vétSine pripadi byly pifi 100°C ziskané dobré vytézky LAS
extrahovanych z morskych organismt. Pii 150 °C smefuji k prekonani 100% vytézkt LAS.
Uréeni ziskanych vysledkti PCB z rybi tkane (pii 100°C) bylo piijatelné, ale n¢které hodnoty
se pohybovaly mimo interval spolehlivosti 95%. Extrakce téchto vzork byla provedena
uzitim PSE pii 100 °C, nasledované SPE s minikolonou a nasledujici HPLC-FL detekci.

Tato technika pouzila prvni extrakci shexanem a nasledovanou extrakei
s methanolem. Tlak byl nastaveny na 10 350 kPa, pouzily se tii cykly v ¢asech 5 minut kazdy.
Objem methanolického extraktu byl 30 ml, toto mnozstvi se odpafilo vrotacni odparce
do vysuseni a suchy zbytek byl znovu rozpustény v 75 ml horké vody v ultrazvukové lazni.
Rozpoustedlo proslo skrz napli, coz bylo podminéné 10 ml methanolu a 5 ml vody a
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vyluhovanim s 10 ml methanolu. Eluat se odpafril do sucha a znovu se rozpustil v 1 ml smési
methanolu a vody v poméru 80:20. Vzorky byly pred analyzou filtrované skrz 0,45 um
filtr. [18]

6.9. Extrakce ZON z psenice a kukurice

Zearalenon (ZON) (viz obr. 14) byl extrahovan z pSenice a kukufice pomoci PSE
s naslednou analyzou kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci (ILC-MS) bez dalsi
cisticich procedury. ZON je fusariovy toxin dilezity z hlediska jeho zdravi skodlivych uéinki
Zearalanon (ZAN) (viz obr. 14) byl pouzity jako vnitini standard.

OH v
OH 0
“’r__ CHS
S 0/< HO |
HO #
Zearalenon (ZON)

v.ﬁ/\\\_}/’{\\:“{‘cj
Zearalanon (ZAN)

Tato metoda ma hlavni vyhody v drastické redukci analytickych ztrat béhem
manipulace se vzorkem, snizeni potfebného Casu pro analytickou proceduru a nizs§i naklady
na material a pracovni silu, coz jsou zadouci charakteristiky béhem rozvoje metody. Pouze
rozpoustédlo ma vyznamny vliv na ZON vytézky z pienice a kukufice. Dokonce ani extrakéni
teplota nevykazuje vyznamny vliv na vytézky v zadné matrici bez ohledu na pouzité
rozpoustédlo. Vytézky byly nad 100% pi1 vSech teplotach, to znamena, Ze nedochazelo
k termické degradaci ZON pii1 zvySené teploté. Pro dalsi experimenty se aplikovala stredni
teplota 80°C a extrakéni ¢as 5 munut. Jako extrakéni rozpoustédlo byla vybrana smés
methanol — acetonitril (ACN), protoze daval vyznamné vys§i vytézky a Cistéjsi extrakt pro
obé matrice v porovnani smési methanol — voda a ACN — voda. Teplota a ¢as nchraji
dilezitou roli v extrak¢éni U¢innosti bez ohledu na to, zdali byly pouzité prirodne
kontaminované materidly nebo uméle kontaminované. Kvantifika¢ni limity byli 15 ng/g
v pSenici a 12 ng/g v kukufici.

Vykonnost metody byla tedy testovana pii 80°C, dvou extrakénich cyklech kazdy
po dobu 5 minut a smési methanol — ACN. [20]

6.10. Extrakce polychlorovanych bifenylu (PCBs) z biovzorka

Optimalizované podminky pro PSE jsou mnozstvi vzorku 2 gramy rozptyleného
ve 4 gramech inertni matrice (Celatom) nebo polarniho sorbetu (Florisil). Jako extrakéni
rozpoustédlo byl zkoumany pentan nebo dichlormethan (DCM) -pentanova smés v procentech
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5, 10, 15 a 50% DCM. Uzita teplota byla 175°C, tlak 13800 kPa, 15 minut extrakéni Cas,
objemovy pritok rozpoustédla 150% objemu nadoby a tii extrakéni cykly.

Pentan byl vybrany pro relativné nizky bod varu a kratky Cas k ziskani extrakti.
Kvantitativni vytézky se ziskaly uvzitim Celatomu, ale bylo spoluextrahované vysoké
mnozstvi lipid a proto je nezbytny Cistici krok pred chromatografickou analyzou. Kdyz byl
do extrak¢ni nadoby vlozeny Florisil bylo nezbytné pouziti minimalng 15% DCM k ziskani
uspokojivych vytézka. S niz§im procentem DCM se ziskaly vyznamné nizsi vytézky.
Abychom dosahli Cist&jsi extrakty, zkoumalo se nekolik extrakénich teplot 30, 40, 60, 125
a 175 °C. Uzitim nizgich teplot byl snizeny 1 obsah spoluextrahovanych lipida. Pii teploté
40°C byl extrakt dostatecné &isty pro GC — MS analyzu, proto byla vybrana pro dalsi
experimenty.

Tlak nemeél vyznamny G¢inek na extrakci. Bylo potfeba nejméné 10 minut Cas cyklu
apro dalsi analyzu se pouzily 2 extrakéni cykly k ziskani kvantitativnich vyteézkh. Jako
rozpoustédlo se pouzilo 55 ml smeési DCM — pentanu v poméru 15:85 k dosahnuti
kvantitativni extrakce. NejCistej§i extrakty byly ziskané uvzitim Florisilu v extrakénich
nadobach. Cistota extraktu byla dostateéna pro piimé vstifknuti extraktu do GC — MS nebo
do GC — ECD (detektor elektronového zachytu). [21]

6.11. Analyza dioxinu ziskanych z biologickych matrici

PSE se pouziva pro analyzu dioxintt (PCDD/Fs, polychlorované dibenzo—p—dioxiny
/dibenzofurany a Co-PCB, koplanarni polychlorované bifenyly) v biologickych matricich
bohatych na lipidy. Prozkoumaval se potencional nebyvalych extrakénich metod, skladajici
se zkombinace PSE uzitim smési dimethyl sulfoxidu (DMSOQO) a acetonitrilu v poméru 1:9
jako rozpoustédla a smési DMSO, acetonitrilu a hexanu k rozdélovani. Tato metoda mize
potencialné snizit Siroké mnoZzstvi lipidh typicky vytvorenych v extrakei dioxint.

Optimalni podminky pro PSE byly tlak 13800 kPa a teplota nad 180°C a bézné
seuzivaly ke vSem rozpoustédlim. K dosazeni kompletniho vyluhovani dioxini bylo
nezbytné 120 ml hexanu. Zvysenim teploty a tlaku bylo mnozstvi lipidi ziskanych pomoci
viech metod rozdilné. Tyto rozdilnosti byly kviili prostoupeni rozpoustédla matrici, zbyvajici
vlhkosti po suseni zmrazenim nebo existenci vazeb vodnich a polarnich hmot ve vzorku.
Mnozstvi lipidi extrahovanych uzitim nové metody bylo piiblizné 1/100 téch ziskanych
se smé&si acetonu a hexanu v pomeéru 1:1, a proto zpracovani kyselinou sirovou neni
nezbytné. [23]

6.12. Stanovovani pesticidu v ovoci

Néekolika stupniovda metoda PSE a kapalinovd chromatografie nasledovana
Ctyipolovym  iontovym zachytem a dale trojitym stupném hmotnostni spektrometrie
(LC-IT-MS?) se vyvinula pro urdovani stopového mmozstvi pesticidi v ovoci. Vybrané
pesticidy jsou vyznamné benzimidazoly a azoly, organofosfory, karbamaty, neonikotinoidy
a akaricidy.

Teplota neukazovala vyznamnou zménu ve vytézcich. To znamena, ze tam nebyl
termalni pokles pesticidii vyjma trichloroform—organofosforovych pesticidi, které jsou znamé
jako termicky degradativni a ty se ztratily pii 150°C. Nejlepsi vytézky byly pozorované pii
75°C a tlaku 10350 kPa. Extrakéni ¢as byl nastaveny na 7 minut k zajisténi dostatecné
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extrakce. Proudové procento bylo ovéfované od 50 % az do 150 % a rada cykli od 1 do 5.
Nejvyssi vyteézky byly dosazené pii 100% proudu. Extrakéni Gcinnost byla konstantni
od jednoho do tii cykli, zatimco pokles byl pozorovany od cyklu &tvrtého.

Jako susici materialy byli zkoumané aluminum, florisil, silikagel a bezvody siran
sodny pro PSE v pomerancich a broskvich. Florisil dava mizsi vyvtézky pro viechny slouceniny
a bezvody siran sodny dava také nizké vytézky pro thiabendazol, imidazol, bitertanol,
pyriproxyfen a hexythiazox. Jako extrak¢ni rozpoustedlo byl testovany methanol, etylacetat a
dichlormethan. Optimalizovana procedura pouziva k rozptyleni vzorku s kyselym aluminem a
extrahované ethylacetatem (100% proud) pii 75°C, tlaku 10350 kPa, vzitim dvou cykli kazdy
po dobu 7 minut. [26]
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7. POTRAVINY

7.1. Bisfenol diglycidyl étherové zbytky

Byla vyvinuta nova potvrzujici metoda pro soub&ézné stanovovani bisfenolu diglycidyl
étherovych zbytkl z konzervovanych potravin. Navrhovana metoda zahrnuje extrakei pomoci
PSE nasledované rozdélenim kapalina—kapalina a o¢isténi SPE. Analyza latek se provedla
na obracené fazi HPLC a byla piipojena k chemické ionizaci za atmosferického tlaku spojené
s hmotnostnim spektrometrem (APCI-MS-MS).

Uziti rozpoustédla pii vyssi teploté zvysuje kapacitu rozpoustédla k solubilizaéni
(rozpoustéci) analyze a zvySuje diftizni rychlost. ZvySenim teploty také snizime viskozitu
kapalného rozpoustédla, to znamena lepsi pronikani matricovymi ¢asticemi a muize prerusit
matricové interakce zptisobené van der Walsovymi silami, vodikovymi vazbami a dipolovymi
momenty molekul rozpoustédla a aktivnich mist v matrici.

Jako extrakéni rozpoustédlo se zkoumal hexan a smési dichlormethanu s acetonem
a hexanu s acetonem v poméru 1:1 a dale smé&s hexanu a acetonu v poméru 4:1, za teploty
100°C, tlaku 10350 kPa a pii dvou cyklech po dobu 5 minut kazdy. Pro extrakci
bisfenolovych zbytktl byla vybrana smés hexanu a acetonu (4:1).

Teplota byla zkoumana v intervalu 80 — 125°C. Zlepsené vytézky byly pfi ristu
teploty, ale koncentrace analytii byla Gplné srovnatelna jako pii teploté 100°C. Extrakéni cas
se testoval v intervalu 5 — 15 minut. 5, 10 i 15 minut poskytovaly adekvatni vytézky, proto byl
pouzity ¢as 5 minut, aby se¢ minimalizoval Cas analyzy. Jeden extrakéni cyklus neni vzdy
schopny kvantitativné extrahovat analyt z matrice, a proto byly vybrané cykly dva.

Optimalizované  podminky byly wzité kanalyze 20 redlnych vzorkd,
12 konzervovanych ryb v oleji, 3 konzervované ryby ve vodnim roztoku a 5 vzorkt deétského
jidla. Vytézky dosahuji vynosnych hodnot v rozmezi 81 — 101%. [27]

7.2. Urceni pesticidu v potravinarském zboZi

PSE bylo aplikovano k soub&zné extrakci Siroké tady pesticidii z potravinarského
zbozi. Testované extrakéni rozpoustédla byly ethyl aceton, aceton, smeés ethyl acetatu
sacetonem vpoméru 1:1 a ethyl acetitu a acetonu 3:1. Pro tfi alikvotni mnoZstvi
Spajkovanych®  kukufiénych vzorkl,, které byly extrahované, se pouzily nasledujici
podminky: teplota 100°C, tlak 10350 kPa s 5 minutovymi cykly. Nejlepdi vysledky byly
sledované pro viechny slouceniny se smesi ethyl acetatu a acetonu 3:1.

Optimalizace extrakéniho Casu a teploty byla provedena pouzitim tii ¢ast 3, 5 a
10 minut a tii teplot 75, 100 a 125°C pi1 stalém tlaku 10350 kPa. Porovnani vytézki ukazuje,
ze vysledky ziskané se stalou periodou 5 minut pfi teploté 100°C byly nejlepsi. Vys§si hodnoty
nepfinasely vyznamnée lepsi vyteézky. Vliv tlaku na extrakéni vytézky byl také testovany.
Zkoumané hodnoty byly 6900, 10350 a 13800 kPa a nejvyssi vytézky byly ziskané aplikaci
tlaku 10350 kPa.

PSE podminky se optimalizovaly pii pouziti porci od 3 do 8 gramil vzorku. Nejlepsi
vytézky byly pozorované pii pouziti 4 graml vzorku. Vys$&i mnozstvi vzorku davalo vice
vodni extrakt, zatimco niz§i mnozstvi ukazuje nizkou preciznost hodnot. PSE byla
optimalizovana vykonanim paralelnich extrakci vice nez 100 pesticidd s riznymi polaritami

37



v potravinaiském zbozi. Pesticidy byly pak analyzovany pomoci kazdého GC — MS/MS nebo
L.C — MS/MS. [28]

7.3. Analyza PCB v rybim mase a v krmeni pro drubez

Dalsi vyuziti techniky PSE bylo na extrakci sedmi vybranych polychlorovanych
bisfenoli (PCB) v pfirodné kontaminovaném rybim mase a dva potravinové vzorky
z ptirodné kontaminovanych vzorkil rybiho oleje. Zkoumaly se tfi rizné teploty 50, 100
a 150°C, pouzily se¢ na experimenty rizna rozpoustédla n-heptan a smes n-heptanu a acetonu
v pomeru 1:1, pratokova rychlost 50 a 150 %. Provedlo se¢ 12 experiment pii riznych
kombinacich téchto parametrii.

Pro PCB obsazenych vjidle zryb zvySuje vysoka teplota vytézkovou rychlost.
Experimenty provedené pfi zvysené teploté Casto davaji vytézky nad 100%. Tyto vysledky
vsak byly ziskané pro méne tékavé PCB. Dodatek polarniho rozpoustédla do extrakéniho
roztoku ma pozitivni u¢inek na vytézkovou rychlost, ktera se ukazala byt vyznamna pouze
pro 2 formy ze 7 zkoumanych. Pii zkoumani vzorkl z krmeni pro driibez bylo pozorovano,
7e Cisty n-heptan daval lepsi vytézky neZ smés n-heptanu a acetonu, ackoli sila G&mku
rozpoustédla na vvtézkovou rychlost se lisi mezi riznymi PCB.

Experimenty neobjevily vyznamny uc¢inek teploty na vytézkovou rychlost PCB.
Vysledek pro krmivo pro dribez je rizny od vvsledkl ziskanych z rybiho masa. Rozdilnosti
v extrakénim chovani mezi jidlem zryb a krmivem pro dribez svédéi o zplsobu PCB
uvedenych v matrici. Cisty n-heptan miZe byt dostadujici k extrahovani z analytu.
Ve specifickém pripadé krmiva pro driibez se vysoka polarita rozpoustédla zda byt jako
by branila extrakci. Naopak pro pirirodné kontaminované materialy pridavek acetonu dava
mirn¢ lepdi hodnoty vzhledem ktomu, ze polarni rozpoustédlo pravdépodobné pomaha
v extrahovani vice pevné vazanych analyti pomoci priniku polarni oblasti matrici.

Vysledky také ukazuji, ze vysoka teplota vkombinaci s ¢istym n-heptanem muze
ziskat podobnou extrakéni Uc¢innost. Pritokovy objem rozpoustédla byl aplikovany 60%.

Na zaklade vysledkt se preferoval n-heptan jako extrakéni rozpoustédlo, pii uzité teploté nad
100°C. [31]

7.4. Latky urcované v rybich vzorcich

Polychlorované bifenyly byly uréované i v rybich vzorcich. Pro testovani byla pouzita
rybi svalova tkan obsahujici 3,2% lipidii a prirozené polychlorované bifenyly (PCB),
organochloridové pesticidy (OCP) a daldi souvisejici sloudeniny. Cisténi surovych extrakt
se provedlo pomoci chromatografie gelového zachytu a identifikace a kvalifikace cilovych
indikatord PCB a OCP byly vykonané pomoci vysoce rozliSovaci plynové chromatografie
advéma paralelnimi detektory elektronového zachytu (HRGC-ECD-ECD). Vsechny
experimenty byly navrzené, aby se vyvarovaly nahodnych chyb prostredki replikace.

Obecné, zvydeni teploty muze pirerusit silné interakce rozpoustédla a matrice
zpusobené Van der Walsovymi silami, vodikovymi vazbami nebo dipdlovymi pritazlivostmi
rozpustené latky a aktivnich mist v matrici. Vys§i teploty také snizuji viskozitu rozpoustédla,
to dovoluje jejich lepsi proniknuti do matricovych Castic a zvétSeni extrakéni ucinnosti.
Experimenty byly provedené za konstantniho tlaku a teplota se ménila v fadé od 60 do 90 °C,
kdy bylo pozorované zietelné zvydeni vvkonnosti.
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Cilové analyty byly extrahované smeési hexan-acetonu z materialu s malymi
rozdilnostmi velikosti ¢astic uzitim jednoduchého 5 minutového extrakéniho kroku. DalSich
hodné zadrzenych nehomogennich sedimentii az 14% nékterych proté&jsku, které byly pak
kompletné uvolnéné béhem druhého 5 minutového kroku. Dulezita je aplikace
opakovatelného extrakéniho cyklu pro U¢innou izolaci OCP z pady. Zanedbatelné rozdily
byly shledané mezi jednim a dvéma cykly. V priméru tfi extrakéni cykly davaly pro obe
testované extrakeni smeési maximalni vytézky, ale rozdily mezi dvémi a tremi cykly nebyly
statisticky vyznamné. Proto byly vybrané dva extrakeni cykly.

Kdyz se wvybira rozpoustédlo jsou zvazované fyzikalné-chemické vlastnosti jako
napfiklad bod varu, polarita, specificka hustota, ktera ma vliv na prunik rozpoustédla
do matrice vzorku, stejné tak toxicita. Rybi vzorky se extrahovaly smési hexanu
a dichlormethanu v poméru 1:1 a hexanu a acetonu v poméru 4:1. Vzhledem k vytézkim
cilovych analytd, bez ohledu na pouzitou smeés rozpoustédel, nebyly pozorované statisticky
vyznamné rozdilnosti mezi vysledky ziskanymi pomoci PSE (extrakeni teplota 100°C, dva
cykly po péti minutich) a tému ziskanymi pomoci Soxhleta. PSE mohou byt ovlivnény
optimalizaci polarity uzité extrakéni smesi rozpoustédel. V tomto pripadé byly parametry
polarity mimeg vyss$i u smési hexanu a dichlormethanu. Maximalni mnozstvi vzorku, ktery
muze byt vlozeny do extrakéni nadoby pii pouzivanych extrakénich podminkach, je pouze
10 gramti. [32]

7.5. PCB v potravinovych a krmivovych vzorcich

Jako tukova matrice se pouzival Cisty veprovy tuk. Pul gramu tohoto tuku
se kombinovalo s 5, 6, 7, 10 nebo nakonec 20 gramy zalohy, coz znamena, ze pomér riznych
tukl k tukovym zaloham (FFR) je 0,100, 0,075, 0,050, 0,025. Byly testovany vsechny
kombinace pii dvou teplotach 50 a 100°C a se tfemi rliznymi typy rozpoustédla: n-pentanem,
n-hexanem a n-heptanem.

Kdyz je pouzity FFR 0,025, mnozstvi spolu extrahovaného tuku nikdy nepiekona
0,5 mg pro zadné rozpoustédlo pii zadné teploté, ale pii teplote 100°C bylo mnozstvi dost
nizsi. Florisil je vice G¢inny v odstranéni tuku na vahovy zaklad, a proto FFR pomér 0,14 pro
florigil se rovna okolo 0,070 pro alumina a silikagel impregnovany kyselinou sirovou.
Porovnani zachycujici kapacity od 60% (125°C) k 90% (60°C) s odpovidajici hodnotou
silikagelu impregnovaného kyselinou sirovou pti 100 a 50°C, s FFR pomérem 0,075 urcuje,
ze zména zachycovaci kapacity tuku pro ¢isty n-pentan je pouze asi 8%. To ukazuje,
ze silikagel impregnovany kyselinou sirovou je mnohem méng citlivy ke zméng teploty,
tfebaze Cast toho kurzu mtize byt kviili tomu, ze experimenty nebyly provedené pod presné
identickymi podminkami. Aby se dosahlo uplng tukove volného extraktu v aplikaci s vajicky
veslonoha amerického je pouzity florisil a teplota musi byt snizena na teplotu 30°C, ktera
je neuspokojiva pokud jde o vytézky PCB.

Dodatecné musi byt vyuzivan dichlormethan, kterého by se ale mélo vyvarovat
vzhledem ktomu, Zze dnes je pokladan za environmentalni kontaminant. Silikagel
impregnovany kyselinou sirovou je stale zvazovany jako nejlepsi vybeér pro on-line odstranéni
tuku, pfi extrakci analytli odolnych proti kyselinam, drzeni rozumné vysoké teploty. Aby
se ovefilo, ze dvé mozné rozpoustédla n-pentan a n-heptan byly schopné nahrazovani
n-hexanu byly testované na vzorku jidla z ryb pfirodné kontaminovaného k uréeni zdali

39



se chovaly rozdiln€ pi1 extrahovani realnych svétovych matrici. Tyto jidla z ryb byly
dikladné vysetrované a data jsou dostupna v evropské mezisrovnavaci studii. [33]

Pied testovanim vykonnosti n-pentanu a n-heptanu, jidlo z ryb bylo extrahované
s neselektivnim PSE odkazujici se na metodu 3545 vzitim smési n-hexanu a acetonu
vpomeru 1:1 jako extrakéniho rozpoustédla nasledované externim Cisténim na silikagelu
impregnovaného kyselinou sirovou. Kvantitativni vytézky pro vSechny kombinace
rozpoustédel a teplot byly pouzité, trebaze malé snizeni ve vytéZzcich bylo pozorované pro
nekteré PCB. 7 predchozich studii je znamo, ze toto mize byt zptisobené spoluextrakci tuku.
Vysvétleni miize byt, Ze dost maly tokovy objem byl vuzity vzhledem k tomu, ze hodnoty
tokového objemu 150% v nékterych pripadech zvysuji extrakéni ucinnost. Nékteré dodatecné
experimenty byly provedené pifi 100°C s n-heptanem a ménicim se objemovym tokem
7 50 - 150%. Vzhledem ktomu, ze byly ziskané dobré vytézky vkombinaci s extrakty
s volnym tukem, kone¢na metoda n-heptan pii 100°C po dobu 5 minut ve dvou cyklech
s prutokovym objemem 60% a FFR 0,025 byly testované na vét§in¢ kvalifikovanych
potravinovych a krmivovych matricich. [33]

7.6. Extrakce oxysterola z vaje¢ného prasku

Byly hodnocené oxysteroly v celém vajetném prasku vzitim PSE pro kvantitativni
urcovani. Jako vzorky celych vajec suSenych rozprasovanim byly pouzité italské vanilkové
kolace (Pandoro) a vajecné nudle. Testované byly dvé rtizna rozpoustédla smés chloroformu
a mehanolu v poméru 2:1 a hexanu s isopropanolem 3:2 pii riznych extrakénich teplotach
a tlacich, 60°C pii 15 MPa, 100°C pii1 15 MPa, 120°C pi1 20 MPa. PSE vanilkového kolace
a vajecnych nudli s chloroform/methanolovou smési nebylo dost vybérové a vedlo k extrakci
nelipidovych frakei, véetné sloucenin obsahujicich nitrogen. Ve stejném pfipadg, natlakované
smési hexan/isopropanol davaly lepsi vysledky ve vytézcich, porovnatelné s Folch metodou.

Cholesterolové oxidac¢ni produkty Folch extraktu a tlakovany kapalinovy extrakt
vajecného prasku suseného rozprasovanim, ziskaného se smeési hexan/isopropanolu v poméru
3:2, pti 60°C a 15 MPa, byly urcené pomoci GC. Mnozstvi lipidi extrahovanych Folch
metodou bylo 45% pro vajecny prasek, 24,5% pro vanilkovy kola¢ a 5 % pro vajecné nudle.
Tyto ti1 vzorky se vybraly pro rozvijeni PSE procedury pro preparaci vzorku, protoze
reprezentuji potraviny s vysokym, stiednim a relativné nizkym obsahem tuku. Tlakovana
smes hexan/isopropanol (3:2) miize byt a¢inné extrakéni rozpoustédlo pro PSE a mulze
nahradit chlorovana rozpoustédla. Vytézek schvileny se smeési hexan/isopropanolem
je uspokojivy ve vétsine pripadi, dokonce 1 pii pouziti jemnych podminek, jako 60°C a
15 MPa. Navic pouzitim této smesi se témer nevyskytuji spoluextrahované nelipidové frakce.

Byly testované vysoké extrakéni teploty, protoze jsou aktualné uzivané pro mnoho
aplikaci a navrhované pro urCeni celkového obsahu tuktl v potravinach pomoci PSE. Pro
extrakci oxysteroli ze vzorkli vajecného prasku byla pouzita smes n-hexan/isopropanol
v pomeru 3:2, pri teploté 60°C a tlaku 15MPa. Tato metoda byla vybrana, protoze chloroform
je nahrazen nechlorovanymi rozpousdtédly. Folch extrakce milize byt Gisp&iné nahrazena PSE
pro analyzu lipidovych frakei potravin obsahujici vejce. [30]
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7.7. Lipidy urcéované v dribezim mase

Extrakce celkovych lipidi v dribezim mase se zkoumala wuvzitim kapalného
rozpoustédla pii vysokvch teplotaich od 60 do 200°C a tlacich od 3.5 do 20 MPa, tekouciho
skrz nadoby znerezové oceli obsahujici pevny vzorek. Metoda PSE byla uzita
ke kvantitativnhimu uréeni obsahu tuku v homogenizovanych vzorcich dribeziho masa.

Byly testované dvé extrakéni smési chloroform/methanol a n-hexan/2-propanol pfi
riznych teplotach a tlacich a sriznymi preparaty vzorkli. UrCované bylo slozeni extraktu
ze viech metod a porovnavaly se analyzou pomoci chromatografie na tenké vrstvé a byla
provedena plynna chromatografie (GC) mastnych kyselin v extraktech. Vvtézky ze smési
n-hexanu a 2-propanolu v poméru 3:2 pro extrakci vzorku, pii 60 a 100 °C byly vyznamne
nizsi nez ty ziskané pomoci upraveni Folch a kysele hydrolytické procedury. Takové nizké
lipidové vytézky jsou pravdépodobné kvili prostoupeni smeési zvlaste skrz svalovinovou tkan
a jeho neschopnost poskytnout dostatecné rozpusténi dalsich svalovych komponent.

Tlak 15 MPa byl pouzity pro extrakci vzitim smesi chloroformu a methanolu
v poméru 2:1 a testovaly se riizné teploty od 60 do 120°C. S témito extrak&nimi procedurami,
byly nalezené primérné hodnoty, ale jsou nizi nez s modifikaci Folch metodou nebo kysele
hydrolytickou procedurou. Vysledky byly dale zlepsené 1 zvySenim ¢asu cyklu 1 aplikovaného
tlaku. Fixovany tlak 20 MPa a vyssich teplot 80, 100 a 120°C byly schopné kvantitativné
extrahovat lipidy jako v modifikované Folch a kysele hydrolytické procedure.

Vyssi vytézky mohou byt kromé jiného vysvétleny vyssi extrakéni rychlosti
nelipidovych kontaminant jako naptiklad cukry, aminokyseliny a soli. K odstranéni téchto
molekul, jako navrhovany Folch a solné rozpoustédlo by mohly byt dodané pied vazicim
krokem. Vzhledem k tomuto Cisticimu kroku je to priméfené zdirazneéné, ze nékteré stopové
prvky, jako napfiklad glykolipidy, mohou byt asteéné ztraceny uZzitim této promyvaci
procedury. Primeérné vahy lipidi pro hydrolytickou metodu byly nejvyssi, protoze tato
procedura také odstranuje komplexni a polarni lipidy, jako napriklad fosfolipidy, glykolipidy
nebo lipoproteidy, které jinymi metodami nemohou extrahovat. Volné mastné kyseliny byly
Iépe extrahované pii vyssi teploté a tlaku. Slozeni mastnych kyselin, pomoci GC analyzy
methylesterti, ukazovaly stejné vytézky polynenasvcenych mastnych kyselin pomoci obou
Folch procedury 1 ASE (PSE) metody, potvrzeni moznosti uziti ASE na misto Folchovy
procedury.

K zachranéni autooxidacnich lipidh by mél byt dusik pouzity jako tlakovaci plyn.
Extrahovalo se 20 vzorkli vykosténych a homogenizovanych dribezich pllek, viemi tfemi
metodami. Vysledky vSech metod byly porovnané a bylo shledano, ze jsou ekvivalentni.
Smeés chloroformu a methanolu v poméru 2:1, pii tlaku 20 MPa a dva cykly po dobu 10 minut
kazdy byly uzité pro extrakei metodou PSE. [29]

7.8. Urcovani mastnych kyselin v masovych produktech

PSE byl aplikovan k uréeni lipidovych ukazatell vznikajicich v centralni nervové
soustaveé (CNS) krav obsazenych v tepelné zpracovanych parcich. Tyto studie jsou dalezité
v kontrole kvality, v prvni fadé odhadové studie rizika BSE krize. Diagnozy CNS ukazatelq,
které mohou byt pritomné v masovych produktech bez CNS piisad, byly rozpoznané
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na kompletni transesterifikaci jako polarni 2-hydroxy mastné kyseliny, tak dobre jako zvlaste
pocitané nerozvétvené mastné kyseliny s fetézcem del§im nez C22.

Tii rizné vzorky obsahujici masové produkty bez CNS dodatkii, maso s3% CNS
dodatkiti a Cisty CNS homogenat se podrobily posupné PSE skladajici se ze dvou kroki.
Zaprvé se extrahuje smési n-hexanu a acetonu v poméru 9:1 pii 50°C k odstranéni neutralnich
lipidii a nasledné pak smési chloroformu a methanolu v pomeéru 1:4 pti 110°C k izolovani
polarnich CNS lipida, 10 minut kazdy cyklus. Ke zvétSeni frakcionacni vykonnosti byl pouzit
kyanopropyl modifikovany kiemikem stejné dobfe jako chemicky nemodifikovany
silikagelovy sorbent. Vlozil se pii vystupu PSE naplné¢ ke zpomaleni polarnich lipidi
v prvnim kroku. Schéma skladajici se z téchto dvou krokii dovoli rozdeleni neutralnich lipida
z fosfolipidu.

PSE dovoli kompletni extrakci ,,spajkovanych™ lipidi (jako roztok v chloroformu).
Nové rozvijena metoda by méla byt ohodnocena s ohledem na izolace CNS lipida z ,,neCNS*
lipidi v CNS doplncich jidla. [34]
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8. ZAVER

V prvni ¢asti mé prace se veénuji predstaveni piistroje PSE. 7 jakych casti se pristroj
sklada a jaké je jeho dalsi prisluSenstvi. Existuji dva typy PSE, One PSE a Fast PSE. Kazdy
znich ma své vyhody 1 vyuziti. One PSE je spise konstruovany pro laboratofe s mensi
vykonnosti, kde se metody vyvijeji, protoze je schopny zpracovavat naraz pouze jeden
vzorek. Na rozdil Fast PSE, ktery je do laboratofi, kde je potiecba v co nejkratsim Case
dosahnout pfijatelnych vysledkti uréené metody. Je schopny paralelné zpracovat az 6 vzorki.
Tim se vykonnost extrakce zvySuje. Princip fungovani PSE je popsany na trojfazovém
diagramu, jednd se o zavislost teploty na tlaku. Cim vyssi chceme dosihnout teploty varu
rozpoustédla, tim vyssi musime nastavit tlak piisobici na soustavu.

Dale se zabyvam EPA metodou 3545, protoze EPA metody jsou mezinarodné
uznavané. Schvaluje je mezinarodni spole¢nost EPA, coz je Agentura pro ochranu zivotniho
prostiedi. V metodé 3545 je obecné popsana priprava vzorku pro extrakci s PSE, jaka jsou
pouzitelna rozpoustédla, vlastnosti matric, ze kterych lze extrahovat vzorek a samoziejmée se
zde zminuji 1 extrakéni podminky, které jsou experimentalné uréovany.

V paté casti je zminéno vyuziti PSE pii extrakcei latek z 1é¢ivych rostlin, Ziskavani
latek je pfedevsim kwvili jejich 1écebnym ucinktim. Proto je jejich vyuziti hlavné ve
farmakologii. Napiiklad ligustilidy mohou zabranovat nakupeni krevnich desticek, zphsobuyi
uvolnéni pridusnice a hladkého svalstva, fungui jako prevence gynekologickych
onemocnéni. Latky extrahované z Tiemdavy hunatoplodé (Cortex Dictamni)se uZzivaji pro
1&¢bu kozniho zaniceni, ekzémtl a akutni revmatické artritidy. Dalsi stanovovanou latkou byl
strychnin, ktery je stimulatorem centralni nervové soustavy. Pozornost se vénovala i1 kofenu
Iékotice. Ten se uziva jako utiSovalo pii oSetieni bolavého hrdla a jako prostiedek usnadiujici
vykaslavani pti 1é€eni kasle a priduskového kataru.

V Sesté Casti jsem se zabyvala ziskavanim latek z biologickych vzorkl pomoci PSE.
Vzorky obsahuji latky nejen zdravi prospesné, ale urcovaly se 1 latky nezadouci tedy toxické.
Mezi zdravi prospéiné latky se tadi napf. izoflavony, které snizuji rizika onemocnéni
osteopordzou, kardiovaskularnim onemocnénim a rakovinou. Déle se stanovovaly stopové
prvky, mastné kyseliny, vitamin E a terpeny, které slouzi jako doplnky stravy. Vyznamnymi
latkami byly 1 polyfenoly, coZ jsou prirodni antioxidacni slouceniny potirajici bakterie a viry.
7 latek toxickych se extrahovaly polychlorované bifenyly, dioxiny, zearolenon (ZON). Je zde
vénovana pozornost 1 aklylbenzensulfonatiim, které jsou obsazeny v pracich prostiedcich.

Posledni kapitola se zabyva extrakci latek obsazenych v potravinach s pouzitim PSE.
Uréuji se zde podobn¢ jako u biologickych vzorki latky zdravi skodlivé jako jsou bisfenol
diglycidyl etherové zbytky, pesticidy a polychlorované bifenyly (PCB). PCB jsou kumulativni
jedy a maji karcinogenni rizika rakoviny slinivky bfi$ni a jater. Stanovovaly se 1 oxysteroly,
coz jsou oxidacni produkty cholesterolu a ve vysokém mnozstvi jsou nezadouci a zdravi
skodlivé. Rizko oxysterolii v potravinach se da snizit pouzitim antioxidanti. Ze zdravotné
nezavadnych latek se urcovalo celkové mnozstvi lipidi a nebo pouze mnoZstvi mastnych
kyseliny.

Ze ziskanych informaci se ukazala technika PSE porovnatelna s tradi¢nimi metodami
(jako napriklad Soxhletova extrakce) co se tyka vytézku latek. Tradicni metody jsou vsak
casoveé narocné, mely velkou spotiebu rozpoustédla a bylo potieba hodné manualni prace, na
rozdil od PSE, ktera Seti €as 1 spotiebu rozpoustédla a jde o automatizovanou techniku. To
vsechno jsou velké vyhody pro rychlejsi rozvo] vyzkumu nejen v oblasti potravin.
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10. VYSVETLIVKY

APCT - chemicka ionizace za atmosférického tlaku

Blank — je tak zvany slepy vzorek, sklada se ze stejnych soucasti jako pouzity vzorek, ale
neobsahuje stanovovanou slozku

CZE — kapilarni zénova elektroforéza

DAD — detektor diodového pole

ECD — detektor elektronového zachytu

F1. — fluorescencni detektor

GC - plynova chromatografie

HPLC — vysoko u¢inna kapalinova chromatografie

HRGC — vysoce rozliSovaci plynova chromatografie

HS-SPME — headspace extrakce na mikrovlakné

ICP — OES — emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem

IT — ctyipolovy iontovy zachyt

L.C — kapalinova chromatografie

MS — detektor hmotnosti spektrometrie

Obohacené vzorky — jedna se o analyticky slangovy vyraz, jde o tzv. metodu pridavku
standardu

PSE — extrakce rozpoustédlem za zvySeného tlaku a teploty, také znama jako zrychlena
extrakce rozpoustédlem (ASE), kapalinova extrakce za zvysSeného tlaku (PFE), tlakova
kapalinova extrakce (PLE), tlakova extrakce horkym rozpoustédlem (PHSE), extrakce
rozpoustédlem za vysokého tlaku (HPSE), extrakce rozpoustédlem za zvySeného tlaku a
teploty (HPHTSE) a subkriticka extrakce rozpoustédlem (SSE)

Soxhlet — extrakce latky z pevné faze do kapaliny

SPE — extrakce na pevné fazi
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