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ANOTACE

Tato prace je &nhovana literarni reSerSi na téma vyuziti extrakiehiatou vodou fi
analyze tiznych analyi z rozliSnych matric. Extrakceighratou vodou (PHWE) se stava
oblibenou Setrnou extraki metodou proizné tidy slowenin, které se vyskytuji v mnoha
druzich matric, jako jsou environmentalni, potravi@ a botanické vzorky. PHWE se také
pouziva pi ptipraw vzorka pro ziskani organickych kontaminant potravinach za delem
analyzy potravinové bez{eosti a dy/sediment pro (ely environmentalniho
monitorovani. Hlavnimi parametry, které owiji efektivnost extrakce, jsou hlayteplota a
extrakeni doba, rychlost toku aftigani aditiv. Mezi &mito parametry je teplota ten

s

nejdilezitejSi faktor.
Kli ¢ova slova:Extrakce pehratou vodou (PHWE), extrakce.

ANNOTATION

This work is focused on background research onzatibn of pressurized hot water
extraction in various analyses of different masiceressurized hot water extraction (PHWE)
has become a popular green extraction method ffareint classes of compounds present in
numerous kinds of matrices such as environmentall fand botanical samples. PHWE is
also used in sample preparation to extract orgaom¢aminants from foodstuff for food safety
analysis and soil/sediments for environmental nooimy purposes. The main parameters,
which influence the extraction efficiency, are néyribe temperature, extraction time, flow
rate and addition of modifiers/additives. The terapge is the most important among these

parameters.

Key words: Pressurized hot water extraction (PHWE), extraction



OBSAH

1. UVOD ..ttt et e e e e e ettt e e e e e e e nn et e e e nrneeeeaeeans 8
1.1. Extrakce z pevné faze do Kapaliny........ccccccceeeeeeiiiiiiiiiiciiiieeeeee e 9
1.2.  Extrakce z kapaliny do kapaliny...............uuuuuiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 10
1.3, EXtrakce tUNOU fAZi..........oooiiiiiiiie e 11
1.4.  Superkriticka fluidni @XtrakCe..........cevevvuviiiiiiiee e eeeeeeeeeee e 12
1.5.  Extrakce S vyUZitim UlrazvuKLU............cooooiimiiiiiiiiiiciicecce e 15
1.6  MIKroviNNa eXtrakCe.........couiiieieiiiei e e 16
1.7.  Mikroextrakce tuNOU fAzZi...........coooiiiiiiiiiiii e 17
1.8.  Vysokotlaka extrakce rozpod8em...........ccoovvvvviiiiiiiiii e 17
2. EXTRAKCE PREHRATOU VODOU........c.cooviiiiiiireiereeeieisemem e 19
2.1, UVOA O PHWE ....ciuiiiiiiiiieieceietce ettt 19
2.2, Zakladni prinCipy PHWE.........uiiiiiiii e e e 20
2.3. Parametry, které ovlituji extrakéni proces i PHWE...............ccccvvvvvvvvinnnns 22
3. APLIKACE METODY ..ottt e e e et e e et e e e e e e eanas 24
3.1.  Extrakce bioaktivnich sldenin a ¢kavych esencialnich olgj..................... 24
3.2.  Odstrarni organickych kontaminaidntz potravin............ccccccevvvvvvvvvveiiiiennnennn. 30
3.3, Environmentalni VZOrKY.........oooverieiiiiieie et 32
3.4. Pesticidy a herbicidy viglé a sedimentech...............ccciee 35
3.5. DalSi aplikace metody PHWE ... 37
4, ZAVER ....ooiieeee ettt 39
SEZNAM POUZITE LITERATURY ....ouiiiiiiiiiinerieimeiee e 40
SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK ..ottt ettt 42

SEZNAM POUZITYCH TABULEK .....coiiiieiiecteeeeece e 43



1. UVOD

Extrakce je sepatai metoda a iedstavuje jednu z nejznéjhich metod izolace anatyt
z pavodniho vzorku. Z hlediska fyzikalni chemie je chap jako pechod slozky fazovym
rozhranim mezi ddma vzajems nemisitelnymi kapalinami. V analytické chemii sakq
extrakce oznauji i jiné metody, p nichZ je sloZzka sisi prevadna z jedné faze (plynné,
kapalné, pevné) do faze druhé, i kdyZ se jedn& wambsorpci nebo adsorpdi.

Prechod ¢astice z jedné faze do druhé jeagpben interakci molekul rozposdia
s molekulami rozpu8hé latky. Selektivita extrakce je dana povahowplhtiujicich se f

rozpoudtni. Na znalosti typusthto interakci je zaloZena volba vhodného rozpoilest?

Déle je extrakce povaZzovana jako rozhodujici krak g¥ipraw vzorku k analyze.
Klasickeé techniky fipravy vzorki, které spoléhaji na extrakci rozpaihy, jako je extrakce
kapalina-kapalina, ultrazvuk, extrakce Soxhleterda&i metody se stale pouZivaji. AvSak
tyto traditni metody mohou bytaso¥ nara@né s nizkou efektivitou extrakce a také vyzaduji
velké mnoZstvi organickych rozpo&del. V poslednich letech je neustaly pokrok
v extrakinich technologiich s vyvojem novych a jednoduS$tatod pro pipravu vzork,
jako je superkriticka plynna extrakce, mikrovinnérakce, extrakce sitenou tekutinou a

extrakce pehratou vodou™

Extrakéni soustavy lze roztit podle skupenstvi fazi, mezi kterymigehazi slozka:

Z pevné faze do kapaliny: poZzadovana slozka seotgtpve vhodném rozpousite,

ostatni sloZzky ne, n&p Soxhletova extrakce.

Z kapaliny do kapaliny: tato extrakce je zaloZzeaaardlovaci rovhovaze v soustae
nemisitelnych kapalin, extrahovana slozkeghazi do rozpouidla, ve kterém je lépe

rozpustna.

Z kapaliny na pevnou fazi: selektivni metoda, kizaéhycuje poZzadovanou slozku.

Z kapaliny nebo plynu na pevnou fazi: obdoba exwalpevnou fazi, ve které

zkoncentrovani analytu nastava adsorpci na polypoéryvajici Kemenné viakng



1.1. Extrakce z pevné faze do kapaliny

Tato metoda se vyuzZivargoevSim v analyzach v potraviském pémyslu (extrakce
tuka a olefi), v chemickém gmyslu se uplaiuje mér. Dale se pouziva k izolaci jedné nebo
vice latek z firodnich materidl. Voli se co nejselektivijSi rozpoustdlo, aby se v daném
rozpoustdle rozpustila pouze pozadovana slozka a ostatriexteahovany material se musi
casto rozmilnit. NejcastjSi extrakni pristroj pro tuto metodu je tzv. Soxhiet extraktor,

ktery se pouziva pro opakovanou extrakci, nebcaktdr dle Twisselmann&’
Princip Soxhletovy extrakce:

Pri extrakci v Soxhleto¥ extraktoru dochazi kizolaci analytu z tuhého kmorTato
metoda pat mezi nejstarSi extrgki metody, zarouve je sodasti normovanych postipa
¢asto byva pouzivana jako standard pro nové techRilgni Soxhlatv extrakni péistroj byl
vyvinut jiz v roce 1879. Soxhletovou extrakci Izesdhnout vysokych Wika, ale vSe je

na Ukor dlouhé extraki doby a velké spiby rozpougdel. !
Instrumentace a postupi gxtrakci v Soxhleto¥ extraktoru:

Aparatura (viz obrazek 1§ je slozena z varné blay, extrakniho nastavce a chlag.
Extrahovany vzorek je vioZen do patrony. Extrakpatrona je zhotovena diwe papiru, nebo
ze skla (vyhoda skleéné patrony je opakovatelnost pouZiti, naproti tonilnodou papirové
patrony je cena). Rozpoudto se pivede ve varné bime k varu, kondenzuje uvhithladte
a odtud kape do patrony se vzorkem, kde dochazitrékei. Po napléni skedni casti
extraktoru dojde pomociigpadove trubice k vypusti extraktu do varné &y a cely proces
se opakuje. Izolovand latka musi byt stabiliiitgplo® varu rozpousdla. Vysledny produkt
je nutno zakoncentrovat, Ziebdu velkého nidéni, odpaenim rozpougtia. ™



1. Zpétny chladé
2. Extrakéni nastavec H
3. Varna baka 1,

Obrazek 1 - Soxhlet extraktor ©

1.2. Extrakce z kapaliny do kapaliny

Podminkou této extrakce je ustanoveni rovnovahy inmb&ma nemisitelnymi
kapalinami. Jedna se o tzv. kgpavani. Extrahuje se slozka zvodného roztoku
do organického rozpoustla, které je s vodou nemisitelné. Po fepani se vdici nalevce,
neiastji hruskovitého tvaru, ustavi rovnovaha, ktera gpgana Nerstnovym roZldvacim
koeficientem Cim vy33i je hodnota tohoto koeficientu, tim vy&ppdil slozky v organickém
rozpoustdle. Hodnota by ®la byt vyrazi vysSi jak jedna. Slozka se ale v roztalasto
objevuje ve vice formach, napslaba kyselina v roztoku disociuje a proto se ugiuje
rozdlovaci pongr. Rozdlovaci pongr je mensi nez roztbvaci konstanta, tudiZz disociace

negativré ovliviiuje extrakci™

Klasickou extrakci kapalina — kapalinaiteme dale rozdit:

Podle druhu extrahované latky
» Extrakce organické latky — jedn& sé&smou o pimou extrakci do organického
rozpoustdla.
» Extrakce anorganické latky — anorganicka latkagesednych roztocich ne&gst;ji
ve forme iontd, extrakce v této podeéldo malo polarnich rozpoustel neni mozna
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a tudiz musi byt f@vedeny na vhodnou, ®eptji elektroneutralni komplexni
sloweninu (chelaty).

Podle zpisobu provedeni:
» Jednostufiova — po smichani kapalin dojde k ustaveni jedménaovahy mezi
fazemi.
 Mnohostugiova — opakovana jednosiigva extrakce vé&kolika oddtlenych
krocich.
* Kontinualni — je zaloZzena na mnohonasobném ustak@movahy, kdy jsou

nemisitelné faze neustale ve styku a v protiprougéhybut
Volba extrakniho rozpou&dla vychazi z pozadavk

* Omezena misitelnost s extrahovanowsinidilezité, aby se vytudy 2 faze),

* Velmi dobra rozpustnost extrahované slozky v nouw&apoustdle (vyhodny
rozclovaci koeficient),

* Rozdilna hustota rozpodslia a smisi (nutné rozdleni obou fazi),

* Dostaténa tkavost ( z dvodu destilaniho zahu&ni vzniklého extraktu a
regeneraci rozpouitla),

* Snadna dostupnost,

* Nizké& cena,

* Nizky bod tuhnuti,

« Ostatni poZadavky — netoxické, nekorozivni, co gefnmolavé. !’

Tyto pozadavky nelze vzdy v painé mie dodrzet, ale jer¢ba najit kompromisi

ekonomicky vyhodnéeseni!®!

1.3. Extrakce tuhou fazi

Extrakce tuhou fazi (SPE Solid Phase Extractigne metoda vykonna a dostupna pro
rychlou a selektivni ippravu vzorku. Je to metoda jednostapa. Molekula latky se
zachytava na tuhém sorbetu, kterym protéka vzaelkaké nazyvana jako chemicka filtrace.
Tato metoda je vyhodjsi z divodu selektivity a uSstni organickych rozpouftel. Je

vyuzivdna procisténi latek, pro zakoncentrovani stopovych mnoZsttéklaa také pro
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vyménu rozpousdtdel. Vhodny sorbent volime na zéktadnalytu, dale podle toho jaky
pozadujeme stupietistoty, z jaké matrice je analyt extrahov&t!

Vybér vhodného sorbentu — sklada se z vice vSeobeaharakteristik:

a) funkénost: jedna se o vyjéeni afinity sorbentu kiznym organickym latkam,
ktera zavisi na jvodu funkénich skupin vazanych na povrchu sorbentu a na
jejich celkové orientaci na povrchu,

b) velikost ¢astic a jejich tvar: mengiastice poskytuji &3i povrchovou plochu a
kolony naplgné tmito ¢casticemi maji ¥tSi Einnost, ale vstupni tlaky musi byt
VySsSi,

C) velikost plochy povrchu: sorbenty, které maitSi plochu povrchu, maji&si
pocet aktivnich mist a je tedy efekti&jgi akumulace latek,

d) velikost pofi: tento faktor je nefdmo unerny velikosti povrchu (velikost pérby
méla byt pro akumulaci latek co nejmensi),

e) chemicka inertnost: zémou kvality povrchu by doslo ke snizeni akumulatek.
[10]

Druhy sorbent:

a) nepolarni sorbenty — oktadecyl, oktyl, cyklohexghyl, silikagel,

b) polarni sorbenty — silanol, 3-(2,3-dihydroxypropipxppyl (DIOL), aminopropyl,
kyanopropyl %

c) ostatni — uhlikové sorbenty (vysoka chemicka akBimi stabilita, ndfeni Ize
provadt v irokém rozsahu pHJ'? uhlikové sorbenty se pouZivajfi gachyceni
aromatickych uhlovodik chlorovanych aromatickych uhlovodila polycyklickych

aromatickych uhlovodikz vody.*!

1.4. Superkriticka fluidni extrakce

Superkriticka fluidni extrakce (SFE Supercritical Fluid Extractiop se z#&ala rozvijet
v sedmdesatych letech 20. stoleti, kdy se objexgl&é mnozstvi patettv oblasti farmacie,
potravindstvi a parfumerie. OvSem jiz v roce 1879 pozorottinnay a Horgath zvySenou

rozpoustci schopnost tekutin v nadkritickém stavu (rozpéniSt jodidu draselného

12



v nadkritickém ethanolu). Byly extrahovanyzné latky zaje, kakaa, chmele, tabaku r&oi
a olejnatych semef? Je to &inna izola&ni metoda, ktera eliminujeskteré nevyhody fimé
kapalinové extrakce kapalin a tuhych latek, jakdlmuha extraéni doba a zisk rfeadinych
extrakti vyZadujicich zakoncentrovani — &e$eji ve stopové analyze. SFE je relativn

rychl4 metoda a odstraje nebo vyraz&iomezuje pouZiti organickych rozpogdil. O3
Nadkriticka tekutina

Nadkriticka tekutina vznika zaftim plynu nebo kapaliny na teplotu vySsi nez jedka
teplota pi sowasném stl&eni na hodnotu vysSi nez je kriticky tlak. Obecrgrtp-T
fazového digramucisté latky s vyznéenim oblasti nadkritické tekutiny je znazémn
na obrazku 2. Sila a hustota nadkritické tekutizgyregulovat pomoci tlaku a teploty, tim Ize
dosahnout viastnosti organickych rozpedét. Tekutina v nadkritickém stavu ma rozp&uast
vlastnosti blizici se kapalinam a viskozitu a difita bliZici se plyim (Tabulka 1)

Tlak

9 " \ SFE

|
]
Il

Trojny bod

Teplota

Obrézek 2 p-T fazovy diagramgisté latky™*"

Tabulka 1 Vybrané vlastnosti plyni, nadkritickych tekutin a kapalin ™

Hustota [g-cm?3] Viskozita [Pa-s] Difuzivita [cm?2-§t]
Plyn (0,6 —2,0) - 1® (0,5-3,5) - 10 0,01-0,1
Nadkriticka tekutina | 0,2 —0,9 (0,2-1,0) - 10 33.10-0,1- 10
Kapalina 0,8-1,0 (0,3-2,4) - 18 (0,5-2,0) - 10

13




Vlastnosti nadkritickych tekutin:

a) Jsou stkitelné, Ize nénit jejich hustotu (zrnou hustoty Ize ®mit rozpouskci
vlastnosti).

b) Dale viskozita je nizSi u nadkritickych tekutieZz u kapalin, proto Ize dos&hnout
rychlejSiho pevodu hmoty.

c) Vysoka difuzivita a absence povrchového giama za nasledek snadné pronikani

nadkritickych tekutin do pértuhé faze, a timainnou extrakci analyti z por. 4

NejlepSi a nejpouzivajsi extrakni tekutina je oxid uhtity, ktery je netoxicky,
nehdlavy, bezpeny, levny, dale Ize snadno dosahnout kritickéhoubmdnadno sasti. M1

Oxid uhlicity je nepolarni, Ize jej pouzit pouze pro izolaepolarnich a malo polarnich
latek. Ri extrakci polarnich latek se k nadkritické tekstptidava polarni rozpoudtlo, tzv.:
modifikator. Nej&zr¢ji pouzivanymi modifikadtory jsou ndiklad methanol, ethanol,
acetonitril, kyselina mravein kyselina octova, chloroform. Pouziti modifikatowyrazré
zvysuje vyEznost extrakcd!”

Pouziti nadkritickych tekutin pro extrakce je dgmedevsim snahou vyuZigkterych
vyhodnych vlastnosti latek vtomto stavu k optimadi stavajicich extr&kich postup

(extrakce v Soxhletavextraktoru, extrakce pomoci ultrazvukt}!
Instrumentaceip SFE:

Z hlediska provedenistime extrakci na statickou a dynamickou.

o Pxi statické extrakci je extr&ki cela se vzorkem nagima tekutinou a cely
systém je ponechan v klidéimz dochazi k ustaveni rovnovahy. Peéitérdole je
extrakt vypusin do skrné nadoby a cely postup je opakovan.

* P¥i dynamické extrakci je rozpouwstio kontinual cerpano skrz extraki celu
se vzorkem. Vyhodou dynamické SFE je, Ze vzorek peustalém kontaktu

s erstvym rozpoudtlem. Tento typ provedeni je mnoheéast;jsi. *°

Zatizeni pro analytickou SFE se sklad&kalika casti (obrazek 3xerpadlo nadkritické

tekutiny, extrakni cela, omezovapritoku (restriktor) a zZigzeni pro zachyt extraktu.

14
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pumpa

pxtrakéni
cela

I

topeni restriktor ﬁ

inertni plyn shé&rna nidoba

rozpouitédle

Obrazek 3 Schéma SFE zdzeni™®

Cerpadlo nadkritické tekutiny — ¢erpadlo musi poskytnout poZadovanyitpk a tlak
(do 40 MPa) nadkritické tekutiny bez tlakovych gul®bvykle se pouzivaji pistové pumpy
b&Zné pro kapalinovou chromatografi’

Extrak ¢éni cela— ¢erpand tekutina proudirgs ventil do extraini cely, ta je nejpstji
zhotovena z nerezové oceli, je konstruovana s ehteda pouzity pracovni tlak. Na vyrobu
tésneni je nutné pouzit inertni material (teflon). Exttai cela je umigha v termostatovém
plasti.[°

Omezova pratoku (restriktor) — slouZi k redukci tlaku na vystupu z exttak cely
a kpevodu extraktu do s$mného zéizeni. PouZivaji se linearnitdtmenné kapilarni
restriktory s polyimidovym ochrannym filmem. Nadigka tekutina s rozpudtou latkou
proudi se viastajici rychlosti restriktorem. U konce ma anagndenci vypadavat v tuhém
stavu z dvodu poklesu tlaku, tomuto efektu Ize zabranitiiyénim restriktoru. Extrahovana
latka mize vypadnout viiznych podobach, které zavistegevSim na tepldtrestriktoru a
pritoku tekutiny !*!

Zarizeni pro zachyt extraktu — ¢im menSi je pitok, tim Iépe Ize zachytit
vyextrahované latky. Zachyt extraktutube byt proveden ndiklad pondenim konce
restriktoru pod hladinu organického rozp@d$a, do gehratych par rozpoudtlla, dale na

tuhy sorbent, nebo na inertni materf4!.

1.5. Extrakce s vyuzitim ultrazvuku

Extrakce s vyuzitim ultrazvuku (USBUHtrasonic Extraction se provadi v ultrazvukové
lazni, nebo pomoci ultrazvukové sondy, kdy rékmny vzorek je v kadince smichan

s vhodnym rozpou&tlem. Pomoci sondy Ize nastavit dobu a teplotuakxtr a dale lIze
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ovlivnit U¢innost extrakce volbou intenzity energie. Vlivenmragvuku dochazi k rozpadu
tuhého vzorku, ktery byl smicham svhodnym rozpalétm. Analyt pechazi

do rozpou&tdla a pro odd@eni extraktu nasleduje filtrace. Ziskany extra&tzakoncetruje
odpaenim rozpougdla. *°!

Je to rychla, jednoducha a levna extrdkmetoda. DalSi vyhody této metody jsou:
zvySeni extrakniho vy€zku a urychleni fevodu analyt mezi tuhou matrici a rozpowgtem.
Ultrazvukova sonda sniZzuje provozni teplotu, prite extrahovat i &které termolabilni
sloweniny. Extrakni vytzek zavisi na druhu pouzitého rostlinného materialyeho
hmotnosti, dale na volrozpoustdla, frekvenci a teplétextrakce!”

Pomoci této metody Ize stanowviizné skupiny slotenin. Jako jsou latky nizko polarni
(vosky, terpeny), sédre polarni (tuky, alkaloidy, fenolové sldeniny) a také latky vysoce

polarni (sacharidy, proteiny, peptidy, glykosidy}
1.6. Mikrovinn& extrakce

Mikrovinna extrakce (MAE-— Microweve-Assisted Eextractjoje metoda, ktera se
pouziva ke zvysSeni efektivity klasické extrakcey kd pouZzito rozpoustlo. Vzorek je
béhem extrakce promichavan ardn (vyhodné u extrakce tuhych vzaykDale kvali vySsi
teplot€ je aplikace této metody mozna pouze u termostahilislogenin. U mikrovinné
extrakce lze pouzit pouze polarni rozpédkt, protoze nepolarni nejsou mikrovinami
ovliviiovany. *® Mikrovinné z&eni pronika do materialu a spolu s polarnimi moleui
rozpoustdla dochazi k tvorbtepla a cely material se iota stejnondrné. ZvySuje se tim
migraéni rychlost rozpughych ionfi a tim penetrace rozpoadta do tuhé matrice a to
usnaduje uvolréni cilovych analyt. ™7

K dispozici jsou dva typy MAE systém

a) Uzawené nadobky potizenym tlakem — uzdgny systém se pouziva pro velmi

vysokou extraéni teplotu*”!

b) Soustedné systémy pracujiciiipatmosférickém tlaku — jsou provad/ pouze

v maximalni teplat stanovené bodem varu rozpaiasa. *"!
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Tato metoda se vyuziva awbdu efektivity, rychlosti a Usporam oproti Soxbhat
extrakci. V praxi se pouziva pro potravisiéou analyzu (analyza mastnych kyselin, pesticid
atd.).™*®!

1.7. Mikroextrakce tuhou fazi

Mikroextrakce tuhou fazi (SPME Solid Phase MicroExtractigrie modifikaci extrakce
tuhou fazi a nevyzaduje slozitou instrumentacindese o metodu praripravu organickych
vzorka, kterd nepouziva rozposéta. Cely proces je dvoustipvy a zaloZzen na sorpci
analytu na kemikové vldkno, které je pokryté vhodnou staciondézi. V prvnim kroku
dochazi k rozéleni analytu mezi matrici a stacionarni fazi nakmtaa ve druhém nasleduje
desorpce z vlaknatipno do analytického fjstroje. Tato metoda se nepouziva pro upiné
vyextrahovani latky z matrice, ale jako extrakcepiEsié danych podminek do rovnovazného
stavu. Pro kazdou aplikaci je ovSemipbt optimalizovat podminky extrakce ghbm kazdé
analyzy je neustale udrZzovat konstantni. Hlavniodgh mikroextrakce sgova v Uspoe
rozpoustdel. Nevyhoda je limitovany objem stacionarni fAZzané na vlakn SPME je
metoda velmi citliva a Ize pouzit i pro analyzu @lgnich i nepolarnich rozpodgtech
a vyuziva se pro analyzu vzdrk potravindstvi, tiznych aromat, ale i farmaceutik a vziork

enviromentalnich:o!

1.8.Vysokotlaka extrakce rozpousédlem

Vysokotlaka extrakce rozpowslem (PSE - Pressurized Solvent Extraction
PFE — Pressurized Fluid Extractignje extrakce tuhé latky kapalinou. Provadi sg¢ p
zvySenych teplotach v rozmezi teplot 50 — 200 °ttaku 10 — 15 MPa. Je prov&th pod
tlakem, ktery udrzuje rozpoustio v kapalném stavuipvysoké teplat. Extrakce je podobna
extrakci nadkritickou tekutinou. Rozpod&dlo je kEhem celého procesu pod kritickymi
podminkami*” a tim ziskava vhodné vlastnosti (nizk& viskozitgsoka rozpousti
schopnost). Lze pouzit i organicka rozp¢dH, ktera se pouzivajitipSoxhletow extrakci.
Pristroj ovSem musi odolavat vysokym tiak a zarové musi povolit zvySeni teploty nad

atmosféricky bod varu rozpoggta. Extrakni patrony jsou vyrobeny z nerezové ocgfl.
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Mezi vyhody vysokotlaké extrakce rozpatdiem pati snizeni mnoZstvi pouzivanych
organickych rozpouétlel, tudiz snizeni nakladna pdizeni a likvidaci &chto organickych
rozpoustdel. Dalsi vyhodou jéasova nenatmost.*”

Extrakce se vyuziva pro izolaci termostabilnich amigkych polutarit z Zivotniho
prostedi. Dale byla pouzita pro stanoveni obsahu kokuailistech koky a izolaciifirodnich
latek z rostlinné matrice™ VyuZivd se také pro extrakci tiukz biologickych tkani
a ze vzork z potravin *®
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2. EXTRAKCE P REHRATOU VODOU

2.1. Uvod do PHWE

Vyuziti extrakce pehratou vodou (PHWE Pressurized Hot Water Extractipie diky
své Setrnosti k Zivotnimu présti mnohem vyhodfi, neZ pouZziti organickych
rozpoustdel. Navic voda je snadno dostupna, netoxicka t@embyt recyklovana nebo
likvidovana s minimem environmentalnich probtémrudiz se PHWE stavacianou a
nizkonakladovou metodou extrakce pro gpalarni organické slaeniny z midy, sediment
a rostlinného materiall?!

Aplikace stl@ené vody, jako extrahki fluidum @i zvySené tepl@; bylo poprvé zmiéno
v praci Hawthorna a jeho spolupracovinik extrakci gkterych polarnich a nepolarnich
analyti ze vzorki pady v r. 1994. Tato pracefipesla dilezity poznatek o tom, Ze polarni
voda miZe byt gemenéna na vhodné extraki rozpoudtdlo pro organické slaieniny gi
urcitych teplotach &izeném tlaku®™

Pojem ,stl&@&end horkad voda“ se pouZziva pro ozva kondenzéni faze vody mezi
teplotou od 100 °C (bod varu) do 374 °C (kritickydovody). Dale se pouZzivaji terminy, jako
~super-horka voda“, gsre-kriticka voda“, ,pod-kritickd voda“, vysoko-teploi extrakce*
a ,extrakce pouzivajici horkou stenou vodu“. U metody PHWEugtava hustota vody
v rozsahu teplot té&h konstantni, a proto ovliwmi vlastnosti vody dinkem tlaku je
minimalni. BBhem extrakce je pt#ba mirny tlak, aby se udrzela kondemidaze vody. B

poklesu teploty pod bod varti gakémkoli tlaku se bude tvib super-horka pard’
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2.2. Z&kladni principy PHWE
* Fyzikalre-chemické vlastnosti vody a jeji amy

Voda je vysoce polarni rozpoudto. Fi pokojoveé teplat neni vhodné pouzit vodu pro

extrakci nepolarnich nebo organickych slewnin. DileZitou veltinou pi extrakci vodou je

dielektrickd konstantag], ktera je vysokaip pokojove teplat a atmosférickém tlaku. Kdyz
se teplota vody zvysi, dojde k poklesu jeji viskpa povrchového n&pi, ale zvysi se jeji

vodivé vlastnosti. B zvySené tepl@t udrzime vodu dostateym tlakem v kapalné forén

Timto krokem klesne hodnota dielektrické konstanfyivodnichg = 80 (i 25 °C nag = 27

pii 250 °C a 50 barech, coz je podobné jako u methaigo= 33) a ethanolus(= 34) @i 25

°C. Za &chto podminek se voda chova jako specifické ordg@nrozpoustdlo, které nize

rozpustit Sirokou $kalu médii a nizko polarnichlgrial®

* Extrakéni mechanismy

Extralkéni mechanismy metody PHWE zahrndfyii nasledné kroky, které probihaji
v extrakini cele napléné roznéinénym a zvazenym materialem s vysokym obsahem pisku.
Pisek musf byt dokonale rozprst, aby nedoslo k zablokovani systéHiiz”

Prvni krok je desorpcefigad z tiznych aktivnich mist ve vzorkové matrici za zvysené
teploty a stlgeni. Druhy krok zahrnuje difazi extrahovaného fluido matrice. Nasledn
v zavislosti na vzorku matrice, setigady mohou oddit od vzorkové matrice
do extrahovaného fluida a nakonec byt chromatagoafivylouwteny z extrakni cely do
shsrné nadobky™®!

Diive byl extrakni mechanismus PHWHEipisovan termodynamickému modelu, ktery
zahrnoval 2 kroky. Nejive musi byt slokenina desorbovana ze svychivpdnich vazeb
ve vzorkové matrici a poté je skmnina vylodena ze vzorku Zsobem analogickym
k frontalni eléni chromatografii’®

ZvySenim rozpustnosti, ¢cinnym penosem hmoty a dale naruSenim povrchove
rovnovahy lze zvysit extr&ki icinnost PHWE. JestliZze je voda plynule zaygal gi PHWE,
zlepSuje se ignos hmoty, a tudiz se zvySuje rychlost extrakadkdl roli zde hraje tlak,

ktery miZze usnadnit extrakci ze vzdrkkdy analyty jsou wznény v matrénich pérech.
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Pomoci tlaku se dostane voda do mist matric, karsebyoda p atmosférickém tlaku nikdy

nedostalal®
¢ |nstrumentace

Zakladni experimentalni aparatura pro PHWE je podoke, kterd se pouZivéip
vysokotlaké extrakci rozpoustiem (PFE). Manipulace svodou je sng8h oproti
zkapalgnému CQ pii SFE. V laboratornich podminkach od#tigeme z vody fitomny
rozpusény kyslik, z divodu potl&eni potencialni oxidai koroze extraéni cely.?

Klasicka aparatura se sklada ze zasobniku veédspadla na transport vody, topeni,
tlakové nadoby, kde dochazi k extrakcifispoji na nefeni tlaku v systému a &tmé nadoby
pro extrakt?!

Obecr je aparatura popsana na schématu (obrazek 4). Zaipeni se sklada z
piedeltaté nerezoveé civky, ktera zajige provozni teplotu vodyipd vstupem do extraRi
cely. Po naséti vodyerpadlem dochazitpzvysené teplat k extrakci. ZvySena teplota je
udrZovana plynovou chromatografickou peci. Extrélprocesy se uskutiuji pri tlaku mezi

1 a 6 MPa. Vstupni ptok jefizen zgtnym regulatorem tlaku pro vytveni protitiaku

reguldtor tlaku

topeni

|

pumpa
degasér
| ¥
/ f shérna nidoba

pfedehfivana civka /

extrakéni cela

Obrézek 4: PHWE obecna aparatura®”
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2.3. Parametry, které ovliviiuji extrak éni proces gfi PHWE

Hlavni parametry, které ovliwji selektivitu a extraéni ieinnost PHWE jsou teplota, tlak,
doba extrakce, rychlost fgoku a modifikatory/aditiva. Tvar extraki cely a snr toku ma
maly efekt na vyZnost analyt ze vzorki. Y Extrakeéni (ginnost PHWE jefasto srovnavéana
s dalSimi referatnimi metodami, jako je za@ivani pod refluxem, Soxhletova extrakce,

ultrazvuk.BI20

* Teplota

Hlavnim faktorem, ktery ovlifiuje extrakni &inek a selektivitu i PHWE, je teplota.
Muze ovlivnit fyzikalre-chemické vlastnosti vody a takétugobit rozklad termakhlabilnich
analyty, piripadré hydrolyzu. B PHWE je extrakni teplota vody nad bodem varu. ZvySenim
teploty lze také dosdhnout vlastnosti, jako jsosoka difuze, nizka viskozita a nizké
povrchové nagti. ZvySeny tlak pary a rychlé teplotni desorpcewrkané sloteniny z matric
mize zvysit extraéni Gsinnost PHWE.?? Vysoka teplota také &ni vlastnosti vody a je
piicinnou toho, Ze se polarita vody blizi nepolarnimu&ninam. To zvySuje rozpustnost
mére polarnich slotenin ve vod pri extrakci z fiznych matric 222412501281 Mnozstvi PAU
(polycyklické aromatické uhlovodik) extrahované =zedimeni se @ teplo& nad
250° C nezvysuje, aleipvysokych teplotach dochazi k degrad&di.Dale stigena voda p
teplog vétsi nez 300° C mize zvysit rozpustnost a extek (cinnost PHWE pro nepolarni
organické Skodliviny, kili klesajici dielektrické konsta#t'?® Proto je nutné systematicky
udrZovat optimalni teplotu prafslugné tidy slowenin.™

U herbicidi, jako jsou fenolové kyseliny se zjistilo, Ze detyj pii relativne nizkych
teplotach nad 120 C. Proto PHWE ma vyznamny dopad na exinakiinnost slodenin

h!232429] Bjoaktivni a &inné sloweniny v rostlinach mohou byt

piitomnych v rostlinac
nepolarni nebo polarni a mohou byt také tegldabilni a nachylné k hydrolyze. Aby mohli
byt extrahovany nepolarni skéeniny z rostlinné matrice, jéeba aplikovat teplotu az 26@
(Tab. 2). Bi aplikované teplat nad 250 °C byla pozorovana degradacé€inonych slogenin
jako je steviosid, rebaudiosid A, berberin, aristbicovd kyselina, baiclein, glycyrrhizin,

tanshionon | a IIA a dal$ich rostlin pouzivanycmedicire. Bl20231241129130]
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e Tlak

Pomoci tlaku se upravuje skupenstvi vody. Mirnkytlgako 1,5 MPa  200° C a 8,5
MPa i 300° C, jsou nutné, aby voddigtala tekuta. # extrakci miZe tlak kolisat od 1 do 8
MPa, avsak nadinnost extrakce pomoci metody PHWE to nema velkktef’

Upravou tlaku se nezlepSila vghost organickych 3Skodlivin z pevnych vzork

esencialnich oléjz l&ivych rostlin a ginsenosidz amerického zenserftf?% 28]

* Modifikatory a aditiva

Pro zvySeni rozpustnosti andlytve vod se pidavaji rektera organicka nebo
anorganické aditiva, pejpads modifikatory.™

Dale mohou fi zvySené teplat ovliviovat fyzikalré-chemické vlastnosti vody, nap
amoniak, 5%ni ethanéf, siran sodny?”

Bylo zjisttno, ze vysSiho mnozstviippdniho sladidla z kenu Iékdice (Glycyrrhiza
glabra) muze byt dosazeno prdéstnictvim PHWE s rozpuStym amoniakem. Také se

zvysuje extrakce antokyarnz cerveného zeliip pouZitim 5 % etanold®
» Dynamicky a staticky zgob extrakce
PHWE se niZe provadt bud” staticky, nebo dynamicky.

Pri dynamické extrakci jsoutdeZité parametry extrgki doba a rychlost toku. Extréki
doba zavisi na extraki teplog, charakteru matrice a analyzovanych latkadh.PPWE je
voda tl&ena do uzké vzorkovnicetipvysokém tlaku, ktery extrakci urychluje. AvSak
prodlouZzena doba ébvu miZze mit za nasledek rozklad steminy, a proto je velmitdezité
optimalizovat extraéni dobu. B pouZziti dynamické extrakce dochézi k rovnovazedye
kdyz secisté rozpou&dlo plynule cerpa do vzorku. Tudiz je peba étSi objem vody ve
srovnani se statickym #pobem. Ritokova rychlost fi dynamické extrakci je 1 nebo 1,5

ml/min. Vy3&i rychlost pitoku zlep$uje &inek extrakce vysoce koncentrovanych viofR

Pri statickém zfisobu je dinek extrakce zavisly na rozpustnosti slenin @i zvySenych
teplotach a na konstantovnovahycastic. Vysoce koncentrované vzorky a nizko rozpustn

analyty mohou byt nedokonale extrahovanyizatiu omezeného objemu pouzité voldy.
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3. APLIKACE METODY

Metoda PHWE se pouziva zejména pro pevné &qad/zorky, protoze tyto matrice jsou
vice kompatibilni s gitokovym extraknim systémem. &né metody PHWE se Gspe
aplikuji pri extrakci gichuti, vini a také bioaktivnich sl@enin (Tabulka 2) z potravin a
rostinnych materid@. Dale se metody PHWE pouzivaji pro extrakci orgych
kontaminani z potravin v rdmci analyzy potravinové nezavadn¢sabulka 3). Zniny
fyzikélné-chemickych vlastnosti vody umindji extrakci nepolarnich organickych latek, jako
jsou polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU) a pdhlorované bifenyly (PCB), ze vzark
pudy a sedimerit (Tabulka 4). Dale se PHWE vyuzivdi gxtrakci pesticid a herbicid
z pady a sedimerit(Tabulka 5)!

3.1. Extrakce bioaktivnich slouenin a &kavych esencialnich olaj

V poslednich letech se PHWE postégtava vhodnou metodou pro izolaci bioaktivnich
a vyzivovacich slotenin z rostlin a potravinovych matedalPHWE je pima metoda pro
extrakci analyzovanych latek a vyextrahované agalyepotebuji dalSi ¢isténi. Tato
skute&nost sniZzuje celkové naklady celého procesu. Vadxavané analyty jsou bezpe pro
dal3i testovani, zpracovani a lidskou &piot.™

Metoda PHWE napodobuje tr&di pripravy bylinnych preparat Tento proces se sklada
z rekolika kroki, které probihaji ve vrouci védNagriklad pri extrakci slodenin zGastrodia
elata a Stevia rebaudianapomoci PHWE, je d&innost srovnatelna nebo vysSi ne# p
zahivani pod refluxem s pouzitim vodg'1*!

V tabulce 2 jsou dale uvedeny optimalni podminkyWHHpro extrakci ¢kavych latek
z rostlin. Extrakce é&kavych esencialnich olgjz Cuminum cyminum L .kterd probiha ip
teplot okolo 150 °C, tak pouzitim PHWE poskytuje sroviraia vy€znost se Soxhletovou
extrakci a destilaci vodni pardt.

Pri extrakcich Borneolu a Pulegonu zrostlinnych mate byly opst vysledky
srovnatelné s dalSimi metodami extrakce, jako jdestilace vodni parou a Soxhletova
extrakce. Proto je PHWE povazovana za rychtigtpu a vysoce dinnou extrakni metodu
pro €kavé slozky obsazené v rostlinadH.

PHWE je také &nou metodou extrakce skmnin z potravinovych material

(Tabulka 2).PIBH32 stapilita tchto slowenin byla studovanaripzvy$ené tepl@t Nasleds
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byla porovnana extrgki (€innost s jinymi metodami extrakce. Népad pi extrakci
celkového cukru, fitomného v odténénych ryZzovych zrnkdch, byla extrak &innost
nejvyssi praw pii pouziti PHWE (i 200°C).BY

Pri extrakci katechift a proantokyanidiih ze suchych hroznovych semen jsou vysledky
extralénich (&innosti srovnatelné s konvri extrakci se 75%-nim metanolef!

Pri pouziti PHWE bylo usgsre izolovano a nasle@nstanoveno pomoci metody HPLC 5
raiznych  kapsaicinoi ptitomnych v paprice  (nordihydrocapsaicin,  kapsaicin,
dihydrocapsaicin, isomer dihydrocapsaicinu a hoimgfiocapsaicinu}’

Déle byly napiklad ze deva extrahovany flavonoidy a nejefekiiysi extrakce bylo
dosazeno i teplot 150 °C, tlaku 22 MPa a celkové&fase 35 minut. Extrakty byly nasledn

analyzovany pomocéthto metod -GC-FID, GC-MS, HPLC-UV a HPLC-M§&®!
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Tabulka 2 Extrakce bioaktivnich slowenin a tkavych esencialnich olaj

o Cas
. o Tlak . Pratok o .
Analyty Matrice Teplota (°C) (MPa) Provedeni (mlimin) ((arﬁti;%kce Referen éni metoda Metoda analyzy Zdroj
Rostliny
Steviosid, rebaudiosid A Stévie sladka 100 1,1-1,3 Dynamicka |1,5 15 Reflux HPLC [23]
Gastrodin, Vanillyl alkohol Orchidej - Gastrodia elata | 100 0,8-1 Dynamicka |1,5 20 Reflux HPLC [29]
Fenolové slou¢eniny Okurka horka 150-200 10 Dynamicka |2,0 320 Soxhletova extrakce Studie antioxidantd [24]
Tanshinone | a IIA Salvéj cervenokofenna 95-140 1-2 Dynamicka |1,0 20, 40 Soxhletova extrakce HPLC, LC-MS [30]
Esencialni olej Puskvorec obecny 150 5 Dynamickd |1,0 5 Destilace s vodni parou GC-MS [3]
Esencialni olej Fructus amomi 160 6 Dynamickad |1,0 5 Destilace s vodni parou GC-MS [3]
Borneol, terpinen-4-ol, Francouzské& majoranka 100, 125, . Destilace s vodni parou,
carvacrol (dobromysl) 150, 175 6 Dynamicka | 2,0 30 Soxhletova extrakce GCxGCITOF-MS (3l
Esencialni oleje Oregano 100,125 |48 Dynamicka |1,030 |30 - GCXGCITOF-MS 3]
Pulegon, terpinen-4-ol, rans- | 7,014 taurica 150 6 Dynamicka | 2,0 30 Destilace s vodni parou, pfiima | . s c/roF-Ms 3]
carveol, verbenon termalni desorpce
Glycyrrhizin Lékofice lysa 30-120 0,5 Staticka - 60-120 - uv [3]
Antokyany Brukev zelna 80-120 5 Staticka - 11 - HPLC [3]
Antraguinones Morinda citrifolia (Noni) 80, 120 4 Dynamicka |4,0 120 - HPLC [3]
Kysellns,a galqva,_ kyselina Vrcholak chebuli 120-200 4 Dynamicka |2,0-4,0 150 Soxhletova extrakce, E,Xt rgkce .| Studie antioxidant( [3]
ellagova, corilagin horkou vodou s pomoci michani
Kravinec Spanélsky 0.5, 1,0;
Saponiny, cyklopeptidy . paneisky. 160 52 Dynamicka | 2,0; 4,0; 80 Extrakce ultrazvukem HPLC [3]
Kravinec polni 80
Terpeny (pinen, limonen, . 100, 150, ) s ) .
camphor, citronellol, carvacrol) Bazalka a oregano listy 200. 250 Staticka 30, 300 Soxhletova extrakce GC-FID [3]
Tékavy olej Kmin fimsky 100-175 2 Dynamicka |2,0; 4,0 - Destilace, Soxhletova extrakce GC-FID, GC-MS [3]
Lignany Len sety 140 5,2 Dynamickd | 0,5 400 - HPLC [3]
Rozmarynova kyselina, Rozmaryna lékafska 60-100 10,3 Staticka - 25 - CE-ESI-MS 3]

karnosova kyselina
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Tlak

Pruatok

Cas

Analyty Matrice Teplota (°C) (MPa) Provedeni (mlimin) ((arfiﬁ;kce Referen éni metoda Metoda analyzy Zdroj
Antioxidanty Spirulina platensis (fasa) | 60, 115, 170 | 10,3 Staticka - 3,9, 15 - Studie antioxidantd [3]
Antioxidanty Spirulina platensis 115, 170 10,3 Staticka - 9,15 - MEKC-DAD [3]
. . - . 50, 100, 150, | 3,5; 5,2; s . .
Cedrovy olej Jalovec virZzinsky 200 10,3; 20,7 Staticka - 15 Kapalinova a SFE SFC [3]
1,1-Difenyl-2-pikrylhydrazyl Jam obecny 100 1,34 Dynamicka | 10,0 <180 - HPLC [3]
. . - . 100, 170, S 2,0; 4,0; Extrakce organickym
Anthraquinones Morinda citrifolia (Noni) 220 7 Dynamicka 6.0 18 rozpoustédiem uv [3]
Kyselina shikimova Badyan &insky 30-200 5-15 Dynamickéa g}%ﬁs,o 10 - HPLC 3]
Kava laktony Pepfovnik opojny (Kava 175 6-7 ) 1.0 20-40 Var, Soxhletova aparatura, GC_MS [20]
Kava) ultrazvuk
Ginsenosidy RgL, Re, RD. RS | zensen americky 50,900,120 10,3 - - 10 Extrakce za pouziti ultrazvuku | HPLC [20]
. S 50, 100, 150, | 3,5; 5,2; ) ) Kapalinovéa a superkriticka (CO2)
Cedrovy olej Jalovec virzinsky 200 10.3: 20,7 15 extrakce SFC [20]
Laurel esenciélni olej Bobkovy list 150 ~5 - 2,0 15 Destilace GC-FID, GC-MS [20]
Majorankovy esencialni olej Majorankové listy 150 5 - 2,0 15 Destilace GC-FID, GC-MS [20]
Iridoid 'glyk03|dy (Catalpol, Rozrazil diouholisty - list 100 147 ) ) 30 Maceravctve s rdznymi organickymi CE 120]
Aucubin) rozpoustédly
Antioxida¢ni slou¢eniny Rozmaryn ggbloo’ 150, 4-7 - 1,0 30 - LC-MS [20]
L, 1-Difenyl-2- pikrylhydrazyl, | ;40 ghecny 100 13 - 10,0 <180 - HPLC [20]
volné radikaly,
Ilz?kzymaryn vonné a chutové Rozmaryna |ékarska 125-175 ~2 - 2,0 30 Destilace s vodni parou GC [20]
Berberin Koptis ¢insky - oddenek 95-140 1-2 - 1,0 40 Soxhletova extrakce HPLC [20]
Glycyrrhizin Koren lékofice 95-140 1-2 - 1,0 40 - HPLC [20]
Baicalein Sisak — koren 95-140 1-2 - 1,0 40 Soxhletova extrakce HPLC [20]
Tetradeka-4E, 12E-dien-8, 10-
diyn-1,6, 7-triol, Tetradeka-4E, | Pazvonek chloupkaty - o5 1-2 ) 1.0 40 Soxhletova extrakce HPLC 120]

12E-dien-8, 10-diyn-1, 6, 7-
triol-O-R-d glukosidy

kofen
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Tlak

Pruatok

Cas

Analyty Matrice Teplota (°C) (MPa) Provedeni (mlimin) ((arﬁti;%kce Referen éni metoda Metoda analyzy Zdroj

Oky|s||cgne a nepkysll(v:en_e Sature)ka zahradni, Mata 100-175 6 ) 1.0 12-40 Destilace, SFE GC 120]

chutové a vonné slouceniny peprna

. - Koprni¢ek wallichav a

Ligustilides Andélika (déhel) &inskéa 150 4 - 1,0 10-30 - GC-MS [20]

Hypericin a pseudohypericin Trezalka te¢ckovana 25-100 10 - 1,5-2,0 30 Ultrazvuk s methanolem HPLC [20]

Terpenové trilaktony Ginkgo biloba — Jinan 20-140 10,1 - 15-20 |30 Rozpousteci varne metody s GC-FID 20]

dvoulaloény methanol/voda (3:7)

Jidlo

Celkovy obsah cukrl Odtuénéné ryzové otruby | 200 - Staticka - 5 - Studie antioxidantd [25]

Isoflavony S6jové boby 100 6,9 Staticka - ; Viteni, tres, michani, extrakce |5 3]
Soxhletova a pomoci ultrazvuku

Lignany, bilkoviny a sacharidy | Lnén& seminka 130,160, 190 | 5,2 Dynamickad |1,0 400 - HPLC [3]
Soxhletova extrakce, extrakce

. . . . ) . ' GC-FID, GC-MS, [3]

Flavonoidy Drevo z osiky 150 22 Staticka 35 pomoci ultrazvuku a reflux v HPLC-UV, HPLC-MS | [33]
methanolu

Katechiny, Proantokyanidiny Hroznova seminka 50, 100, 150 | 10,3 Staticka - 30 Extrakce s 75% methanolem HPLC [32]

Kapsaicin, dihydrokapsaicin Papriky 50-200 10,1 Staticka - - - LC-MS [3]

Antokyany a fenoly Su$ené ¢ervené hrozny 100-160 - Staticka - 40 s Horka voda, extrakce vodnym HPLC [3]
roztokem 60% methanolu

Katechin a epikatechin Cajove listky, hroznova | ;54 559 10,3 Staticka - 5,10 » HPLC 3]

seminka Extrakce za pouziti ultrazvuku

Isoflavony Odtuénéné so6jové viocky | 110 4,4 Staticka - 2.3h Soxhletova extrakce HPLC E’]O]

Celkovy fenolicky obsah Citrusové vylisky 25-250 0,1-5 Staticka - 10, 30,60 |- Studie antioxidantd [3]

Aromatické slougeniny Citrénova slupka 100-140 >5 Staticka + 0-15 - GC-FID, GC-MS [34]

Dynamicka
Katechiny a proantokyany ﬁg’r‘i‘f\/‘ipmd“k‘ z 50-150 67 Dynamicka | - ; - LC-DAD, LC-MS 34]
e - Statické-
Esencialni olej Bobkovy list 50-150 1,5-15 Dynamicka |~ - - GC a GC-MS [34]
Eukalyptovy olej Eukalyptové listy 50-200 3-10 Dynamicka |- - - GC-FID, GC-MS [34]
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Tlak

Pruatok

Cas

Analyty Matrice Teplota (°C) (MPa) Provedeni (mlimin) ((arfiﬁ;kce Referen éni metoda Metoda analyzy Zdroj
Esencialni olej Saturejka 100-175 2-9 Dynamicka |- - - GC-MS, GC-FID [34]
Eugenol and eugenyl Hrebicek 125-300 - Dynamicka | 2>-150 . - GC-MS 134]
Acetét kg/cm
Dynamicka/
N-methyl karbamaty Ovoce a zelenina 50-100 - Staticka- - - - HPLC-fluorescence [34]
Dynamicka
Olej Mata peprna 125-150 1-2 Dynamicka |- - - GC-MS [34]
Panaxynol Fang feng 125-200 2-6 Dynamicka |- - - nesadspace LPME-GC- [34]
Pevné zbytky Vinafské procesy 80— 250 4,1 Dynamicka |- - - - [34]
Tékavé slouceniny Ziziphora taurica 150 6 Dynamicka |- - - GCxGC-TOFMS [34]
Tékavé slouceniny RGZe damascénska 150 6 Dynamicka |- - - GC-TOFMS [34]
Fenolové slouceniny Hrozny 40, 100 41,152 |- - smind0 ) HPLC [20]
Antokyany, celkové fenoly SuSené cervené hrozny 20-140 10,1 - - 15 Soxhletova extrakce HPLC-MS [20]
Flavone, 7-hydroxyflavone Pomerancova kudra 100, 150 - - 0,5 - - SBWC/UV, GC [20]
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3.2. Odstranéni organickych kontaminantia z potravin

Analyza organickych kontaminant potravinach se v poslednich letech vyuziva stéle
castji pro kontrolu potravinové nezavadnosti (Tabulkqy Kontaminanty mohou byt
roztridény do 4 kategorii:

» pesticidy,
» veterinarni léky,
» chemikalie petrvavajici v Zivotnim prosdi,

« prirozers se vyskytujici toxikanty®!

Extrakce &chto Skodlivin z potravin probihd obvykle za pouBixhletovy extrakce
nebo saponifikace!®” Tyto procesy jsowasow nar@né a je teba pouzit velky objem
toxickych organickych rozpouXtel. Z Tabulky 3 vyplyva, Ze pomoci PHWE lze
vyextrahovat iizné chemické slaeniny gitomné v potravinovych matricich. Voda byla
pouZita pro svou nizkou afinitu k téin a polarnim vlastnostem anaiyt’

V Tabulce 3 jsou uvedeny mj. sulfonamidy (S8A jsou bakteriostatické sldeniny,
které se BZr¢ pouZzivaji ve veterinarni medi€inna |I&bu riznych bakteriadlnich a
protozonalnich infekci, néjklad u dibeZe. Sloteniny typu SA mohou byt karcinogenni, a
proto mohou ohroZovat lidské zdraviti PHWE, za pouZziti dynamického a statického
zpisobu, byla vi#Znost SA ze vzorkmasa relativéy vysoka.*® Pri statickém zfisobu byla
zapotebi vysSi teplota (cca 160°C) ve srovnani s dynigymc zpisobem, kdy byly $
pritoku 1,0 ml/min pehnéany 4 ml vody extraki celou na 80 °C’

Pri dalSich kontrolach byly také zj&ty pesticidy a herbicidyiptrvavajici v potravinach
a krmeni (Tabulka 3). Tyto Skodlivé chemikalie sehou dostat do lidskeh@la piimou
konzumaci kontaminované potraviny, mléka, masalsiataprodukii ziskanych ze zidt,
ktera jsou krmena kontaminovanou potravdi.

Metoda PHWE prokazala, Ze je snadné extrahovatigkochemikélie ze slupky hrozn
pii 120 °C g rychlosti piitoku 1,0 ml/min po dobu 40 min, dale karbamatowsekticidy
v kravském miléku ip 90 ° C a g rychlosti toku 1,0 ml/min po dobu 5 minut, herbicidy
v pSentné mouce a jejich produktechii statické extrakci po dobu 15 minufi @20 ° C.
Metoda PHWE tak postuprzvySuje svoji roli v pipraw vzorki pro analyzu potravinovée

nezavadnosti®!
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Tabulka 3 Chemické sloéeniny piitomné v potravinovych matricich

Analyty Matrice Teplota (°C) | Tlak (MPa) | Provedeni E:}:;:g:(n) ?nisn)e RUERES Referen éni metoda | Metoda analyzy Zdroj
Sulfonamidy (SA) Dobytek a ryby (svalové tkané) | 80 - Dynamicka 1,0 4 - LC-MS [36]
Karbamaty (karbamatove | . i s migko 90 ; Dynamicka 1,0 5 ; LC-MS 3]
insekticidy)
Sulfonamidy (SA) Veprové maso 160 10,3 Staticka - 5 - CE-MS [3]
Antibiotika Vzorky masa ze skotu a prasat | 70 10,3 Staticka - 10 - LC-MS [3]
Herbicidy (Chlormekvata | pxonicng mouka 120 10,1 Staticka . 15 . LC-MS-MS [3]
mepikvét)
Cholesterol Jidlo 135 1 Dynamicka 3,0 5 - UV-vis [3]
Fluorescenéni bélici S . Dynamicka za
piipravky (FWA) a Papir pro baleni potravin 250 10,1 ?tf‘]g‘*i&‘gs'edule 05 201 pomoci ultrazvuku, | HPLC 3]
azobarviva (AZO) y Soxhletova extrakce
Insekticidy
Karbofuran Semena 150 - - 30 -

Staticka HPLC [3]
Imidakloprid 100-150 - - - -
Pesticidy Hrozny 120 - Dynamicka 1,0 40 - GC-MS [3]
Pesticidy (Atrazin) Hovézi ledviny 100 51 Staticka (30% Ethanol) | - 10 (na cyklus) | - GC-MS [3]
Pesticidy (Atrazin) Voda 50-125 5,1 Staticka (s etanolem a ; ; On-line LC 3]

mocovinou)
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3.3. Environmentalni vzorky

PHWE byla usgre aplikovana fi analyzach environmentalnich vzérlprovedenych
Hawthornem a spolupracovniky a ukazala snadnostifpqaolarnich rozpoustlel, jako je
voda, i extrakci PAU z fidy za dodrzeni fislusnych experimentalnich podminé®
Srovnani gkolika extraknich metod - jako jsou Soxhletova extrakce, PHWEE @ PFE -
tykajici se kvalitativniho zastoupeni PAU ukézaki€j odliSnosti. Barva extrakz PHWE
byla swtlejSi nez extrakty ziskané jinymi metodami. Todogpisobeno n-alkany, které byly
rychleji extrahovany ostatnimi metodami nez PH\KE.

V tabulce 4 je dale uvedena studie rozpustnostinaftenu, antracénu a pyrenu
v superhorké vod pii teplotach od 50 do 300 °C pro objash mechanizrat extrakce f
PHWE. Z tabulky 4 je patrné, Ze PHWEDe vyextrahovat PAU z environmentalnich vZork
pii teplo€ mensSi nez 250°C. Extraki innosti PAU byly také shledany srovnatelnymi
s dal$imi referetnimi metodami, jako je Soxhletova extrakgeel2"!

Kromée Sirokého vyuziti pro extrakci PAU se metoda PHVHEEt ukazuje, jako vhodnéa
volba pro dalSi ifdy slowenin, jako jsou Skodliviny zaloZzené na dusiku, thiexh,
sloweniny zaloZzené na bromu, chlorované organické skiagll organické kapalné produkty
a ¢inidla piitomné v environmentalnich vzorcich. PHWEZae @i teplog 200 — 400 °C
extrahovat tyto analyty, které jsou obvyklésreé vazany na matrici vzorku, a to du
dynamickym nebo statickym figobem (Tabulka 4514

Déale byl proveden pokus vyuzit PHWE pro extrakanadu, kyseliny asparagové,
kyseliny glutamové, glycinu, serinu a valinu ve rdoh mdy pi teplotnim rozsahu
od 30-325 °C aifptlaku 17,2 MPa, nebo 20,0 MPa. Zadnou z amindkyse i teplot 30
°C a tlaku 17,2 MPa nepodla vyextrahovat, protoze ip takto nizké teplat jsou
aminokyseliny sild vazany @dni matrici. Extraéni (€innost glycinu, alaninu a valinu se
zvySila se zvySenim extraki teploty ze 150 na 250 °Ci{{l7,2 MPa). K tomuto zvySeni
extrakeni Einnosti mohlo dojit vlivem klesajici dielektrickéokstanty vody $ zvySené
teplo€. AvSak @i dalSim zvySeni teploty az na 325 °Gi(aku 20 MPa) jiz aminokyseliny
zjistény nebyly, protoZeiptéto teplot jiz dochazi k jejich rozkladd®!
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Tabulka 4 Environmentdlni vzorky

: . - | Pratok Cas extrakce | Referen éni . :
Analyty Matrice Teplota (°C) | Tlak (MPa) Provedeni (ml/min) (min) metoda Metoda analyzy Zdroj
PAU Environmentalni pevné latky | 50-400 0,5-60 Staticka - - - GC-FID, GC-MS [28]
- 5 150, 175, LA
TNT (2,4,6-trinitrotoluen) Pady 200, 225 Staticka - - - HPLC [3]
PAU Sedimenty 150 13,8 Staticka - 5 - GC-MS [3]
. s Soxhletova
PAU Sedimenty 100, 150 15 Staticka - 10 extrakce, MAE GC-MS [3]
X Lz Soxhletova
PAU Pady 250 17,2 Dynamicka | 0,20 - extrakee uv [3]
Heterocyklicke analogy Pevné latky 313K 5 Dynamicka | 0,017 g/s - - - 3]
antracenu, fenantrenu a fluorenu
Fenantren, PAU Environmentalni pevné latky | 100-350 - Staticka - 30 - GC-MS [3]
PAU Environmentalni pevné latky | 313—498K 0,1 Staticka - - - GC-MS [3]
265,0; 132.5;
PAU Pady 250 6,9 Dynamicka |121,2; 242,1; 1,2h - GC-FID, GC-MS [3]
253,6 ml/h
PAU Environmentalni pevné latky | 100-185 10-16 Staticka - 8 - GC-MS [3]
Organické latky Sedimenty 120, 200 - Staticka - 3 - GC-MS [3]
Tékavé organické latky Sedimenty 120, 200 - Staticka - 3 - GC-MS [3]
Acenaften, antracen, a pyren Environmentalni pevné latky | 300 5 Dynamicka | 0,10 - - GC-MS [3]
Linearni alkylbenzen sulfonaty Sedimenty 100 2-3 Dynamicka | 2,0 70 S)(()tfgll(ectgva HPLC-UV [3]
PAU Sedimenty 22,100, 200 | - Staticka - 30, 60, 90 - GC-MS [3]
Dioxiny, PCB Plda 25-350 0,2-25 Staticka - - - GC-MS {2141
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Pratok

Cas extrakce

Referen éni

Analyty Matrice Teplota (°C) | Tlak (MPa) Provedeni (ml/min) (min) metoda Metoda analyzy Zdroj
Fenolové slouceniny (fenol, 3- 50. 100
methylfenol, 4-chloro-3- Pisky 206 30’0 - Staticka - 20 - CZE, GC-MS [3]
methylfenol a 3,4-dichlorofenol) '

e . . Soxhletova
PAU Morsky pisek a pada 300 29 Dynamicka | 1,0 20 extrakce GC-MS [3]
Bromované zpomalovacée horeni ) . Soxhletova
(BFR) Sedimenty 250-350 11,8 Dynamicka | 1,0 40 extrakce GC-MS [3]
(E‘E;g’;‘)o"a“e zpomalovade hofeni | gojimenty 325 11,8 Dynamicka | 1,0 40 - LC-GC—FID 3]
Polychlorované dibenzofurany a Prumyslove oleje a morsky 200-400 1-253 Dynamicka | 1,0 30 Soxhletova GC-MS 3]
naftaleny pisek extrakce
PAU Céstice z vzdusnych vzorkd | 250 55 Dynamicka | 2,0 18 - GC-FID, GC-MS [3]
Organické tekuté produkty Fosilni paliva 300-400 - Staticka - - - CHN analyzer [3][34]
Okyslicené materialy Pudy 150 a 250 0,3-12,2 Dynamickéa | 0,5-1,0 0,55;3;10h - GC-MS HPLC [3][34]
Povrcho_ve aktivni latky a jejich Kaly 150-230 10 Statlcka_\/ 110 1017 Soxhletova LC-MS 131[34]
metabolity Dynamicka extrakce
Reduktivni dechlorace PCB Oleje 150-300 10 Staticka - - - GC-ECD/FID [3]
Aminokyseliny Pada 150-250 17,2 Staticka - 10 - GC-MS [3]
Organofosfaty triesterd (OP) Sedimenty 90 10,3 Staticka - 5 - GC-MS [3]
Alkany a PAU Mofrsky pisek 200-300 1-10,1 Dynamicka | - - - GC-MS [34]
Benzen, ethylbenzen, naftalen Pisek 200 51 Dynamicka | - - - HPLC-UV [34]
PAU, toluen Pisek a puda 150-300 15-30 Dynamicka | - - - GC-MS, TOC [34]
Pyren KFfemelina, silikagel 50-250 15-35,5 Dynamicka |- - - FIA-fluorescence [34]
PAU Pevny odpad - kompost 110-350 - Staticka - - - GC-MS, HPLC [34]
Naftalen (PAU) Puady 260, 280 - Dynamicka |1,0a1,6 226180’ 210, - GC [3]
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3.4. Pesticidy a herbicidy v pidé a sedimentech

V sowasné dob je spoteba chemikalii v zesuélstvi ve forng pesticidi a herbicid
kvili Skadcaim a plisnim vnimana jako potencialni zdroj negaktignpisobeni na Zivotni
prostedi. K odstra#éni téchto chemikalii z pdy (sediment) se obvykle vyuzivaji organicka
rozpoustdla, jako je aceton, ethylacetat nebo methanolo ybcesy vSak spa@buji velké
mnozstvi nebezgaych organickych rozpou&tel a maji nizkou dinnost. Za uitych
optimalnich podminek je metoda PHWE vyuZzitelna jakemdna alternativni metoda pro
extrakci fiznych tid pesticidi a herbicid z padnich vzork a sedimerit ??®8 Jak je patrné
z Tabulky 5, PHWE je vhodnou metodou pro regenguéady od pesticié/herbicich diky své
kompatibilitt s pevnymi vzorky. PHWE fize uvolnit pesticidy z environmentélnich vzirk
pri teplo& nizsi nez 300C (Tabulka 5). Aby mohly byt extrahovan§zné tidy slowenin
z environmentalnich druah byla nutna optimalizace extrak teploty. Pray vhodnym
nastavenim teploty bylo dosaZeno zlepseni selekRHWE"L!

Bylo zjiSttno, ze pesticidy jako je malathion, heptachlor,rialddieldrin, butachlor,
metalaxyl a propikonazol byly extrahovany z piskiitpplo& 160 °C, zatimco chlordan a
thiobenkarb byly regenerovanyi peplots 120 °C, resp. 180 ° I8
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Tabulka 5 Pesticidy a herbicidy v gidé a sedimentech

. Cas
Analyty Matrice Teplota (°C) Tlak (MPa) Provedeni Fr;T/:g;) extrakce Referen éni metoda Metoda analyzy Zdroj
(min)
Pesticidy Pudy a sedimenty 120-200 5 Dynamicka | 1,0 20 - GC—FID [38]
Organochlorové pesticidy Pudy 130 10 Staticka - 10 Extrakce s michanim GC-MS [3]
Pesticidy Mofrské sedimenty 120 5 Dynamickad |2,5 25 - GC-MS [3]
Triazin herbicidy Kompost 170-250 - Dynamicka | 1,0 - - uv [3]
Pesticidy a herbicidy Pudy 90_430 PH 7.5 <2 Dynamickad | 0,5 8 Soxhletova extrakce LC-MS [3]
fosfatovy pufr
Herbicidy cloransalum-methyl Pudy 50-150 6,6-50,7 Dynamicka |0,4-3,5 30 Organickéa extrakce HPLC-UV [3][34]
Tricyklazol Pudy a sedimenty 50-150 7,6-30,4 Dynamicka | 1,0 30 - HPLC [3]
Dynamicka
Chlorofenoxy kyseliny herbicidy Pudy 50-200 - a Statickd— | 1,0-2,0 60 - HPLC [3]
dynamicka
Pesticidy Pudy 50-300 8 Dynamicka |2,0 90 Soxhletova extrakce GC-MS [3]
Pesticidy Pudy 105 0,1 Dynamicka I;;Ehf:m - Metoda pudni desorpce | HPLC [3]
Pesticidy Pudy, pisek a 120-200 5 Staticka + | 5-25 - GC-FID [34]
sedimenty Dynamicka
Pesticidy Puda 250-275 10 Dynamicka |- - - GC-MS [34]
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3.5. DalSi aplikace metody PHWE

V tabulce 6 jsou uvedeny dalsi aplikace PHWE, laibel jjako analyty ziskavany kovy.
Napiiklad extrakce As, Se a Hg byla progad z uhelnych vzofko hmotnosti 3g pomoci
statické extrakce po dobu 15 minut. Po statickéa&gt nasledovalo 90 minut dynamické
extrakce s HN@ jako modifikatorem Stanoveni bylo provedeno pomoci atomové
fluorescexini spektrometrie (AFSH®!

DalSim gikladem je ziskavani selenu. Tento proces probéhdwou krocich. Nejive
dochéazi k vyluhovani pomoci dynamické extrakde tpplog€ 250 °C, tlaku 20MPa a
rychlosti patoku 0,7 ml/min, prova&hé po dobu 15 minut. Ve druhém kroku dochazi

k detekci pomoci atomové fluores¢anspektrometrig
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Tabulka 6 PHWE kovii

o Cas -
8 Teplota . Pratok Referen €ni G n
Analyty Matrice ©C) Tlak (MPa) | Provedeni (mlimin) ((an>:tirna)kce metoda Metoda analyzy Zdroj
Al, As, B, Ba, Cd, Cu, Fe, Mn, Pb, Se, Zn | Castice ve vzduchu 25.150  |6,9-13g |Statckaa - 0-15 - ICP-OES, ICP-MS, | 34
dynamicka HG-AAS
Alkylované slouceniny rtuti Pevné matrice 165-200 - Staticka - - - SPME, GC-MS [34]
As, Se a Hg Uhli 80-250 |5 gta“d“?" dynamicka, | _ ; - AFS [39]
ynamicka
As, Cd, Cu, Hg, Pd, Se Puda 100-200 |3 Statické - dynamicka | - ; - GF-AAS, HG-AFS, [34]
CV-AFS
Cd, Cu, Zn Odpad 170-380 0,8-30 Staticka - - - AAS [34]
Cd, Pb Rostlinny materidl 100-250 - Staticka - dynamicka | - - - GF- AAS [34]
Cu, Fe, Ni, V, Zn Oleje z recyklovanych | 14 555 | . Dynamicka - ; - FAAS [34]
pneumatik
Tézké kovy Sedimenty 80 27 - - - - ICP-AES, ICP-MS [34]
se", seV a organoselenové slouéeniny Pisek a kal 50-250 20 Dynamicka - - - AFS [40]
Pfechodné ionty kovu Motorové oleje 50-175 - Dynamicka - - - GF-AAS [34]
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4. ZAVER

Navzdory ugitym omezenim ve srovnani skterymi klasickymi metodami extrakce,
PHWE je realizovatelna extr&ki metoda Setrna kipodeé, kterd se uplatni v budoucich
technologiich pro analyzwisiho mnozstvi latek v SirSimdiitku. Tato jednoducha technika
pouziva levnou a netoxickou vodu jako extmakfluidum, které je Setrné k okoli diky
malému mnoZstvi odpadutiPptimélnich podminkéch wie byt PHWE vhodnou technikou
také pro vzorky ¥tSi velikosti pro pimyslové pouziti. DalSi potencialni vyuZiti zahrnuje
spojeni PHWE s typickymi selektivnimi metodami gmovadni kontroly kvality I&€ivych
rostlin a zlepSeni vyzivové hodnoty z&mlskych plodin. V neposledriad muze byt tato

metoda vyuZita také jako moZzné voditko pro vyvojyah [€ki.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

» SPE - Extrakce tuhou fazi,

* SFE - Superkriticka fluidni extrakce,

* USE - Extrakce s pouzitim ultrazvuku,

* MAE - Mikrovinna extrakce,

» SPME - Mikroextrakce tuhou fazi,

» PSE - Vysokotlaka extrakce rozpateem,

* PFE - Vysokotlaka extrakce rozpatdiem,

* PHWE - Extrakce horkou vodou podporovana tlakem,

* PAU - Polycyklické aromatické uhlovodiky,

» PCB - Polychlorované bifenyly,

* SA - Sulfoamidy,

» HPLC - Vysoko dinna kapalinova chromatografie,

* AZO — Azobarviva,

*  FWA — Fluorescetni kelici pripravky,

* GC - Plynova chromatografie,

e MS — Hmotnostni spektrometrie,

* LC - Kapalinova chromatografie,

* LPME - Kapalinova mikroextrakce,

* TOF - Piiletovy analyzator,

* FID — Plamenov ionizatni detektor,

« MECK-DAD - micelarni elektrokineticka chromatogeaf detekci v boratovém
pufru,

* AAS - Atomova absofni spektrometrie,

* CE-ESI-MS - Spojeni kapilarni elektroforézy s hnostni spektrometrii s

ionizaci elektrosprejem,
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