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rozpoustédel (experimentalni)

Cilem prace bylo optimalizovat metodu superkritické fluidni extrakce pro ziskani vitaminu
E, vyznamného antioxidantu, ze suSen¢ho a drceného kvétu mésicku 1ékarského (Calendula
officialis L.).

Superkritickd fluidni extrakce je metoda, kterd vyuziva nadkritické tekutiny pro extrakci
chténych latek. Nejcastéji se pouziva Cisty oxid uhli¢ity, ktery je diky svym fyzikalné
chemickym vlastnostem vhodny pro extrakci nepoldrnich latek. Pii extrakci polarnéjsich latek
se k nadkritické tekutin€ ptfidavaji polarni organickd rozpoustédla, modifikéatory, jako je
napiiklad etanol, ktera ovliviiuji jejich vlastnosti. Teplota a tlak jsou dalsi kli¢ové parametry
ovliviujici vytéZnost extrakce.

Optimalizace metody pro extrakci vitaminu E z kvétu mési¢ku probihala v né€kolika na sebe
navazujicich krocich. Nejprve se testoval vliv mnozstvi ethanolu jako organického
modifikatoru v COz v rozmezi 2-20 %. Poté se testoval vliv tlaku v rozmezi 100-300 bar, a
nakonec se zkoumal vliv teploty v rozmezi 40-80 °C. Finalni podminky byly zvoleny
s ohledem na nejvyssi vytéznost vitaminu E a byly nastaveny nésledné: 2 % etanolu v CO», 300
bar a 80 °C. Opakovatelnost metody byla ovétfena pro vyextrahované formy vitaminu E jako
relativni smérodatna odchylka vytéznosti (RSD, %): a-tokoferol 9,5 pg/ml, RSD 9,1 %, B-
tokoferol 1,8 pg/ml, RSD 6,9 %, y-tokoferol 1 pg/ml, RSD 4,8 %. Dodatecn¢ se testoval vliv
¢astic matrice. Se sniZujicim se primérem castic se zvySovala vytéznost latek. Nejmensi
pouzité Castice o prumeéru 0,018 mm poskytovaly vytéznost pro a-tokoferol 14,2 pg/ml (RSD
0,4 %), B-tokoferol 2,1 pg/ml (RSD 5,8 %), y-tokoferol 0,9 pg/ml, (RSD 0,1 %).

Vyvinuta metoda byla porovnéna s ultrazvukem asistovanou extrakci. Ob& metody
poskytovaly podobnou vytéznost. Extrakty ziskané pomoci SFE vykazovaly niz§i obsah
balastnich latek nez extrakty ziskané pomoci UAE. Opakovatelnost SFE byla lepsi nez u UAE
(a-tokoferol 14,5 pg/ml, RSD 10,7 %, B-tokoferol 0,5 pg/ml, RSD 9,2 %, y-tokoferol 2,2 pg/ml,
RSD 10,2 %).
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This work aimed to optimize the supercritical fluid extraction for obtaining vitamin E, an
important antioxidant, from dried and crushed marigold flowers (Calendula officinalis L.).

Supercritical fluid extraction is a method that uses supercritical fluids to extract desired
compounds. The most commonly used supercritical fluid is pure carbon dioxide, which is
suitable for extracting non-polar substances due to its physicochemical properties. When
extracting more polar compounds, polar organic solvents such as ethanol, i.e., modifiers, are
added to the supercritical fluid to change their physicochemical properties. Temperature and
pressure are other key parameters affecting the extraction yield.

The optimization of the method for vitamin E extraction from marigold flowers was carried
out in several consecutive steps. First, the effect of the amount of ethanol selected as an organic
modifier in CO; was tested in the range of 2—-20 %. Then, the effect of pressure was examined
in the range of 100-300 bar, and finally, the effect of temperature was studied in the range of
40-80 °C. The final conditions were selected in accordance with the highest extraction yield
and were as follows: 2% ethanol in CO2, 300 bar, and 80 °C. The method repeatability was
verified for extracted forms of vitamin E and expressed as relative standard deviation (RSD,
%) of extracted amounts: a-tocopherol 9.5 pg/mL, RSD 3.0 %; B-tocopherol 1.8 pg/mL, RSD
4.8 %; y-tocopherol 1 pg/mL, RSD 5.1 %. Additionally, the effect of matrix particle size was
tested. A decreasing diameter of particles increased the extraction yield. The smallest particles,
with an average diameter of 0.018 mm, provided the extraction yield of 14.2 pug/mL (RSD 0.4
%) for a-tocopherol, 2.1 ng/mL (RSD 5.8 %) for B-tocopherol, and 0.9 ng/mL (RSD 0.1 %) for
y-tocopherol.

The optimized method was compared with ultrasound-assisted extraction. Both methods
achieved a similar yield. The SFE was less prone to the extraction of ballast compounds than
UAE. The repeatability of SFE was also better than that of UAE (a-tocopherol 14.9 pg/mL,
RSD 13.5 %; B-tocopherol 0.5 pg/mL, RSD 9.2 %; y-tocopherol 2.2 pg/mL, RSD 10.2 %).
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Seznam pouzitych zkratek

BPR Regulator zpétného tlaku
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HPT Heptan

IPA Isopropanol

MAE Extrakce pomoci mikrovin

Pc Kriticky tlak

PEF Extrakce pulznim elektrickym polem

PLE Extrakce rozpoustédlem za zvysSeného tlaku
PUFA Polynenasycené mastné kyseliny

ROS Reaktivni formy kysliku

RNS Reaktivni formy dusiku

RSD Relativni smérodatna odchylka

scCO» Nadkriticky oxid uhli¢ity

SD Smérodatna odchylka

SCF Nadkriticka tekutina

SFE Superkritick4 fluidni extrakce

SFC Superkritickd fluidni chromatografie

SIM Moéd monitorovani vybraného iontu (Selected Ion Monitoring)
Te Kriticka teplota

UAE Ultrazvukem asistovana extrakce

ZR Zakladni roztok

a-TTP a-tokoferol transferinovy protein



Uvod

Meésicek 1€karsky je vyznamna 1éCiva bylina, znama pro své protizanétlivé, antibakterialni a
hojivé tcinky. Diky témto vlastnostem se hojné vyuziva ve farmacii a kosmetice, pti¢emz se z
néj vyrabéji zejména masti nebo Caje. Jednou z ucinnych latek obsazenych v mésickovych
kvétech je vitamin E, ktery patii do skupiny vitaminl rozpustnych v tucich a je znamy pro své
silné antioxidacni, protizanétlivé a neuroprotektivni vlastnosti. Kvili jeho lipofilnimu
charakteru, nestabilité pti vysokych teplotach, v pfitomnosti svétla a kysliku je obtizné ziskavan
klasickymi extrak¢nimi metodami.

Superkritickd fluidni extrakce je moderni extrak¢ni technika, kterd vyuZzivd zejména
nadkriticky oxid uhli¢ity jako extrakéni médium, ktery ma nepolarni charakter, takze je velmi
vhodny pro extrakci lipofilnich latek. Samotna extrakce probiha za mirnych podminek, proto

v

je vhodna také pro extrakci latek, které jsou nestabilni naptiklad za vysSich teplot nebo ve
vys$Sim ¢i niz8§im pH. Zaroven vyuziva Setrnd a netoxicka rozpoustédla, takze se da fici, ze
spliiuje pozadavky ,,zelené chemie®, kterd se v poslednich letech preferuje stale vice. Jedna se
tedy o techniku, kterd by mohla u¢inné extrahovat vitamin E z kvéti mésicku a ktera spliuje

moderni trendy.



1. Cil prace

Cilem této experimentalni prace bylo zjistit, zda lze vyextrahovat vitamin E z kvéti mésicku
l1¢kai'ského pomoci superkritické fluidni extrakce. DalSim cilem bylo popsat vliv klicovych
podminek extrakce, jako je teplota, tlak a slozeni extrakéniho média a velikosti ¢astic matrice
na vytéznost extrakce. Dale bylo cilem urcit optimalni podminky, které prioritizuji maximalni
vytéznost, a zjistit, zda je tento proces pii zvolenych podminkach opakovatelny. Poslednim
cilem bylo zjistit, jak si bude tato extrakce vést v porovndni s ultrazvukem asistované extrakci

za pouziti etanolu.
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2. Teoreticka Cast

2.1.Mésicek 1ékarsky (Calendula officialis L.)

Mesicek 1¢katsky (Calendula officialis L., ¢eled Asteraceae) je 1-2letd bylina s bohaté
vétvenou a listnatou lodyhou, ktera je pokryta jemnymi chloupky. Spodni listy ma obvejcité
nebo kopistovité s kratkym fapikem a horni listy méd kopinaté a pfisedlé. Kvéty maji
charakteristickou Zlutou az oranZovou barvu a jsou slozené jak z kvéti trubkovitych, tak i1
jazykovitych. Tyto suSené plné€ rozkvetlé kvéty plnokvétych odrid Calendula officialis L jsou
v Ceském lékopise 2005 uvedeny jako droga Calendulae flos, kterd je uréena pro mirna

zanétlivd onemocnéni hornich cest dychacich, ustni dutiny a ktize [1,2].

jazykovité kvéty
trubkovité kvéty

kvétni I0Zko

Obr. 1: M¢sicek 1ékatsky (Calendula officialis L.), pfevzato ze zdroje [3] a nasledné upraveno.

2.1.1. Priprava drogy Calendulae flos

Mesicek kvete od cervna do podzimu a jeho pln€ rozkvetlé kvéty se sbiraji nejlépe za
suchého pocasi. Kvéty, které zacaly jiz opadavat, maji zhorSenou kvalitu a jsou pro sbér
nevhodné. Nasledné suseni mize probihat venku ve stinu nebo za pouziti umélého suseni pfi
teplotach do 40 °C. Kvéty se uchovavaji ve tmé a suchu, aby se droga neznehodnotila. Jelikoz
kvéty velmi snadno pfijimaji vzduSnou vlhkost, tak by se mély obcasné ptesusit. Drogu

Calendulae flos tvoii takto ususené kvéty, které maji oddélené kvétni ltizko [2,4].
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2.1.2. Lécivé ucinky a pouziti mésicku 1ékarského (Calendula officialis
L))

Mesicek 1ékarsky a jeho extrakty maji mnoho prospé$nych vlastnosti a G¢inkt. Naptiklad
ethanolové extrakty maji antibakteridlni ucinky a pusobi proti bakteriim, virim (Herpes
simplex) a plisnim (Aspergillus niger, Candida albicans) [5]. Protizanétlivé ucinky byly také
prokazany na zvifecich modelech, kde extrakty mirnily zanéty a otoky. Podaval se naptiklad
70% ethanolovy extrakt a extrakt ziskany superkritickou fluidni extrakei pomoci oxidu
uhli¢itého (CO2). Zanét byl experimentalné vyvolan krotonovym olejem na mysSich usich,
ethanolovy extrakt ho inhiboval 0 20 % a extrakt ziskany pomoci CO; inhiboval zanét z 70 %
a to pfi stejné davce [5]. U polysacharidi obsazenych v kvétech byly prokazany
imunostimula¢ni u¢inky v mnoha in vitro immunostimulacnich testech [5].

Diky schopnosti podporovat regeneraci kiize pomaha mésicek pfi hojeni ran, zdnétt kize,
Spatné se hojicich jizev, popalenin, a to ptedevsim zptisobenych slune¢nim zafenim. Miize také
preventivné chranit kizi pfed oxidativnim stresem, ktery vyvolava slunecni zafeni. To je
umoznéno diky antioxidaénim schopnostem piedev§im fenolickych a flavonoidnich latek.
Utinnost extraktu je zavisla na celkové koncentraci latek v ném [2,5]. Extrakty mésicku jsou
proto Casto pouzivany ve formé& masti ¢i kréml pii 1écbé koznich probléma, jako jsou
opruzeniny, jizvy, praskliny nebo ekzémy [5].

Mésicek lze je také uzivat peroralné, ve form¢ odvaru, ktery podporuje ¢innosti jater,
Zlu¢niku, traviciho Ustroji a pom4aha pii zanétlivych onemocnénich gastrointestindlniho traktu
jako je Crohnova choroba a ulcer6zni kolitida. Je to jedna z mala l1écivych rostlin, ktera
vykazuje kancerostaticky efekt 1 pfi podavani formou caje predevsim u rakoviny zaludku, jater,

tlustého stfeva, délohy, ktize a prsu [2,5].

2.1.3. Obsahové latky

Nejvice ucinnych latek je obsazeno v kvétech, které jsou charakteristické svoji barvou
zptisobenou obsahem karotenoidi. Zluté odriidy maji nejvyssi obsah luteinu, oranzové odridy
maji vice beta-karotenu. Karotenoidy jsou velmi citlivé na svétlo a rychle pod jeho plisobenim

degraduji. Z tohoto diivodu se nesmi mésic¢ek susit a uchovavat na svétle [5].
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Me¢sicek obsahuje také mensi mnozstvi organickych kyselin, jako jsou kyselina salicylova,
kyselina askorbovd, a silice, napfiklad mentol. Dale jsou v kvétech obsazeny pentacyklické
triterpeny (saponiny, triterpendioly, triterpentrioly), steroly (cholesterol), flavonoidy a
polysacharidy [2,4,5].

Dalsi vyznamnou latkou, ktera se podili na u¢incich mésicku 1ékatského je vitamin E, ktery
je souhrnnym ndzvem pro tokoferoly a tokotrienoly. M¢sicek obsahuje jen
a-tokoferol, B-tokoferol a y-tokoferol [6]. Hlavni obsahové latky a jejich podrobny rozpis je

uveden v Tabulce 1.

Tabulka 1: Hlavni obsahové latky mésicku 1ékatského (Calendula officialis L.), ptevzato ze zdroje [6].

Skupina latek Konkrétni latky

Sacharidy 12-25 % (suSina) s arabindzou a galaktdzou

Lipidy 5 % (suSina) s estery mastnych kyselin
Hydrokarbony/parafiny/vosky — 0,015 % (Cerstvé okvétni listky)

Mineralni latky draslik — 6 %, sodik — 1,7 %, hoicik — 0,9 %, vapnik — 0,5 %

Fenolové slouceniny Fenolova kyselina — 0,1 % (suSina), flavonoidy, tfisloviny,
kumarin

Steroidy a terpenoidy Steroly a steroidy, voln¢ a esterifikované triterpenické alkoholy

(<5 %), triterpenické glykosidy (2—10 %)

Tokoferoly a-tokoferol, B-tokoferol, y-tokoferol
Chinony 5-fytyltoluchinon, 6-fytyltoluchinon, a-tokoferolchinon
Karoteny B-karoten, (-karoten, lykopen, lutein, citroxantin, flavoxantin,

volaxantin, antheraxantin, rubixantin, auroxantin, mutaxantin

2.2.Vitamin E

Vitamin E souhrnné oznacuje skupinu osmi lipofilnich latek, ctyt tokoferolli a ctyf
tokotrienoll, které se oznacuji jako a-, B-, y- a 8- [7]. Tyto latky jsou pouze syntetizovany
fotosyntetizujicimi rostlinami a zivocichové je mohou ptijmout pouze ve stravé [8]. Jejich
hlavnimi zdroji jsou rostlinné oleje, ofiSky, celozrnné obiloviny a listova zelenina [9]. Jsou to

vyznamné antioxidanty, a tak se Casto ptfidavaji do masti a krému [4].
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2.2.1. Struktura vitaminu E

Tokoferoly a tokotrienoly maji podobnou strukturu, ktera se sklddd z chromanolového
polarniho jadra a dlouhého nepolarniho fetézce. Jedinym rozdilem mezi tokoferoly a
tokotrienoly je nasycenost nepolarniho fetézce. Tokoferoly ho maji nasyceny, tzv. phytylovy,
zatimco tokotrienoly ho maji nenasyceny, tzv. geranylo-geranylovy [4,10]. Jednotlivé formy
a-,B-, y- a O- se nasledné¢ od sebe lisi mnozstvim a pozici methylovych skupin na
chromanolovém jadre.

Vsechny ptirodné se vyskytujici tokoferoly v potravé maji na postrannim fetézci
stercochemii RRR, pfesto je nelze v lidském téle vzajemné pireménit, a proto jsou

metabolizovany odlisné [10].

R, Tokoferol

Ry Tokotrienol
HO
CH
’ X X X 3
R 0~ %
z CHj CHj CHj CHj
RS

Obr. 2: Struktura tokoferoli a tokotrienoltl, krouzky oznacuji chiralni mista 2, 4" a 8" u tokoferolti., pfevzato

ze zdroje [7] a upraveno.

14



2.2.2. Biologicka aktivita vitaminu E

Na rozdil od vétSiny mikronutrienti nebyla u vitaminu E nalezena specificka role v
nezbytnych metabolickych funkcich. Hlavni funkci vitaminu E je jeho piisobeni jako
nespecifického antioxidantu, ktery prerusuje fetézové reakce. PreruSeni této fetézové reakce
zamezi vzniku novych volnych radikélii. Vitamin E nejvice chrani polynenasycené mastné
kyseliny (PUFA) ve fosfolipidech plazmatické membrany a v plazmatickych lipoproteinech
[10].

Tyto antioxidacni vlastnosti méa vitamin E diky hydroxylové skupiné na 6. uhliku
chromanolového kruhu. Ta reaguje s reaktivnimi formami kysliku (ROS) a dusiku (RNS) a tim
je neutralizuje. Reakce vitaminu E s ROS nebo RNS vede ke vzniku nestabilniho
tokoferoxylového radikalu (Vit E-Oe) ktery muze byt odbouran riiznymi zplsoby. Mize
vytvofit dimer s dal§im tokoferoxylovym radikalem, ktery pak jiz radikalovou aktivitu nema.
Muze také byt regenerovan pomoci dalSich antioxidantii jako je naptiklad kyselina askorbova.
Tato regenerace byla pozorovana jak in vitro, tak i in vivo [8]. Tokoferoxylovy radikal miize
prodélat dalsi oxidaci za vzniku tokoferylového chinonu, nebo miize reagovat jako prooxidant
a oxidovat jiné lipidy [10]. Tento efekt vSak neni rovnocenny u vSech isoforem. Antioxidacni
aktivita zavisi na poctu methylovych skupin na chromanolovém kruhu. a-tokoferol je tedy
silngjSim antioxidantem nez jiné isoformy a tokoferoly jsou siln¢j$i antioxidanty nez
tokotrienoly [8].

Kromé antioxidacnich vlastnosti se vitamin E vyznacuje také vyraznymi protizanétlivymi
ucinky, jelikoz dokdze potlacit aktivitu cykloooxigenasy 2 a S-lipoperoxidasy, pficemz o-
tokoferoly jsou méné ucinné nez jiné tokoferoly. Isoformy s nesubstituovanou 5 pozici, jako je
y-tokoferol, tak maji vétsi protizanétlivé u€inky. Proto se uvazuje o jejich potencialnim vyuziti
jako chemopreventivnich latek proti rakoviné [8]. Rada studii prokazala, Ze y-tokoferol potlagil
karcinogenesi u mysi, kterym byla indukovana kolitida. Kromé 1é¢by rakovin se také studuje
vliv a- a y-tokoferolu na zanétlivd onemocnéni stfeva in vitro a in vivo. Vysledky ukézaly, ze
a- a y-tokoferoly zmirnily krvéaceni do stolice, prijem a zvySené hladiny interleukinu-6 [8].

Studuji se také neuroprotektivni vlastnosti vitaminu E. Bylo zji$téno, zZe zejména a-tokoferol
ma vysoky potencial snizovat epileptogenezi, pokud je pouzivan v kombinaci s dal$imi
terapiemi. Diskutuje se tak o preventivni roli vitaminu E pfi epileptickych zachvatech, kdy

sniZuje excitotoxicitu, neurozanéty a oxidacni stres [8].
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2.2.3. Biologicka ucinnost forem vitaminu E

Formy vitaminu E se nedokazi v t€le vzajemné preménovat. Jejich plazmaticka koncentrace
je proto zavisla na afinité k jaternimu a-tokoferol transferinovému proteinu (a-TTP). Soucasné
poznatky naznacuji, ze pocet methylovych skupin a stereochemie fytylového fetézce v misté
napojeni na chromanolovy kruh (pozice 2) urcuje afinitu konkrétni formy k o-TTP, a tim i jeji
efektivni biologickou aktivitu [10]. a-TTP jevi nevyssi afinitu k formam co maji plné
methylovany chromanolovy kruh a R konfiguraci na C-2 [8].

Je znédmo, Ze koncentrace RRR-a-tokoferolu jsou v lidské plazmé udrzovany [10] na
26 umol/l [11], coz vSak neplati napiiklad pro synteticky SRR-a-tokoferol, nebo ptirodni y-
tokoferol. Prestoze jsou tyto formy efektivné absorbovany a transportovany prostiednictvim
chylomikront do jater, jsou jen minimalné zaclenovany do nové vznikajicich lipoproteinil
uréenych k distribuci do perifernich tkdni. Z toho vyplyva, Ze relativni aktivita jinych forem

nez RRR-a-tokoferolu je vyrazné€ nizsi [10].

2.3. Extrakce z rostlinného materialu

Samotny proces extrakce je zasadnim postupem pro separaci a ziskavani bioaktivnich latek
z rostlinného materidlu. Béhem tohoto procesu se z rostlinné matrice pfipravi vzorek vhodny
pro nasledné analytick¢é metody. NejstarSi techniky extrakce, jako jsou macerace, infuze,
digesce, odvarovani (decoction) a perkolace, tvoii zéklad pro moderni pokrocilé extrakéni
postupy. Mezi né patii napiiklad Soxhletova extrakce, ktera byla zavedena v 18. stoleti jako
pokrocild forma digesce a odvarovani. [12]

Vsechny zminéné konvenéni metody vSak maji hlavni nevyhodu — vyZaduji velké objemy
rozpoustédel a dosahuji relativné nizké vytéZnosti. Se zvySujici se poptavkou po rostlinnych
metod. Mezi tyto moderni techniky patii naptiklad extrakce pomoci mikrovin (MAE),
superkriticka fluidni extrakce (SFE), extrakce rozpoustédlem za zvySené¢ho tlaku (PLE),
ultrazvukem asistovana extrakce (UAE), extrakce pulznim elektrickym polem (PEF) a

enzymova extrakce (EAE)[12].
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2.3.1. Superkriticka fluidni extrakce

Superkriticka fluidni extrakce je pokrocily extrakéni systém, ktery nachdzi Siroké uplatnéni
v environmentalnim, chemickém, potravinaiském, zemédélském, farmaceutickém a
nutraceutickém primyslu [12].

Tato technika byla velmi popularni v devadesatych letech spolu se superkritickou fluidni
chromatografii (SFC), zejména v aplikacich souvisejicich s lipidy. Kvili jejich naro¢né
technické strance a nenaplnéného ocekavani bylo jejich pouziti omezené a komercni zafizeni
nebyla bézné dostupna. Jednou z velkych piekdzek tehdejSich systémi bylo udrZeni
konstantniho tlaku pfi extrakci. Pouzivaly se totiz tlakové restriktory, které se snadno ucpavaly
kvili poklesu hustoty a ochlazovani COz pfi jeho expanzi na plyn. To nasledné zptisobovalo
nepravidelny pratok nadkritického CO; skrz nadobu nebo kolonu, coz mélo za nésledek Spatnou
opakovatelnost procesu [13]. Diky technickému pokroku tyto techniky zaZivaji v poslednich
letech rozmach, a to ptedevsim diky vyvinuti regulatoru zpétného tlaku (BPR) [13,14].

Nejvétsi vyhodou SFE je, Ze miize byt provadéna pti nizkych teplotach snadno dosazitelnych
v laboratofi, coZ umoznuje zachovani téméf vSech aktivnich slozek v extraktu. Vysledny
produkt mé vysokou Cistotu a vysokou vytéznost. Ve srovnani s jinymi extrakénimi metodami
extrakt neobsahuje viibec nebo minimalni mnozstvi rezidui organickych rozpoustédel. Samotna
extrakce je rychla s jednoduchou obsluhou. Neni nebezpecna z hlediska vybusnosti a hotlavosti
pouzitych rozpoustédel a nezneciStuje Zivotni prostfedi. Diky tomu, Ze probiha za nizkych
teplot, je vhodnd pro extrakci tepeln€ nestabilnich sloZek. Rozpoustéci vlastnosti pouZité
nadkritické tekutiny lze snadno upravit zménou tlaku pii urcité teploté. Zaroven se polarita
extrakéniho média d& upravit pomoci pitidavku organickych rozpoustédel, takzvanych
modifikator nebo kosolventtli, coZ umoziiuje extrakci Sirokého spektra latek. SFE lze také on-
line spojit s chromatografickymi technikami, jako jsou superkritickd fluidni chromatografie,
plynova chromatografie ¢i vysokoU¢innd kapalinovd chromatografie. Takové zapojeni
umoznuje pro efektivni a rychlou extrakei, separaci, detekci a stanoveni fytochemickych latek
[15].

Hlavni nevyhodou SFE je vysokd pofizovaci cena, naro¢néjsi udrzba a ¢isténi zatizeni [15].
SFE je pouzivana nejen ve védeckych laboratofich, ale pouziva se ve velkém meéftitku pro
mnoho priimyslovych aplikaci. Vyuziti SFE lze rozd¢lit na 2 zakladni kategorie. Techniku lze
pouzivat pro extrakci, tedy zisk, bioaktivnich latek z rostlinného materidlu anebo k odstranéni
nezédoucich substanci z riznych matrici. Nejrozsitenéjsi aplikace SFE je v potravinafstvi, kde

se pouziva k dekofeinizaci kavy a caje. Dale 1ze SFE pouZit pro extrakci nikotinu z tabaku,
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snizeni obsahu alkoholu v népojich (nealkoholické pivo a vino), odstranéni cholesterolu z
vajec. Tyto procesy pouzivané v potravinaistvi vyzaduji vysokou selektivitu, tak aby byly
odstranény pouze cilené latky, a byla zachovana chut, vzhled, vin¢ a tvar oSetfovaného
surového materialu, ktery ptedstavuje hlavni produkt. SFE se vyuziva pro zisk potravinarskych
ptisad jako jsou rlizna aromata, barviva, extrakty bohaté na vitaminy ¢i specifické lipidy.

SFE je vhodnou metodou pro zisk biologicky aktivnich latek z 1é¢ivych bylin (antioxidanty),
éterickych oleji (t€kavé sloucCeniny), nutraceutik a farmaceutik (lykopen, astaxanthin,
hyperforin), olejii ze semen (tokoferoly), oleoresint z koteni a ptirodnich barviv (karoten,
chlorofyl) [16]. Dale se SFE vyuziva k odstranéni pesticidii z riiznych materialti. Testovalo se
také pouziti SFE k dekontaminaci pad a odstranéni zbytkovych rozpoustédel z farmaceutickych

produktii [16].

2.3.2. Nadkritické tekutiny

Nadkriticka tekutina (SCF) vznikne ptekrocenim kritického tlaku (Pc) a teploty (Tc) dané
latky. Teoreticky jakakoliv latka mlZe byt pfivedena do nadkritického stavu. V praxi se vSak
pouziva jen zlomek latek, jelikoZ spousta latek degraduje pfed dosazenim nadkritického stavu,
nebo neni vhodna kvili jejich toxicité €1 riziku vybuchu [17].

Ve stavu SCF neexistuje kapalna ani plynna faze. Pokud je kapalna latka v uzaviené nadobé
v rovnovaze se svou parou a zahieje se na teplotu vyssi nez jeji kriticka teplota, coz vede k tlaku
vysSimu neZ je jeji kriticky tlaku, rozhrani mezi obéma fadzemi se ztrati a zistane pouze jedna
faze, ktera vyplni cely prostor nadoby, tedy faze SCF [18]. Vizualizace tohoto d&je je na obrazku
3.

Plynna faze Nadkriticka faze

0000

Kapalna faze

»
»

Teplota, tlak

Obr. 3: Ukazka vzniku nadkritické faze, pfevzato ze zdroje [19] a upraveno.
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SCF kombinuje vlastnosti kapalin (solvata¢ni sila, zanedbatelné povrchové napéti) a plynt
(nizka viskozita) [20]. Nizka viskozita vede k vysoké difuzivit¢ SCF. Diky tomu maji SCF lepsi
transportni vlastnosti nez kapaliny, snadno tedy pronikaji do pevnych materialii a tim urychluji
proces extrakce [21].

Jednou z hlavnich charakteristik SCF je moznost ménit jeji hustotu Gpravou tlaku a/nebo
teploty. Protoze hustota ovliviiuje rozpustnost, lze zménou tlaku regulovat rozpoustéci
schopnost tekutiny [21]. Tyto vlastnosti ji d€laji vhodnou k pouziti pti extrakcich s kratkym
Casem a se zvySenim vytéznosti extrahovanych latek [22]. V analytické chemii i béhem extrakci

se témeét exkluzivné vyuziva oxid uhlicity, at’ uz samotny nebo s ptimésemi [17].

'y
Tlak

pevna latka nadkrificka tekutina

kapalina

plyn

>
Teplota

Obr. 4: Priklad fazového diagramu pro ¢isté latky, pfevzato ze zdroje [17] a upraveno.

2.3.3. Nadkriticky CO:

Nadkriticky CO2 (scCO») je jednou z nejpouzivanéjSich nadkritickych tekutin. Oproti jinym,
jako je nadkritickd voda, ethan, metanol aj. ma scCO2 mnoho vyhod [21]. Je nehotlavy a levny
1 ve vysoké Cistoté. Snadno se dd dosédhnout jeho kritického bodu (Tc=31°C, Pc=74 bar)
v laboratornich podminkach [18]. Je neskodny pro lidské zdravi 1 pro Zivotni prostiedi a splituje
kritéria udrzitelnosti, ktera stale vice urcuji vhodnost chemickych procesti. Jeho mirna kriticka
teplota je kli¢ova pro zachovani bioaktivnich slou¢enin v extraktech. Plynné skupenstvi CO:
pfi pokojové teploté¢ umoznuje ziskat extrakt bez ptidavku organickych rozpoustédel a bez
jakékoliv dalsi upravy [21].

Nevyhodou scCOz je jeho nepolarni charakter, ktery je podobny hexanu nebo heptanu [9].
Je tak vhodny pro extrakci nepoldrnich latek, jako jsou naptiklad karotenoidy, triglyceridy,
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mastné kyseliny aj. Neni vSak vhodny pro extrakci polarnich latek, jako jsou naptiklad
fenolické slouceniny [16].

Tento problém se fesi piidanim polarnich organickych rozpoustédel, kosolventl, které
upravuji vlastnosti samotného scCO». Nejcastéji se pouziva etanol a metanol, které zvysSuji
nejen polaritu scCO», ale i1 jeho solvatacni silu. Tyto kosolventy se obvykle ptidavaji jen
v malych mnozstvich [16], nejcastéji v 1-20 objemovych % [23].

Kosolventy lze k scCO, ptidavat riznymi zpiisoby. Nejcastéji se piidavaji do Cerpaciho
syst¢tmu pomoci druhého cerpadla a michaci komory. Daji se také ptidat vstiiknutim
modifikatoru jako kapaliny do vzorku pred extrakei. Tento zptisob je ale méné vhodny, protoze

vede ke vzniku koncentracnich gradient uvnitt vzorku [16].

2.3.4. Instrumentace SFE a proces extrakce

Hlavni soucasti pfistroje SFE jsou zdroj CO:, vysokotlaké ¢erpadlo, vyhiivaci komora (pec),
ve které je umisténa extrakéni nadoba, a restriktor pro udrzeni pozadovaného tlaku.

Pouzivaji se jak injek¢ni, tak pistova Cerpadla. Injekéni Cerpadlo poskytuje stabilnéjsi a
plynulejsi priutok diky absenci pulzace, diky tomu mulze probihat extrakce pfi vysokych
pratocich. Jedinou nevyhodou injekénich Cerpadel je omezeny objem stfikacky, coz muze
zpusobit pieruseni extrakce kvili nutnosti doplnéni [23].

Pistova Cerpadla jsou méné nékladné neZ injek¢ni Cerpadla, ale jejich objemové davkovani
neni tak pfesné, zejména pii nizkych pratocich, a jejich maximalni priitok je omezeny. Navic
pistova Cerpadla vytvareji tlak v sytému, a Casto je potieba delsi ¢as k dosazeni pozadované¢ho
tlaku daného zpétnym regulétorem, a to zeyména pii nizkych pritocich. Zaroven je potieba aby
hlava cerpadla byla opatiena chladicim vyménikem, ktery ochlazuje kapalné CO2 a zvySuje
jeho hustotu [23].

Vyhtivaci komora idi teplotu extrakéniho procesu. Komora je vybavena ventilatorem, ktery
zajist'uje rovnomeérnou distribuci tepla. Extrakéni nadoba by méla byt orientovana vertikalné s
pfivodem ve spodni ¢asti. To zlepSuje michani vzorku a snizuje kanalkovy efekt (,,channelling
effect) [23].

Kanélkovy efekt je jev, ktery vznika v disledku rozdilu rychlostnich profili pritoku
kapaliny skrze zaplnéné médium, coZ je zplisobeno nerovnomérnym hydraulickym odporem.
Kapalina ma tendenci proudit pfedevSim skrze volné prostory (void volumes), spiSe nez skrze
tésné¢ naplnéné oblasti uvnitt extrakéni nadoby. To vede k nehomogennimu priichodu
rozpoustédla vzorkem a snizuje vytéznost extrakce. Jeho efekt se da minimalizovat také

pridanim sklenénych kuli¢ek nebo jinych disperznich materialti, jako je napiiklad pisek, které
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pomahaji rovnomérnéji rozptylit proudici kapalinu. Ke snizeni efektu vede také pouziti
homogennich sférickych ¢astic matrice [17].

Regulator zpétného tlaku kontroluje pritok kapaliny, aby byl v extrakéni nadob¢ udrzovan
pozadovany tlak. Nejcastéjsi techniky pouzivané pro tlakové restriktory v SFE jsou jednoduchy
kapilarni restriktor nebo mechanicky jehlovy regulator. Délka a pramér kapilarni trubice urcuji
odpor prutoku, ktery mlize byt vytvoren, a tim i zpétny tlak. Kapildrni restriktor je jednoduchy
a levny, ale je obtizné dosdhnout reprodukovatelnosti. Také trpi ucpavanim zplisobenym
precipitaci extraktu nebo tvorbou ledu v disledku rychlé expanze CO.. Mechanické restriktory
se naopak skladaji z mechanicky nastavitelného ventilu (jehlového ventilu) a sedla. Mezera
mezi jehlou a sedlem fidi tlak a pratok. Mechanicky restriktor mtiize byt ovladan manualné
otacenim ventilu nebo elektronicky prostfednictvim pfipojeni k senzoru hustoty. Tento senzor
je naprogramovan tak, aby méfil hustotu rozpoustédla, a podle toho fidi mezeru mezi jehlou a
sedlem. BPR je pfipojen k termoc¢lanku, aby byla udrzovana urcita teplota, coz zabranuje tvorb¢
ledu a precipitaci extraktu [23].

Za BPR mitiZe byt v systému pies T-kus zapojeno dalsi ¢erpadlo, které slouzi k ptidavani
pomocného rozpoustédla (make-up solvent). Pomocné rozpoustédlo, nebo také ptidavna
kapalina, zabranuje precipitaci extraktu po sniZeni tlaku v oblasti za BPR a také umozZziuje
efektivni prevedeni a sbirdni extraktu v pfipadé€, Ze je pouzito malé mnozstvi kosolventu
[23,24].

Pribéh extrakce probihd obvykle nésledujicim zpisobem. Stlaceny oxid uhli¢ity je v
kapalném stavu v tlakové nddobé&. Pti zahajeni procesu je kapalny CO: ¢erpan, ohfivan, michan
s kosolventem v pozadovanych pomérech a veden do extrakéni cely, ktera je jiz naplnéna
extrahovanym materidlem. Poté smés scCO: a kosolventu prochdzi extrakéni celou, opousti ji
s rozpusténymi latkami a je dekompresovano ventilem regulatoru zpétného tlaku. Rozpoustéci
schopnost vysledné smési je ovlivnéna pouzitym kosolventem. To mlize zptisobovat precipitaci
extraktu ve sbérné nadobé [23]. Tento popsany postup se nazyva dynamicky mod extrakce,
jelikoz ptes celu se vzorkem neustale proudi nové rozpoustédlo. Dalsi zplisob, kterym se da
SFE provadeét, je staticky mod extrakce, kdy se extrakéni cela naplni rozpoustédlem a vzorek
se v tomto konstantnim objemu rozpoustédla extrahuje pozadovany ¢as. Oba dva moddy lze

kombinovat [17].
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Obr. 5: Schéma SFE instrumentace.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Pouzité pristrojové vybaveni a pomiicky

Mlynek IKA A1l basic (Fischer scientific, Ceska republika)

Sita (Stavebni strojirenstvi n.p. Brno, zavod Ivangice, Ceskoslovensko)

Sklenéné kuli¢ky (Waters, Ceské republika)

Ultrazvukova lazen DU-32 (Argo Lab, Itélie)

Analytické vahy HR-120 (A&D company, Japonsko)

Systém SFE MV-10 (Waters, USA)

Vakuova odparka Concentrator plus 5305 (Eppendorf, Ceska republika)

Centrifuga MIKRO 220R (Hettich, Némecko)

Vortex IKA Genius 3 (Sigma-Aldrich, Ceska republika)

Automatické pipety se $pi¢kami (Eppendorf, Ceska republika)

Injekéni jednorazové stitkacky HSW HENKE-JECT (Henke Sass Wolf GmbH,
Tuttlingen, Némecko)

injekéni jehly Medoject, 1,2 mm x 40 mm (Chirana T. Injecta, a.s.; Stard Tura,
Slovensko)

Stiikackové filtry FilterPure, PTFE/L, 0,22 um (Chromservis, Praha, Ceska republika)
Sklenéné vialky s uzavérem (Chromservis, Ceska republika)

Systém SFC Acquity UPC? s detektorem Acquity QDa (Waters, Milford, MA, USA)
Kolona Acquity UPC? BEH 2-EP (Bridge ethylen hybrid 2-ethyl pyridine) 3x100mm,
1,7 pm (Waters, Milford, MA, USA)

Software Empower 3 (Waters, Praha, Ceska republika)

3.2. Pouzité chemikalie

Etanol absolutni, &istota > 99,7 % (VWR International s.r.0., Ceska republika)
Metanol Optima LC/MS Grade, &istota >99,9 % (Fisher Chemical, Ceské republika)
Oxid uhligity &istota > 99,995 % (Messer, Ceska republika)

Heptan (HPT) Chromasolv, pro HPLC, &istota >99 % (Sigma-Aldrich, Ceska republika)
Propan-2-ol (IPA): >99,9% (Honeywell, Némecko)
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- Standardy forem vitaminu E :
o o-tokoferol (aT; 100 mg/ml, Cistota 99,9 %), B-tokoferol (BT; 50 mg/ml, Cistota
99,0 %), y-tokoferol (yT; 1 mg/ml, Cistota 97,3 %) a o-tokoferol (6T; 100 mg/ml,
Cistota 95,5 %) v hexanu (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
o a-tokotrienol (aT3; 25 mg/ml, Cistota 98 %), B-tokotrienol (BT3; 25 mg/ml,
Cistota 98 %), y-tokotrienol (yT3; 25 mg/ml, Cistota 98 %) a d-tokotrienol (3T3;

25 mg/ml, &istota 98 %) v etanolu (Larodan Fine Chemicals, Malmd, Svédsko)

3.3. Priprava roztoki pro redéni standardi a odparenych extrakta

Pro fedéni standardu, rozpousténi a fedéni odpafenych extraktti byla pouzita smés heptanu a

isopropanolu v objemovém poméru 9/1.

3.4. Priprava standardi

Zakladni roztok (ZR) byl piipraven ze standardii jednotlivych forem vitaminu E tak, aby
vysledna koncentrace ZR byla 100 pg/ml. Z tohoto roztoku byly pfipravovany standardy
pouzivané pro analyzu. Pfipravené pracovni roztoky standardi obsahovaly 0,1 pg/ml, 0,5 pg/ml
a 1 pg/ml jednotlivych forem vitaminu E.

Prvni standard byl pfipraven smichdnim 10 pl ZR a 990 pl smési HPT/IPA.

Druhy standard byl pfipraven smichanim 5 pl ZR a 995 ul HPT/IPA.

Tteti standard byl pfipraven smichanim 100 pl prvniho standardu a 900 ul HPT/IPA.

3.5. Optimalizace SFE

3.5.1. Priprava vzorku pro extrakci

Jako vzorek byly pouZity suSené kvéty mésicku lékatského (Calendula officinalis L., celed’
Asteraceae), M¢sickovy kvét, znacky Megafyt Pharma, ktery byl zakoupen v 1ékarné. Tyto
kvéty byly nejprve rozemlety pomoci mlynku IKA All basic a nasledné prosety ptes sita s
riznymi velikostmi ok. Tim vznikly skupiny vzorka s riznymi priméry ¢astic: 0,630 mm,
0,315 mm, 0,018 mm a 0,008 mm. Nejvice castic bylo ve skupiné ¢astic o velikosti 0,315 mm,
celkova hmotnost této ¢asti Cinila 16,5 g. Proto byla tato skupina vybréna jako hlavni vzorek
pro nasledujici experimenty.

Navazka vzorku pro extrakci byla 0,50 g. Vzorek byl nasledné presypan do Sml extrakéni
ocelové cely mezi vrstvu sklenénych kuli¢ek o priméru 3 mm, které vypliovaly zbyvajici
objem cely. Extrak¢ni cela byla nasledné zapojena do systému pomoci kovovych kapilar tak,

aby rozpoustédlo vstupovalo zespodu a vystupovalo vrchnim otvorem.
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Pti UAE byla pouzita z nedostatku materialu jedna 0,5 g navazka 0,315 mm ¢astic a pét 0,5
g navazek 0,018 mm c¢astic. Ty byly vsypany do 15ml plastovych zkumavek a zality 10 ml

etanolu a takto piipraveny vzorek se nechal extrahovat 15 min pti 40 °C v ultrazvuku.

3.5.2. Optimalizace podminek extrakce

Béhem optimalizace byl testovan vliv mnozstvi kosolventu v CO», tlaku a teploty, které patii
mezi klicové parametry SFE. Pritok extrak¢niho Cinidla byl udrzovan konstantni na hodnot¢ 2
ml/min a extrakce probihala vzdy po dobu 15 minut. Po kazdé¢ extrakci byl systém proplachnut
smési COz/etanol a nasledné Cistym CO.. Extrakéni cely byly rozebrany, omyty destilovanou
vodou a etanolem. Tésnéni byla pti vétSim zaneseni matrici oCiSténa kartdcem a nasledné
¢isténa pomoci ultrazvukové lazng.

Byly testovany nésledujici objemové poméry CO; a etanolu pouzitého jako kosolvent: 98/2;
90/10; 80/20. Pokud extrakéni rozpoustédlo obsahovalo 2 % etanolu, byl extrakt smisen
s pomocnou kapalinou, etanolem, o pritoku 0,6 ml/min. Vliv tlaku byl testovan pti hodnotach
100 bar, 200 bar a 300 bar a vliv teploty pii 40 °C, 60 °C a 80 °C. Pro kazdy parametr byly
provedeny dvé extrakce, celkem bylo provedeno 18 extrakci. Na zéklad¢€ téchto experimentil
byly uréeny optimalni podminky pro extrakei.

Nasledné byla ovétovana opakovatelnost extrakce. Bylo provedeno celkem 9 extrakci ve 3
nasledujicich dnech, z nichZ byly vyhodnoceny vysledky.

V poslednim kroku se testoval vliv velikosti ¢astic vzorku na extrakci za optimalizovanych
podminek. Porovnavaly se ¢astice o velikostech 0,630 mm, 0,315 mm a 0,018 mm, pro kazdou

velikost byly provedeny dvé extrakce.

3.5.3. Uprava ziskaného extraktu

Ziskany extrakt byl sbiran do 15ml plastovych zkumavek a nasledné byl odpafen pomoci
vakuové odparky pii teplot¢ 60 °C. Odpafeni extraktdl bylo nezbytné pro zajiSténi
porovnatelnosti vyslednych koncentraci analytli z divodu odliSnych objemt jednotlivych
extraktli. Odpatené extrakty byly skladovany v mrazicim boxu pti -20 °C.

Pted analyzou byly odpafené extrakty rozpustény v 1 ml smési HPT/IPA v objemovém
poméru 9/1 a piefiltrovany pies injekeni stiikacku vybavenou filtrem o velikosti port 0,2 pm.
Prefiltrovany extrakt byl nasledné 10x nafedén smési HPT/IPA v objemovém poméru 9/1, aby
se jeho koncentrace blizila pfipravenym standardiim. Takto piipravené vzorky byly nésledné

analyzovany.
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Vzorky pro UAE byly po extrakei centrifugovany a néasledny supernatant byl pteveden do

nové zkumavky, odpaten, zpracovan a analyzovan stejnym zptsobem, jako vzorky u SFE.

3.6. SFC-MS analyza

Pro analyzu extraktu byla zvolena metoda, ktera je publikovdna v odborném ¢lanku [9].
Podminky analyzy jsou stru¢né shrnuty.

Analyzy byly provedeny na superkritickém fluidnim chromatografickém systému Acquity
UPC?, ktery se skladal z binarniho &erpadla, automatického davkovade vzorkd, kolonového
termostatu, regulatoru zpétného tlaku a detektoru s diodovym polem. Systém byl spojen
s hmotnostnim spektrometrem typu jednoduchého kvadrupoélu s ionizaci elektrosprejem (ESI).
Separace probihala na kolon& Acquity UPC? BEH 2-EP za pouziti isokratické eluce. Jako
mobilni faze byla pouzita smés CO> a metanolu s 10 mmol/l mraven¢anem amonnym
v objemovém poméru 95/5 a pratoku 1,5 ml/min. Teplota kolony a tlak na BPR byly nastaveny
na 50 °C a 130 bar.

Detekce pomoci hmotnostniho spektrometru byla provedena v pozitivnim méddu ESIL
Parametry iontového zdroje byly nastaveny nésledovné: napéti na kapilate 0,80kV, teplota
iontového zdroje 120 °C, teplota sondy 600 °C, napéti extrak¢éniho kuZzelu bylo nastaveno pro
kazdy analyt zvlast (aT, aT3 =10 V; BT, vT, 0T, BT3, yT3,6T3 =5V).

Analyza byla provadéna v médu SIM (monitorovani vybraného iontu) experimentu, kdy
byly sledovany prekurzory [M+H]": aT =431,0; BT, yT =417,0; 6T = 403,0; aT3 = 425,3; BT3,
yT3=411,3; 6T3 =397,3 [9].

Pro spusténi analyzy, kontrolu probihajici analyzy a pro Upravu (integraci pikl)

nashromazdénych dat byl pouzit software Empower 3.6.0.
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3.7. Hodnoceni vysledki

3..1. Vypocet koncentraci vzorkii

Nameétend data byla zpracovdna pomoci softwaru Empower, kde byly ziskany plochy piki
(A) analyzovanych vzorkl a standarda. Kazdy vzorek byl nastfiknut na kolonu tfikrat, pro
vypocet byly pouzity vypocitané prameéry.

Koncentrace jednotlivych isoforem vitaminu E ve vzorku byla pocitana podle vzorce:

Ay cq
= | —— ] - 10

Ay; vyjadiuje plochu piku ve vzorku, Ay predstavuje plochu standardu. Koncentrace standardu

pouzita pro vypodet byla 1 pg/ml. Cislo 10 predstavuje ziedéni extraktu.

3..2. Smérodatna odchylka a relativni smérodatna odchylka

Dulezitymi nastroji pii hodnoceni vysledkl byl vypocet smérodatné odchylky SD a relativni
smérodatné odchylky RSD.
SD vyjadiuje prumérnou odchylku od priméru, fika, jak moc jsou data rozptylena. Vypocita

se nasledujicim vzorcem.:

Ti

1
7 — . =2
SD N1 El[:.r-t )

N piedstavuje pocet méfeni, xi namétené hodnoty, X aritmeticky primér naméfenych hodnot.

RSD vyjadiuje, kolik procent z priméru tvoii smerodatnd odchylka neboli, jak velka je

variabilita hodnot v porovnéni s jejich primérnou hodnotou. Vypocita se podle nasledujiciho

R5D = (bD) - 100

VZOrce:

T
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4. Vysledky

4.1. Optimalizace zakladnich parametri

Byly optimalizovany 3 klicové parametry. Jako prvni se zkoumalo mnozstvi kosolventu
v extrakénim rozpoustédle. Dale se pokracovalo s testovanim tlaku a nakonec teploty.
Jako vedlej$i parametr se po optimalizaci klicovych parametra zjistoval vliv velikosti ¢astic

matrice.

4.1.1 Vliv mnozstvi kosolventu v CO;

V prvnim kroku se testovalo mnozstvi kosolventu v extrakénim rozpoustédle. Extrakéni
rozpoustédlo bylo sloZzeno ze smési oxidu uhli¢itého a etanolu o objemovych pomérech 98/2,
90/10, 80/20. Etanol byl jako kosolvent vybran kviili jeho dobré misitelnosti s CO>, schopnosti
rozpoustét vitamin E a ekologické nezdvadnosti.

Nejvyssi vytéznosti, tedy ziskana mnozstvi 3 forem vitaminu E, tj. a-, B- a y-tokoferolu,
byly ziskany s 2 % piidavkem etanolu, jak jde vidét na grafu (Obr.4). Tento vysledek byl
ocekavan predevsim z ditvodu nizsi polarity vitaminu E, ktery je dobfe rozpustny v nepolarnim
COas. Vyssi pridavek polarn€jsiho etanolu vytéZznost extrakce nezlepsil, naopak byl pozorovéan
pokles. Proto bylo pouzito pfi testovani dalSich parametrii extrak¢ni rozpoustédlo o slozeni 2

% etanolu a 98 % CO..

16 +
14 + I
12 +
S
210 ¢+
st
=
£
g 67T
5
= 471
2 4 L. I p= ~ —
1] } } |
oT BT T
ext. 2% EtOH ext. 10% ETOH ext. 20% EtOH

Obr. 6 Graf zavislosti koncentrace isoforem vit. E na mnozstvi pfidaného etanolu.
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4.1.2. Vliv tlaku

Postupné zvysovani tlaku z niz§ich hodnot na vyssich, tedy ze 100 bar, na 200 bar a 300 bar,
vedlo ke zvySeni extrakéni vytéznosti. Nejvyssi vytéznost, zejména alfa-tokoferolu, byla pii
300 bar. Tlak totiz ovliviiuje vlastnosti nadkritické kapaliny tak, ze s rostoucim tlakem stoupa
jeji hustota. To ma za nasledek zvyseni rozpoustéci schopnosti scCO; a zvysuje se tedy ucinnost

extrakce. Hodnota 300 bar byla tedy zvolena pro nasledujici experimenty.

16 -
14 4
E 12 +
EZTR!
=
g 61
s
2 4 4
2 4 I - -
L T =
1] ! ! |
aT BT ¥T
100 Bar 200 Bar 300 Bar

Obr. 7 Graf zavislosti koncentrace isoforem vit. E na pouzitém tlaku pfi extrakci.

4.1.3. Vliv teploty

Zvysujici se teplota také vedla ke zvySeni vytéznosti extrakce. Nejveétsi vytéznost tedy byla
pozorovana pii 80 °C. Teplota ovliviiyje fyzikalné-chemické vlastnosti nadkritické tekutiny tak,
ze zvysuje jeji difuzi a tim padem rychleji pronik4 mezi ¢astice vzorku a 1épe uvoliuje latky z
matrice. Zaroven také vysSi teplota snizuje viskozitu a tim také napomaha snadnéjSimu

pronikdni do matrice. Hodnota 80 °C byla tedy vybrana jako nejlep$i pro nésledujici

experimenty.
16 T
14 ¢ I
ELT O
—
Fio +
Pt
=
& 67T
5
£ 4t
2 ¢ - = - i -
0 : : i
ofl BT yT
40C 60C BOC

Obr. 8 Graf zavislosti koncentrace isoforem vit. E na pouzité teploté pii extrakci.
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4.2. Finalni podminky a opakovatelnost extrakce

Jako optimdlni parametry pro extrakci vitaminu E z mésicku byly zvoleny nasledujici:
ptidavek etanolu 2 %, tlak 300 bar a teplota 80 °C.

Za téchto podminek byla ovéfena opakovatelnost na celkem 9 extrakcich, které byly
provadény ve tiech nésledujicich dnech (3 extrakce/den). Ziskané extrakty vzdy obsahovaly a-
, P- a y-tokoferol. V extraktech bylo obsazeno 9,5 pg/ml a-tokoferolu, RSD 9,1 %, 1,8 pg/ml
B-tokoferolu, RSD 6,9 %, a 1 ug/ml y-tokoferolu, RSD 4,8 %.

4.3. Vliv velikosti ¢astic

Pro vSechny pfedchozi experimenty byl pouzity ¢astice homogenizované¢ho kvétu mésicku
o primeéru 0,315mm. Protoze k dispozici byly vétsi ¢astice o priméru 0,630mm 1 mensi Castice
o priméru 0,018mm, byl testovan vliv jejich velikosti na extrahované mnozstvi latek. Jak
vyplyva z grafu na Obr. 8, vytéznost byla nejvyssi u nejmensich ¢astic. Primérné se z nich
ziskalo 14,2 pg/ml a-tokoferolu, RSD 0,4 %, 2,1 ug/ml B-tokoferolu, RSD 5,8 % a 0,9 pg/ml
y-tokoferolu, RSD 0,1. Nejvétsi castice vykazovaly nejniZsi vytéznosti s primérnym ziskem
3,8 ng/ml, a-tokoferolu, RSD 6,0 %, 1,4 pg/ml B-tokoferolu, RSD 3,5 %, a 0,5 pg/ml y-
tokoferolu, RSD §,0 %.

Ptredpokladame, Ze v tomto jevu hraje roli kanalkovy efekt (channeling effect), kdy mensi
castecky umoziuji lepSi kontakt s rozpoustédlem a poskytuji vétsi plochu pro samotnou
extrakci. Pfidané kuliCcky mezi Casticemi tento kontakt dale podporuji a poméhaji zajistit
rovnomérngjsi prichod rozpoustédla, minimalizuji vznik nezddoucich kanalki a zlepSuji

efektivitu extrakce.

16 +

Koncentrace pg/ml

ol BT yT
lemné Eastice (0,018) Stredni dAstice (0,315) Hrubé Gstice (0,630)

Obr. 9 Graf zavislosti koncentrace isoforem vit. E na velikosti ¢astic mési¢ku 1ékaiského.
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4.4. Porovnani zoptimalizované metody s tradi¢ni metodou extrakce

pomoci organického rozpoustédla

Metoda UAE byla provedena podle ¢lanku [25]. Vzorek byl extrahovén v 6 replikatech. Z
divodu nedostatku materidlu obsahoval jeden vzorek ¢astice o velikosti 0,315 mm a zbylych 5
vzorkl obsahovalo Castice o velikosti 0,018 mm.

Z extraktu s vétSimi casticemi bylo ziskano pramérné 11,2 pg/ml a-tokoferolu, 1,4 pg/ml -
tokoferolu a 2,0 pg/ml y-tokoferolu. Z jemnych ¢astic bylo ziskdno 14,5 pg/ml a-tokoferolu,
RSD 10,7 %, 0,5 pg/ml B-tokoferolu, RSD 9,2 %, a 2,1 pg/ml y-tokoferolu, RSD 10,2 %.

Z hodnot uvedenych vySe a z grafu na obrazku ¢ 9. je patrné, Ze UAE ma lehce vétsi

vytéznost nez SFE, ale ma horsi opakovatelnost.

) 18 + 12 +«

16 + ‘[ 10
= 14 4 = = 1
H -
giz o
@ 10 b
fo
t 81 z
o @
2 61 g 49
4] 5

2 4 = = 2 *

0 = - 0

oaf BT T aT BT vT
UAE Jemné Edstice (0,018) SFE Jemné Eastice (0,018) UAE Stiedni Estice (0,315) SFE Stiedni castice (0,315)

Obr. 10 Grafické znazornéni vytéznosti UAE a SFE u mensSich (A) a vétSich castic (B).

Z nasledujicich chromatogramii na obrazcich €. 12 az 16 je vidét, ze extrakty ziskané
pomoci SFE jsou méné zatizeny piispévky matrice, v zdznamu je tedy patrno méné pikl
balastnich latek, coz umoziuje lepsi integraci pikii a zlepSuje reprodukovatelnost vysledkt
analyz. Toto poukazuje na lepsi precisténi extraktu pomoci SFE. Pro ilustraci jsou zndzornéna
data také pro analyty, které nebyly v extraktech detekovany, tedy pro o8- tokoferol a a-, B-, y- a

o- tokotrienol.
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Obr. 11 Chromatogram a-tokoferolu extrahovaného pomoci SFE (A) a UAE (B), chromatogram obsahuje

zéznam standardu (Cern€) a extraktu (rizovy-SFE a modry-UAE). Ob¢ separace probihaly pfi isokratické eluci

za téchto podminek: mobilni faize — smés CO, a metanolu s 10 mmol/l mraven¢anem amonnym v objemovém

poméru 95/5, prutok 1,5 ml/min, teplota kolony 50 °C, tlak BPR 130 bar.
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Obr. 12 Chromatogram B-tokoferolu a y-tokoferolu extrahovaného pomoci SFE (A) a UAE (B),

chromatogram obsahuje zdznam standardu (Cern¢) a extraktu (rizovy-SFE a modry-UAE). Separace probihala za

stejnych podminek, jako je popséno u obrazku 11.
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Obr. 13 Chromatogram d-tokoferolu extrahovaného pomoci SFE (A) a UAE (B), chromatogram obsahuje

zéznam standardu (Cerné) a extraktu (rizovy-SFE a modry-UAE). Separace probihala za stejnych podminek,
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Obr. 14 Chromatogram o-tokotrienolu extrahovaného pomoci SFE (A) a UAE (B), chromatogram obsahuje

z4dznam standardu (Cern€) a extraktu (rizovy-SFE a modry-UAE). Separace probihala za stejnych podminek,

jako je popsano u obrazku 11.
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Obr. 15 Chromatogram B-tokotrienolu a y-tokotrienolu extrahovaného pomoci SFE (A) a UAE (B),

chromatogram obsahuje zaznam standardu (¢ern¢) a extraktu (rizovy-SFE a modry-UAE). Separace probihala za

stejnych podminek, jako je popsano u obrazku 11.
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Obr. 16 Chromatogram d-tokotrienolu extrahovaného pomoci SFE (A) a UAE (B), chromatogram obsahuje

zdznam standardu (Cern¢) a extraktu (rizovy-SFE a modry-UAE). Separace probihala stejnych podminek, jako je

popsano u obrazku 11.
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5. Zavér

Bylo potvrzeno, Ze vitamin E lze GispéSné extrahovat pomoci superkritické fluidni extrakce.
Zjistili jsme, Ze s rostouci teplotou i tlakem se zvySuje mnozstvi vyextrahovanych tokoferold,
zatimco vyssi podil polarni slozky v extrakénim médiu vytéznost snizuje. Déle se ukazalo, ze
¢im mensSi jsou ¢astice matrice, tim vyssi je vytéznost tokoferolt.

Optimalni podminky extrakce byly stanoveny na teplotu 80 °C, tlak 300 bar a piidavek
etanolu v mnozstvi 2 %. Za téchto podminek byla dosazena maximalni vytéznost 9,5 ng/ml a-
tokoferolu s relativni smérodatnou odchylkou (RSD) 3,0 %, 1,8 pg/ml B-tokoferolu (RSD 4,8
%) a 1,0 ng/ml y-tokoferolu (RSD 5,1 %). Pfi pouziti nejmensich ¢astic o velikosti 0,018 mm
se prumérnd vytéznost jesté zvysila na 14,2 pg/ml a-tokoferolu, 2,1 pg/ml B-tokoferolu a 0,9
ng/ml y-tokoferolu, coz potvrzuje, ze mensi velikost ¢astic vede k efektivné;jsi extrakei.

Z hodnot relativni smérodatné odchylky vyplyva, Ze metoda vykazuje dobrou
opakovatelnost. Pii srovnani SFE s ultrazvukovou asistovanou extrakci bylo zjisténo, ze SFE
ma o néco nizsi vytéznost, avsak jeji extrakty obsahuji méné balastnich latek a samotny proces
je opakovatelnéjsi. Pokud je tedy cilem ziskat CistSi extrakt se stabiln€jSimi koncentracemi

cilovych latek, predstavuje SFE vhodné&;jsi volbu.
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