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Nazov diplomovej prace: Vyvoj UHPLC metddy pre separdciu 6smych Strukturne

blizkych derivatov vitaminu E

Cieflom tejto diplomovej prace bolo vyvinut UHPLC metddu pre separaciu 6smych
derivatov vitaminu E. Patri medzi ne skupina tokoferolov a skupina tokotrienolov.
K dosiahnutiu stanoveného ciefa bola wvyuZitd ultra-vysokoucinna kvapalinova
chromatografia. V priebehu optimalizacie bol dblezity vyber staciondrnej fazy, zlozenie
mobilnej fazy, jej prietokova rychlost, teplota kolény a ¢as separacie. Ako najlepsou
stacionarnou fazou bola koléna Ascentis Express F5 (100 x 3,0 mm, 2,7 um), Sigma-
Aldrich, na ktorej prebehla separacia 6smych derivatov vratane dvoch problematickych
parov: B-T3 s y-T3 a paru B-T s y-T. Mobilnou fazou bola zmes metanolu s acetonitrilom
(1:1) avody v pomere 75:25 s prietokom 1 ml/min, izokratickou eliciou a PDA a FLR
detekciou. Pri PDA detekcii bola vinovéa dizka merania nastavena na 290 nm. U FLR
detekcie, ktora bola citlivejSou, bolo emisna vinova dizka nastavend na 325 nm
a excitaéna vinova dizka bola nastavena na 280 nm. Cas separacie bol menej nez 8 min.
Sucastou vyvoja metddy bola validacia, kde bola overend spravnost a presnost metddy
pomocou merania koncentrdcie a stanovenia RSD u lieéiva a-tokoferol v kvapkach vo

vyzivovom doplnku.
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Abstract

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of analytical chemistry

Candidate: Klara Pruzinska

Supervisor: Assoc. prof. PharmDr. Lucie Novdkova, Ph.D.

Title od the diploma thesis: Development of UHPLC method for separation of eight
structurally related derivatives of vitamin E

The aim of this diploma thesis was to develop UHLPC method for the separation of eight
derivates of vitamin E. They include a group of tocopherols and tocotrienols. To achieve
the aim ultra-high performance liquid chromatography was used. In process of
optimalization the most important thing was the choice of stationary phase, consistence
of mobile phase, flow speed, temperature of column and the time of separation. The
Ascentis Express F5 Column (100 x 3.0 mm, 2.7 um), Sigma-Aldrich was the best
stationary phase because the separation of all eight derivatives on this column including
two problematic pairs: B-T3 with y-T3 and the pair B-T with y-T was performed. The
mobile phase was a mixture of a methanol with acetonitrile (1:1) and water in the ratio
75:25 with a flow rate 1 ml/min, isocratic elution and PDA and FLR detection. In PDA
detection the wavelength was set 290 nm. In more sensitive FLR detection the emission
wavelenght was 325 nm and the exciting wavelength of exciting was set on 280 nm. The
time of separation was less than 8 minutes. The development of the method included
validation, where the accuracy and precision of the method was verified by measuring
the concentration and determining the RSD for the a-tocopherol drug drops in the

nutritional supplement.

Key words: vitamin E; tocopherols; tocotrienols; UHPLC; development of method;

separation
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Zoznam pouzitych skratiek:

ACN - acetonitril

BEH — hybridny sorbent (bridged ethylsiloxane—silica hybrid)

CSH —hybridna stacionarna faza s nabitym povrchom (chared surface hybrid)

DDD - dennd doporucena davka

FLR — fluorescencny

H, HETP - Vyskovy ekvivalent teoretickej priehradky (veli¢ina)

HIC — hydrofébna interakénd chromatografia (Hydrofobic interaction chormatography)
HILIC - hydrofilnd interakénd chromatografia (Hydrophilic interaction chromatography)
HPLC — vysokoucinna kvapalinova chromatografia (high performance liquid
chromatography)

HRMS — hmotnostnd spektrometria svysokym rozliSenim (high resolution mass
spectrometry)

HSS — vysoko odolny silikagél (high strength silica)

ICH — Medzindrodna konferencia pre harmonizaciu (The International Conference on
Harmonisation of Technical Requirements for Registration of Pharmaceutical for
Human Use)

IPA - isopropylalkohol

IU — medzinarodna jednotka

LLE — extrakcia z kvapaliny do kvapaliny

LLM - mikroextrakcia z kvapaliny do kvapaliny

LOD - limit detekcie

MeOH - metanol

MSPD — disperzia matrice na tuhej faze (matrix solid phase dispersion)

NP — normalne fazy

PDA — detektor s diédovym polom (photo diode array)

PFP - pentafluorofenyl

RP - reverzné fazy

SEC — molekulova vylucovacia chromatografia (size-exclusion chromatography)

STD — standardny roztok/Standardna latka

T - tokoferol



T3 - tokotrienol

UHPLC — ultra-vysokoucinna kvapalinova chromatografia (ultra-high performance
liquid chromatography)

UV — ultrafialovy (detektor), (ultraviolet)

VIS — viditelné svetlo (visible)

a-TTP - a-tokoferol transferovy protein (a-tocopherol transfer protein)

B-CD - B-cyklodextrin

2-HP-B-CD - 2-hydroxypropyl-B-cyklodextrin



1 Uvod

Vitamin E patri medzi lipofilné vitaminy. Tato latka doélezita pre Zivot je tvorend hlavne
dvoma skupinami ato skupinou tokoferolov a tokotrienolov. Kazda z nich je dalej
tvorena derivatmi, konkrétne: a, B, y, 6-tokoferol a rovnako z rady tokotrienolov: a, 3,

vy, 6-tokotrienol.

V tejto diplomovej praci bola hladand optimdlna metdéda na separaciu uvedenych
derivatov vitaminu E. Na splnenie tejto Ulohy bola pouzitd metdda ultra-vysokoucinna
kvapalinova chromatografia (UHPLC). Doposial vyvinuté metédy boli hlavne
praktizované na reverznych fadzach HPLC. Zvacsa boli zamerané na separdciu len istych
derivatov vitaminu E, jeho metabolitov, alebo na separdciu viacerych lipofilnych zloZiek
v roznych biologickych vzorkach, napr.: sérum, plazma, vybrané vnutorné organy.
Okrem biologickych vzoriek bola vyuzivand HPLC alebo UHPLC metdda aj v pripade

lieCivych pripravkov alebo vyZivovych doplnkov, vytazkov z rastlin a potravin.

Vitamin E je jedna z mnohych pre Zivot doleZitych |atok, ktorej sa Katedra analytickej
chémie v Hradci Kralové venuje aj prave pre jeho vyznamné ucinky na [udsky
organizmus, ktoré boli objavené priblizne pred 100 rokmi. Medzi najdélezitejsie

a zaroven najznamejsie vlastnosti patri antioxidaény a antiabortivny ucinok.
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2 Ciel prace

Ciefom tejto prace bolo vyvinut optimalnu metddu pre separaciu zadanych 6smych
derivatov vitaminu E z rady skupiny tokoferolov (T) a tokotrienolov (T3). Jednd sa o: a-T,
B-T, y-T, 6-T a a-T3, B-T3, y-T3, 6-T3. Tento ciel bol realizovany pomocou separacne;j
metddy UHPLC. Boli hfadané podmienky, ktoré by zarucovali dostatocnu selektivitu

a najma rozliSenie pri separacii vSetkych derivatov vitaminu E pri ¢o najnizSom case.

Pri vybere vhodnej stacionarnej fazy boli testované kolény Acquity UPLC CSH, koldny
Ascentis Express a Kinetex (blizSie parametre vid kap. 4.1.2). V pripade mobilnej fazy,
boli skisané rézne pomery organickej (methanol, acetonitril) a vodnej zlozky, ku ktorej
v niektorych meraniach bol pridany isopropanol. Pri vybere optimdlnej detekcie bola
porovnana citlivost PDA a FLR detekcie. Vhodné spojenie tychto parametrov tak malo

viest k dosiahnutiu toho ciela.

Pri vyvoji metddy ako vhodnej na dany ucel bolo dbleZité jej overenie pomocou
validaénych parametrov ako je spravnost, presnost, citlivost a linearita prostrednictvom

zostrojenia kalibracnej krivky a merania koncentracie lie€iva vo vyzivovom doplnku.
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3 Teoreticka ¢ast

3.1 Vitamin E

Vitaminy su esencidlne latky dolezité pre spravne fungovanie organizmu, ale nie su
zdrojmi energie. V organizme mozZu vystupovat ako ko-faktory, ko-enzymy, prip.
vplyvaju na génovu transkripciu. Vitamin E spolu svitaminmi A, D a K patri medzi
lipofilné vitaminy, t.j. vitaminy rozpustné v tukoch. Vo vSeobecnosti ma vitamin E
dolezité pozitivne Ucinky na ludsky organizmus. Jedna z najdélezitejsich vlastnosti je tzv.
antisterilita. Znamena to, Ze ma antiabortivne CiZe protipotratové ucinky a zabranuje
strate spermatogenézy u muzov. O ni¢ menej doblezity je aj antioxida¢ny ucinok. Je to
schopnost latok vychytavat volné radikaly a tak degradovat pre telo vyznamné zlozky,
napr.: hormoény, enzymy, tuky, lipoproteiny, fosfolipidy biomembran ainé. Tato
vlastnost sa tiez oznacuje ako cytoprotektivna vlastnost. Zarovenn mobéze spomalit
rychlost starnutia [1, 2, 3, 4].

Nedostatok tohto vitaminu spdsobuje vazne negativne prejavy ako anémia, hemolyza,
poskodenie sietnice, poruchy travenia, neplodnost, alergie. Postupne ubuda svalova
hmota a nervové tkanivo. Nedostatok vitaminu sa prejavuje hlavne u poruch prijmu
a absorbcie potravy (tukov), u intravendznej vyzivy a u novorodencov [2, 5].

Podla studii vitamin E moZeme ndjst najcastejsie a v najvacsej miere prave v rastlinnych

olejoch, orechoch, ovsenych vlockach a v ludskom mlieku [2, 5, 6].

3.2. Farmakologické vlastnosti vitaminu E

Pre svoje pozitivne Ucinky pri plodnosti sa odporuca aj v indikaciach spojenych s pocatim
a tehotenstvom. O farmakoterapii a davkovani v tehotenstve, obdobi laktacie a pri
znizenej plodnosti rozhoduje lekar. Rovnako sa odporuéa u Zien pri problémoch
a tazkostiach s menstruaciou, napr. ako je zvysené krvacanie a bolest.

Dennd doporucena ddvka (DDD) u Zien predstavuje 12 mg a u muzov 15 mg. U kojacich
Zien je DDD aZz 19 mg. Hodnoty obsahu vitaminu E sa u lieCivych pripravkov zvyknu
uvadzat v IU, pricom 1 IU = 1 mg D/L-a-tokoferolu = 0,67 mg D-a-tokoferolu. Plati, Ze
u lipofilnych vitaminov moéze byt nadmerny prijem toxicky pre organizmus z dévodu

akumuldcie a nasledne zvysenej hladiny - hypervitaminézy [2, 5, 7].
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Z pohladu farmakokinetiky je vstrebdvanie a-tokoferolu na urovni 20 — 80% a je zavislé
na pritomnosti Zl¢e aspravnej funkcii pankreasu. Pri podani vysSich davok je
vstrebavanie nizsie. Vitamin E je absorbovany do lymfatického systému a vychytavany
pecenou. Do krvi a inych tkaniv okrem pecene sa dostava najma a-tokoferol vdaka a-
tokoferol transferovému proteinu (a-TTP). Ostatné izoméry tokoferolu maju velmi nizku
afinitu k a-TTP, a preto sa nedostavaju do krvi v tolkej miere. Cast je metabolizovana
pomocou pecene enzymom glukuroniddzou na glukuronidy kyseliny tokoferonovej a jej
y-laktény. Podobne ako u B,y,6-tokoferolov, tak aj v druhej podskupine vitaminu E,
tokotrienolov, neprestupuju tieto izoméry v dostato¢nej miere z pe¢ene do krvi.
V tomto pripade sa jedna hlavne o y-tokotrienol a 6-tokotrienol. Vacsina izomérov (B-T,
v-T, 6-T ay-T3 s 6-T3) spolu s istym podielom a-T maju ind metabolizacnd drahu. Druhy
sp6sob metabolizmu vedie cez degradaciu postranného retazca, ktora je zahajena w-
oxidaciou a pokracuje B-oxidaciou postrannych retazcov. Terminalnymi metabolitmi
druhej metabolickej drahy su napr.: karboxyetylhydroxychromony aich prekurzory
karboxymetylbutylhydroxychromony [8].

Z metabolitov dalej vznikaju glukuronidy a sulfaty. V tkanivach a telovych tekutinach sa
nachadzaju ako konjugované formy, tak aj volné formy [8].

Cast sa vylu¢uje mocom, ale vacdina sa postupne vyluéuje ZI¢ou. a-tokoferol ma
schopnost prechddzat do materského mlieka, ale placentou prestupuje velmi

obmedzene [1].

3.3 Fyzikalne-chemické vlastnosti vitaminu E

Ako uZ bolo spomenuté, vitamin E patri medzi vitaminy rozpustné v tukoch. Tuto
vlastnost vyjadruje rozdelovaci koeficient P, ktory urcuje pomer celkovej koncentracie
latky rozpustenej v lipidovej faze (c) k celkovej koncentracii lie€iva rozpusteného vo
vodnej faze (cy) (vid Rovnica 1). Tato veli¢ina sa pouZiva v logaritmickej forme.
U vitaminu E sa log P = 10. Podla platného Ceského Iékopisu 2017 je tento vitamin
prakticky nerozpustny vo vode, lahko rozpustny v aceténe, v etanole bezvodom

a v mastnych olejoch. V etanole 96% je dobre rozpustny [9, 10, 11].

Rovnica 1: Vypocet rozdel'ovacieho koeficientu P [11]
CL

P=—

Cv
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Zakladom Struktury vitaminu E je chromanolovy cyklus, ktory je substituovany
metylovymi (—CHs) skupinami (vid obr. 1). Struktdrne sa vitamin E sklada z tokoferolov
a tokotrienolov. Jednd sa o osem derivatov: a-T, B-T, y-T, 6-T a z rady tokotrienolov: a-
T3, B-T3, y-T3, 6-T3. Uvedené derivaty maju spolo¢ny zaklad (vid obr. 2) aich Struktura
je dalej modifikovana r6znym poétom a polohou metylovych skupin v danych derivatoch
(vid' obr. 2). 1zoméria je jednou z modifikacii Struktary molekul a prikladom takejto
modifikacie je aj vitamin E. Izoméry su latky, ktoré maji rovnaky sumarny vzorec, ale
lisia sa Strukturnym usporiadanim a tak sa izoméry mézu lisit fyzikalnymi ¢i chemickymi

vlastnostami alebo mézu vykazovat rozne vlastnosti v oboch ohladoch [12, 13].

HO.

chroman-6-ol

obr. 1: Zaklad Struktury vitaminu E. Nakreslené v programe ChemBioDraw [14].

HO
CHy CHy CH,

CHgy
CHy Tokoferal

“h Tokotrienol
Derivat R1 R2
a CH, CH,
B CH, H
\ H CH,
6 H H

obr. 2: Struktira tokoferolov a tokotrienolov. R; a R, predstavuji substituenty uvedené v tabulke pre jednotlivé

derivaty.Nakreslené v ChemBioDraw [14].
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Hlavnym predstavitelom, azaroven biologicky najucinnejSim izomérom je RRR-a-
tokoferol, chemicky (2R)-2,5,7,8-tetramethyl-2-[(4R,8R)-4,8,12-trimethyltridecyl]-
chroman-6-ol (vid obr. 3). V praxi sa pouZiva vo forme acetatu. Ostatné izoméry vykazuju
nizsiu biologicku aktivitu, napr.: B-tokoferol ma 50% ucinnost oproti a-tokoferolu a v
pripade &-tokoferolu su to 3% ucinnosti na rozdiel od a-tokoferolu. Skupina
tokotrienolov ma nizsiu biologicku aktivitu celkovo asi 0 60% ato kvoli pritomnosti
dvojitych vazieb. Antioxidacny ucinok je Uzko spojeny s pritomnostou hydroxylovej

skupiny v polohe 6 chromonového cyklu [4, 9, 10, 12].

CH,
{R}-2,5,7,8-tetrametyl-2-((4R,8R)-4,8,12-trimetyltriedecyl)chroman-6-ol

obr. 3: RRR-alfa-tokoferol. Nakreslené v programe ChemBioDraw [9].
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3.4 Publikované metody analyz tokoferolov a tokotrienolov

Doposial bolo uskuto¢nenych a predstavenych niekolko roéznych metdd, ktoré sa
zaoberali separdciou vzoriek, prip. aj kvantifikaciou obsahu. V nasledujucej tabulke (vid
Tabulka 1, Tabulka 2, Tabulka 3) sa nachddzaju publikované metddy, ktoré si zamerané
na ucéinnd separaciu vitaminu E spojend s vyvojom optimalnej HPLC alebo UHPLC
metddy. NajcastejSie prebiehala separacia na reverznych fazach s pouzitim FLR detekcie.
Castou zlozkou mobilnej fazy bol metanol, voda, acetonitril v réznych pomeroch.
Stacionarna faza bola zastipena roéznymi kolénami. NavySe su uvedené biologické
vzorky, rastlinné vytazky, liecivd, zlozky vyZivy a potravin. V niektorych metédach sa v
ramci analytu vyskytuje aj ina, vacsinou lipofilna zlozka, ktord je charakteristicka pre
dany biologicky materidl (y-oryzanoly, retinol, B-karotén apod.). Medzi casovo
najrychlejSie analyzy patrili analyza biologického materidlu séra a plazmy a analyza
vitaminového pripravku v tobolkach a detskych kvapkach. U analyzy vitaminového
pripravku separdcia lipofilnych vitaminov a medzi nimi aj vitaminu E prebiehala na
reverznych fazach HPLC s PDA detekciou a vysSou prietokovou rychlostou. Jednou
z vyskusanych kolén bola aj Ascentis Express F5. Mobilné fazy boli acetonitril
s metanolom a vodna zlozka v roznych pomeroch.

Zdroje, ktoré boli pouzité na tvorbu tejto tabulky, st uvedené priamo v tabulke.
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Tabulka 1: Publikované metédy analyz Ta T3

Analyt Biologicka  Extrakéna  Separacnd Detekcia Staciondrna faza Mobilna faza Cas Prietok LOD Zdroj
vzorka metdda metdda (min) (ml/min)
a, B, vy, 6-T, RyZové LLM RP —HPLC FLR Kinetex PFP MeOH:H,0 20 1 3-34 ng/ml [15]
a, B, vy, 6-T3, otruby a ich (MS u oryzanolov) (250 x 4,6 mm, 5 um) 85:15
y-oryzanoly olej
a, B,y, 6-T, Celozrnny MSPD RP —HPLC FLR Eclipse XDB C18 MeOH:ACN:IPA 12 0,8 0,03-0,11 [16]
a, B,y 6-T3 jacmen (150 x 4,6 mm, 5 um) 55:40:5 mg/kg
a, B, vy, 6T, 5 typov Zmydelfiovanie RP — HPLC FLR Phenomenex Gemini MeOH:ACN 11 0,8 0,3-1,8 [17]
a, B,y, 6-T3 rastlinnych C18 81:19 ug/kg
olejov (150 x 4,6 mm, 5 um)
a-T, Palmovy olej Riedenie NP - HPLC uv Zorbax Rx-SIL n-hexan:2-propanol 10 0,8 100, 28 - [18]
a,y,6-T3 (250 x 4,6 mm, 5 um) 99:1 175,24 pg/
a, B,y, 6-T, Olej zo Riedenie RP — HPLC FLR Luna PFP MeOH:H,0 13 1 nedostupny [14]
a, B,y, 6-T3 semien (150 x 4,6 mm, 3 um) 93.7
ovocia +Phenomenex
(4 x 3 mm)

Vysvetlivky: T = tokoferol, T3 = tokotrienol, FLR = fluorescen¢na detekcia, HPLC = vysokoucinna kvapalinova chromatografia, RP = reverzné fazy, NP = normalne fazy, PFP = pentafluorofenyl,

LLE = extrakcia z kvapaliny do kvapaliny, LLM = mikroextrakcia z kvapaliny do kvapaliny, LOD = limit detekcie, MSPD = disperzia matrice na tuhej faze MeOH = metanol, H,O = voda, MTBE =

metyl-terc-butyléter ACN = acetonitril, IPA = isopropylalkohol, UV = ultrafialovy (detektor), PDA = detektor s diodovym polom, BEH = hybridny sorbent, HRMS = hmotnostna spektrometria

s vysokym rozlisenim, VIS = viditel'né spektrum, B-CD = B-cyklodextrin, 2-HP-8-CD = 2-hydroxypropyl-g-cyklodextrin
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Tabulka 2: Publikované metddy analyzy Ta T3

Analyt Biologicka Extrakéna Separacna Detekcia Staciondrna faza Mobilna faza Cas Prietok LoD Zdroj

vzorka metoda metoda (min)  (ml/min)

retinol, retinyl sérum nedostupna RP - UHPLC UV-VIS HSS T3 ACN:MeOH 4,5 0,5 <0,1a<5 [20]
palmitat, 25-OH-

vitamin D, a,y-
tokoferol, lutein, gradientova ellcia retinol a a-T

(100 x 2,1 mm, 1,8 um) 95:5 az 50:50 umol/l pre

zeaxanthin, o, -
karoten, o,B-
kryptoxanthin,
lycopen

a, B,y, 6-T, Plazma, Zmydelriovanie, RP —HPLC FLR Phenomenex Kinetex PFP MeOH:H,0 15 0,8 27-156 [3]

a, B, vy, 6-T3 pecen riedenie (150 x 4,6 mm, 2,6 um) 85:15 pg/ml




Tabulka 3: Publikované metddy analyzy Ta T3

Analyt Biologicka  Extrakénd Separacna  Detekcia Staciondrna faza Mobilna faza Cas Prietok LOD Zdroj

vzorka metoda metoda (min) (ml/min)

a, B, vy, 6-T, ryza Riedenie RP - UHPLC- HRMS Poroshell 120 PFP 0,1%roztok HCOOH 13 nedostupny 0,2-1,8 ug/l [22]
o, B,y, 6-T3, HRMS (150 x 3,0 mm, 2,7 um) a MeOH obsah.
y-oryzanoly, 0,1% roztok

B-karotén, HCOOH

Lipofilné vitaminy Tobolky Riedenie RP —HPLC PDA Ascentis Express F5 ACN:MeOH:H,0 4 1,8 <3 ug/ml [24]
(vit. A, D, K, E) a detské kvapky (100 x 4,6 mm, 2,7 um) 10:80:10

Lipofilné vitaminy Tobolky Riedenie RP —HPLC PDA Chromolith ACN:MeOH 4 4 <3 pg/ml [24]

(vit. A, D, K, E) a detské kvapky HighResolution RP-18 25:75
(100 x 4,6 mm)




3.5 Ultra-vysokoucinna kvapalinova chromatografia
3.5.1 Systém ultra-vysokouiéinnej chromatografie a jeho vyhody

Ultra-vysokoucinna kvapalinovd chromatografia — separacnd metéda oznacovana ako
zmodernizovand, zdokonalend a hlavne ucinnejsia oproti klasickej HPLC. Casto je
pouzivana vo farmaceutickej oblasti, napr.: v procese vyvoja lieiv, analyze a kontrole
lieCiv, pri sledovani farmakokinetiky a metabolizme lie¢iv. Tymto typom chromatografie
je mozné ziskat analyzu komplexnych vzoriek vo vysokom rozliseni za kratsi ¢as [25, 26].
Medzi jej hlavné prednosti patri najma omnoho rychlejSia separacia s vyssim rozliSenim
vdaka casticiam mensSim ako 2 um. ZmensSenim velkosti Castic sa separdcia stava
ucinnejsou (je zabezpecené vyssie rozliSenie a hodnoty H, HETP su niZsie), linedrna
prietokova rychlost mobilnej fazy je vyssia, rychlost analyzy je vyssSia a tlak na koldne
stipa. Tym padom dizka kolény méze byt mensia [24, 27, 28, 29, 30].

Na obr. 4 su znazornené jednotlivé van Deemterové krivky odpovedajuce danym
velkostiam castic sorbentov. Minima kriviek predstavuju vyssiu separacnd ucinnost
kolény, kedy su hodnoty veli¢iny vySkového ekvivalentu teoretickej priehradky
vyuZivané pri praci s prietokom, kde je mozné pracovat v SirSom rozsahu jeho hodnot

bez toho, aby bola negativne ovplyvnena ucinnost [28, 29, 31, 32].
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HPLC

H
E
T
P 3,5 um Eastice
™ 1990°s
[1m] >
ACQUITY UPLC™ System
1,7 um castice
2004
0 1 2 3 4 5 6 7
Prietok (ml/min) Linearna rychlost (v, mm/s) —
ID=1.0 mm 0.04 0.07 0.10 0.13 0.17 0.20 0.24
ID=2.1T mm 0.15 0.3 0.45 0.6 0.75 0.9 1.05

obr. 4: van Deemterové krivky pri roznych velkostiach castic sorbentu. Prevzaty zo zdroja [33]

Pozn.: Aquity UPLC™ System je znacka pristroja firmy Waters. [28]

Veli¢ina vyskovy ekvivalent teoretickej priehradky H, HETP vyjadruje dizku kolény L
pripadajucej na jednu teoreticku priehradku (vid' Rovnica 2). Pricom ind bezrozmerna
veli¢ina — pocet teoretickych priehradok N — je pouzivana k vyjadreniu ucinnosti kolony

(vid'Rovnica 3) [29].

Rovnica 2: Vypocet vyskového ekvivalentu teoretickej priehradky (H) [29].

Rovnica 3: Vypocet veli¢iny pocet teoretickych priehradok koldny (N);

tr,i = retencny cas, wy, = Sirka piku pri zakladnej linii [29].
tri\>
N=16 (l)
Wp
V dosledku toho je separacia ucinnejsia pri vyssich linearnych prietokovych rychlostiach
a prebieha pri vysokych tlakoch (az 130 MPa, 15 000 psi). Napriek tomu sa optimalna
velkost Castic pohybuje zvacésa 1,6 — 1,9 um, lebo kazdym dalSim zmensenim velkosti

dochadza k zvySovaniu spatného tlaku, ale Ucinnost sa uz vyznamne nezvySuje. Nizsie

uvedena rovnica (vid Rovnica 4) vyjadruje tuto skutocnost: spatny tlak je priamo Umerny
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dizke kolény L, aviak nepriamo Umerny velkosti sorbentu dp, a zaroveri vnitornému

priemeru kolény dc [28, 29, 30, 33].

Rovnica 4: Vypocet spatného tlaku v koléne UHPLC; F,, = objemovy prietok, n = dynamicka viskozita MF [30].

F.nL
Ap = 240002

2 42
cdp

Dal$imi, ale nie menej vyznamnymi vlastnostami UHPLC su napr.: znienie medze
detekcie a tym aj zvysSenie citlivosti techniky. Pomocou tohto typu chromatografie je
mozné ziskat viac kvalitativnych Udajov z analyzy a navySe naklady na analyzu su nizsie
vdaka mensej spotrebe rozpustadiel a mensieho objemu vzoriek vdaka nizsSim

prietokovym rychlostiam a rychlejsSej analyze [27, 25].
3.5.2 InStrumentdacia UHPLC

Za poslednych par rokov doslo voblasti farmaceutickej analyzy k pokrokom. S
prichodom UHPLC systému na trh (od r. 2004) bol stale vacsi zdujem o tento typ
chromatografie vdaka jeho vyhodam. Avsak, UHPLC vyZaduje podmienky pre

inStrumentaciu [28].

e Mimokoldnové prispevky maju vplyv na rozmyvanie elu¢nej zény, dopad na tvar
pikov a tym znizuju ucinnost separdcie. Ich negativny vplyv je moiné znizit
vhodnym vyberom spojovacich kapilar u nastrekového zariadenia, koldny
a detektoru. KratSie kapildary s mensim vnutornym priemerom maju sklon
k mensim mimokolénovym prispevkom [28, 34].

e Stacionarna faza s malym priemerom castic [34].

e Frekvencia ziskavania dat az do 80 Hz [28].

e Intervaly davkovacich cyklov a presné davkovanie napriek malym objemom.
Doba nastreku méze byt velmi vplyvajica hlavne u velmi kratkych analyz (<1
min). Cas nastreku sa pohybuje okolo 30 s — 1 min. Potrebnym skratenim doby
nastreku na menej ako 15 s by zasa mohla byt ohrozena opakovatelnost. Jav
nazyvajuci sa prekryvajuci sa nastrek (overlapped injection) znamen3, Ze pocas
doby vykonavania nastreku, ktorého objem esSte nie je odobrany, prebieha

predchadzajlca separacia. Cas nastreku sa tak optimalizoval na 1520 s [34, 28].
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Davkovaci systém vplyva na separdciu prostrednictvom mimokoldnovych
prispevkov. Ich najvacsie riziko hrozi pri pouziti kapilarnych, kratkych kolén a
mikrokoldn. Dnes su hojne vyuZivané automatické ddvkovace (autosamplery). Su
spojené so zdsobnikom, v ktorom su umiestnené vialky a z nich si odoberané
objemy ihlou injekénej striekacky dalej uréené k analyze [28].

Prvym typom davkovania je nepohybliva ihla injekénej striekacky a pohybujuci sa
zasobnik kruhovo alebo osovo. Druhy sp6sob davkovania je opacény. Zasobnik je
nepohyblivy a pohyblivou castou je ihla injekénej striekacky. V tretom type
davkovania su oba komponenty nepohyblivé. Vialka obsahujica vzorku je
prinesend pod ihlu injekénej striekacky [28].

Automaticky davkovac firmy Waters ma vyhody oproti inym vyrobcom vyhodu
v neprerusenom toku mobilnej fazy kolénou. Ihla injekénej striekacky je
oplachovand zvnutra aj zvonka pocas analyzy. Takisto pri odoberani objemu
vzorky z vialky nenastdvaju vyrazné tlakové zmeny [28].

Gradientova ellcia mobilnej fazy sa dnes Casto vyuZiva v analyzach komplexnych
latok. Pomeru zloZenia mobilnej fazy sa behom analyzy meni v prospech zlozky,
ktord ma vyssSiu elu¢nu silu. Délezitymi faktormi su napr.: retencné casy, Sirka
pikov, selektivita a rozliSenie, prietok mobilnej fazy. Oneskorenie gradientu by
malo byt v analyze ¢o najmensie. Jedna sa o oneskorenie, pokial sa dany pomer
mobilnej fazy dostane do kolény. Zatial tak dochddza k neziadlcej izokratickej

ellcii v pociatoénej zlozke mobilnej fazy [28, 34].

3.5.3 Staciondarna faza

Staciondrna faza je jednou znajdélezitejSich komponentov chromatografickych
systémov. Je nepohyblivou ¢astou a zaroven naplriou kolony alebo sorbentom, na ktorej
prebieha dana separacia. Je potrebné dodrzat chemicku a tepelnd stabilitu materialu
a naplne, z ktorej je stacionarna faza vyrobend. Obal sorbentu je vacSinou zloZeny z
inertnych materidlov ako je nerezova ocel alebo sklo [28, 35].

Stacionarne fazy maju rozne clenenie z roznych hladisk. Jednym z najdolezitejSich
rozdeleni byva podla chromatografického médu ato na: normalny, reverzny mad,
ionexy, hydrofilna interakéna chromatografia (HILIC) a iné. V oblasti UHPLC sa vyuZivaju

takisto rozne separaéné médy ako napr.: separacia na normalnych alebo reverznych
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fazach, chirdlna separdcia, molekulova vylucovacia chromatografia (SEC), idnovo-
vymenna chromatografia (IEX), hydrofilnd interakénd chromatografia (HILIC)
a superkriticka fluidna chromatografia (SFC) [28, 35, 26].

Dal$im delenim stacionarnych faz je rozdelenie podla chemického zloZenia. Délezitou
podskupinou tohto rozdelenia su stacionarne fazy zloiené z anorganickych oxidov.
Jednym z najviac vyuzivanych anorganickych oxidov je silikagél. Samostatne sa tento
nosi¢ vyuziva pri separacii na normalnych fazach a méde HILIC. Tento nosi¢ je zloZzeny zo
silanolovych skupin Si-OH, ktoré zaroven predstavuju aktivne centrd stacionarnej fazy.
Podla typu pripravy sa silikagél deli na 3 druhy [28].

Po substitucii vhodnych ligandov na silanolové skupiny vo forme alkylov (najcastejsie
C18, C8), fenylov ¢i alkylfenylov sa tento sorbent pouziva pri separacii na reverznych
fazach [28].

Staciondarne fazy so zdkladom dalsich anorganickych oxidov kovov boli pouZivané pre
svoju najvacsSiu vyhodu - vysSia chemicka stabilita. Medzi oxidy kovov patri oxid
hlinity, oxid zirkonicity a oxid titanicity, ktoré su pouzivané ako polarne sorbenty. Mozu
byt vyuzivané v roznych separaénych médoch [28].

Stacionarne fazy zloZené z polymérov su najviac pouzivané pri analyze proteinov
a peptidov. VyuZivané su najma kopolymér polystyrendivinylbenzen, polyvinylalkohol
a metakrylaty pri sepracii na reverznych fazach alebo anorganické nosice s povrchovou
vrstvou polyméru (polysiloxany, polyétery) [28].

Dolezitym typom stacionarnych faz su dalej popisané hybridné stacionarne fazy.

V zaCiatkoch vzniku UHPLC metddy sa vyskytovali na trhu vaésinou stacionare fazy
v reverznom maode, napr.: C8, C18 a fenylova. Az neskoér sa tato skala faz rozsirila aj na

normalny maéd a HILIC [36].

UHPLC je kompatibilnd s kolénami, ktoré su naplnené povrchovo poréznymi materidlmi,

s vysokoteplotnymi LC a dvojrozmernymi LC [25].

3.5.1.1 Hybridné stacionarne fazy

Pojem hybridna stacionarna faza znamend spojenie anorganického silikagélu
s polymérom organického siloxanu. Tetraetoxysilan reaguje s metyltrietoxysilanom
v pomere 2:1. Sorbent vzniknuty tymto sp6sobom nesie so sebou spojenie vyhodnych

vlastnosti silikagélu a zaroven vyhody polyméru, ¢oho je dosledkom velmi dobra
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mechanickd, tepelna a chemicka stabilita vratane $irokého pH rozmedzia. Specifickou
charakteristikou tohto typu fazy je mnoistvo substituovanych silanolovych skupin
vacésinou metylovymi skupinami, ¢o pozitivne ovplyviiuje symetriu pikov [28, 37].
Hybridna staciondrna faza BEH je v porovnani s jej predchodcom hybridného sorbentu
X-Terra od firmy Waters viac chemicky a mechanicky odolna. Tento typ vznika reakciou
tetraetoxysilanu s bis(trietoxysilyl)etanom [28].

Technolégia Hybridnd stacionarna faza s nabitym povrchom (CSH), ktord bola
predstavena v r. 2010, obsahuje ¢astice s povrchovym ndbojom. Vyhodou tejto metddy
Upravy Castic je zlepSenie tvaru pikov v mobilnych fazach s nizkou iénovou silou alebo
v kyslych mobilnych fazach. Chemicka a mechanicka stabilita ostdva nezmenena [32, 36,

38].

Hybridné stacionarne fazy moziu mat naviazané ligandy, ktorych charakter uréuje
reverzny alebo normdlny separacny mod. NajcastejSie sa jednd o ligandy typu alkylov
(C18, C8), fenyl-hexyl ligandy, alkylamidové alebo pentafluorofenylové (PFP) ligandy
[28].

Jednym z typov CSH koldn je aj pentafluorophenyl-propylova (PFP). Ma hned’ niekolko
vylepSenych vlastnosti ako napr.: poldrne-nepolarne interakcie vratane vodikovych
mostikov, dalej hydrofébného, elektrostatického, aromatického a v neposlednom rade
aj stéricko - planarneho mechanizmu. Oproti kolénam C8 alebo C18 sa tato fluorovana
koldna liSi aj dalSou vyhodou. Separacia izomérnych latok je uUcinnejSia v porovnani

s vySSie uvedenymi kolénami [39].
3.5.4 Povrchovo porézne castice

Pred ¢asom bola predstavena nova technoldgia, kde su neporézne pevné jadra cCastic
sorbentu zaobalené do porézneho puzdra silikagélu. J. J. Kirkland ako prvy zadal vyrobu
komeréne dostupnych sorbentov s HALO casticami (vid obr. 5). Neskor sa na trhu objavili
aj koldny s povrchovo poréznymi ¢asticami ako medzi prvymi Kinetex (Phenomenex),

Ascentis Express (Sigma-Aldrich), Poroshell (Agilent) (vid obr. 6) atd' [28, 40].
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Porous Shell

Solid Core 2.7 pm

obr. 5: Povrchovo porézna castica Halo Peptide ES-C18 [41].

obr. 6: Povrchovo porézne castice; A) 2,6 um Kinetex, B) 1,7 um Kinetex, C) 2,7 um Halo [42].

Ve

Technoldgia povrchovo poréznych castic preukazuje vyssiu separacnu ucinnost vdaka
svojej stavbe Castic s relativne malym priemerom a poréznym tenkym plastom, ktorym
je zabezpeceny dostatocne pravidelné usporiadanie ¢astic sorbentu. Désledkom toho je
urychleny a lepsi transport hmoty a kratsi ¢as analyzy [28, 43, 44].

Sorbenty s povrchovo poréznymi casticami su pouzivané v HPLC vdaka nizkemu
spatnému tlaku do 25 MPa s prietokovou rychlostou 0,6 ml/min. V UHPLC metddach sa

pouzivaju plne porézne Castice s priemerom do 2 um [28].
3.6 Validacia metody

Pri vyvoji kazdej analytickej metddy je sucastou kontroly kvality validacia metody.
Validacia metddy je nutna pred jej zavedenim na vSeobecné pouZivanie, a zaroven je
dbkazom, Ze metdda je vhodna na dany ucel. Validacia sa stanovuje podla valida¢nych
parametrov na zaklade ustanoveni regulacnych autorit. Validacné parametre sa riadia

podla doporuceni harmonizovanych predpisov (ICH) vo farmaceutickej analyze.
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Validacné parametre podla ICH zahrriuju: spravnost, presnost, Specifitu, detekény limit,
kvantitativny limit, rozsah, lienaritu, robustnost [45, 46].

e Spravnost

Spravnost metddy predstavuje rozdiel medzi nameranymi hodnotami a prijatou

referenénou hodnotou. Tento rozdiel sa tiez oznacuje ako chyba vysledku [45].
e Presnost

Presnost udava mieru tesnosti zhody medzi ziskanymi vysledkami zo série merani.
Tiez byva vyjadrena aj ako rozptyl nameranych hodnét a je vyjadrovana ako relativna
smerodajna odchylka (RSD v %). Tento validacny parameter je dalej rozdeleny na

opakovatelnost metddy a reprodukovatelnost metddy [45, 46].
e Linearita

Validacny parameter linearita znamend, Ze metdda poskytuje vysledky priamo
umerné koncentracii analytu vo vzorke. V pripade UHPLC analytickej metddy ide
o priamu zavislost signdlu na koncentrdcii. V praxi sa pouzZiva matematicka rovnica
y = ax + b, u ktorej a predstavuje posun na osi y a b je oznacenie pre smernicu

kalibracnej priamky [45, 46].
e Limit detekcie (LOD)

Limit detekcie (detekény limit) je hodnota koncentracie analytu vo vzorke, ktora je
este detekovatelnd. Jedna sa o pomer signdlu k Sumu, ktorého hodnoty musi byt

> 3 [45, 46].
e Limit kvantifikacie (LOQ)

Parameter Limit kvantifikidcie predstavuje koncentraciu analytu vo vzorke, ktord je
uréena s prijatelnou presnostou a spravnostou. Hodnota LOQ je sucastou linearneho
rozsahu a jeho hodnoty su uréované ako pomer signalu k Sumu. V praxi sa casto
analytu vo vzorke, ktoru je eSte mozné urcit s prijatelnou spravnostou a presnostou

[45, 46].
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4 Experimetalna ¢ast
4.1 Pouzité pristroje a chemikalie

4.1.1 Standardné latky

e Tokoferoly (a-tokoferol, B-tokoferol, y-tokoferol, 6-tokoferol), Tocopherols
25mg/ml v hexane 298% (Sigma — Aldrich, Nemecko)
e Tokotrienoly (a-tokotrienol, pB-tokotrienol, y-tokotrienol, &-tokotrienol)

Tokotrienols 5mg/ml v etanole >98% (Larodan, Svédsko)

4.1.2 Pomocky a pristrojové vybavenie

e analytické kolény:
o Acquity UPLC CSH C18 100 x 2,1 mm, 1,7 um (Waters, Milford, USA)
o Acquity UPLC CSH Fluoro-Phenyl 100 x 2,1 mm, 1,7 um (Waters, Milford,
USA)
o Acquity UPLC CSH Phenyl-Hexyl 100 x 2,1 mm, 1,7 um, (Waters, Milford,
USA)
o Ascentis Express Cyano 100 x 2,1 mm, 3 um (Sigma Aldrich, St. Louis,
USA)
o Ascentis Express F5 100 x 3,0 mm, 2,7 um (Sigma Aldrich, St. Louis, USA)
o Kinetex PFP 100 x 2,1 mm, 2,6 um (Phenomenex, USA)
e automatické mikropipety a Spi¢ky, Eppendorf Reference2, Hamburg, Nemecko
o trepacka, IRA-Labdancer
e UHPLC systém Acquity™ Ultra Performance LC, Waters, Milford, USA

e vialky s uzavermi, Vitrum, CR
4.1.3 Chemikalie

e acetonitril, Acetonitrile LC-MS Chromasolv® > 99,9% (Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA)

e 2-propanol LC-MS Chromasolv® > 99,9% (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e metanol, Methanol LC-MS Chromasolv® > 99,9% (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
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e ultracistd voda (destilacia prebieha na Katedre analytickej chémie pomocou

pristroja Milli-Q RG, Merck)
4.1.4 Vyzivovy doplnok

e Vitamina E liquida (koloidny vitamin E), 30 ml; D-a-tokoferol 2400 mg/100 ml;
(Martinez Nieto, MARNYS®, Spanielsko)

4.2 Priprava roztokov
4.2.1 Priprava zasobnych roztokov standardnych latok

Pre vyvoj tejto metddy boli pouZité ako zdsobné roztoky standardnych latok vitaminu E
roztoky tokoferolov (a,-T, B-T, y-T, 6-T) a tokotrienolov (a-T3, B-T3, y-T3, 6-T3).

Kazdy derivat vitaminu E bol pripravovany samostatne spésobom: objem 40 ul odobrany
zo Standardného roztoku daného izoméru T (25 mg/ml) bol doplneny hexanom 960 pl,
aby vysledna koncentracia takto pripraveného zasobného roztoku T bola presne
1 mg/ml.

Priprava zdsobnych roztokov tokotrienolov prebehla obdobne. 200 ul Standardného
roztoku konkrétneho izoméru T3 (5 mg/ml) bol doplneny 800 ul etanolu, aby vysledny
zasobny roztok izoméru T3 odpovedal koncentracii 1 mg/ml.

Takto pripravené zdsobné roztoky boli uchovavané v chladnicke pri teplote 4 °C.

4.2.2 Priprava pracovnych roztokov standardnych latok

Z vychodiskovej koncentracie 1 mg/ml zasobného sStandardného roztoku kazdého
derivatu bolo odobranych 10 ul zo zdsobného roztoku Standardnych latok a tento objem
bol doplneny 990 pl metanolu. Vysledna koncentracia takto pripravenych pracovnych
roztokov bola 10 pug/ml. Riedenie prebiehalo do 8 réznych vialiek. Kazda vialka bola

oznacena prislusnym typom tokoferolu, resp. tokotrienolu.

Zmes T a T3 bola pripravena do samostatnej vialky, v ktorej sa nachadzalo 8-krat po
10 pl z kazdého izoméru odobranych zo zdsobného roztoku Standardnych latok

a doplnenych 920 ul metanolu.
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Voda sa pri Uprave koncentrdcii nepouZzivala, pretoze vitaminu E je vo vode prakticky

nerozpustny a tieZ z dévodu nizSej odozvy detektoru pri meraniach.

4.2.3 Priprava roztokov pre UHPLC analyzu

Pri samotnej UHPLC analyze sa pouzivalo niekolko roztokov. Ako slaba oplachova
kvapalina bol pouzity 30% roztok acetonitrilu. Oplachovou kvapalinou piestov bol 10%
roztok metanolu vo vode. Silnou oplachovou kvapalinou bol pouZity 100% roztok
metanolu vo vode.

Mobilna faza pri kazdom merani bola zloZzend z organického modifikdtoru a vodnej
zlozky v roéznych pomeroch sodliSnym zloZzenim vzhladom kdanému meraniu.
V niektorych meraniach bol k vodnej zlozke pridany isopropanol v pomere 1:1. Metanol
bud samostatne, alebo v pomere 1:1 s acetonitrilom zastupovali druhu zlozku mobilnej

fazy.
4.3 Podmienky UHPLC metody

Podmienky optimadlnej separacie pomocou UHPLC separacnej metédy boli nasledovné.
Koléna Ascentis Express F5 (100 x 3,0 mm, 2,7 um), Sigma-Aldrich, na ktorej prebiehala
separdcia, bola zahrievana na teplotu 40 °C a teplota automatického davkovaca bola
4 °C. Nastrek vzorky na kolénu bol 5 pl. Mobilnd faza bola zloZzend z metanolu
s acetonitrilom (1:1) avody v pomere 75:25, s prietokovou rychlostou 1 ml/min
a izokratickou eluciou. Za tychto podmienok bola vyuzitd PDA detekcia aj FLR detekcia.
Vlnova dizka PDA detekcie bola nastavend na 290 nm. FLR excita¢nd vinova dizka bola
nastavend na 280 nm a emisnd vinova dizka bola 325 nm. Cela separacia trvala menej

nez 8 min. Pre meranie a vyhodnotenie bol pouZity software Empower™S3,
4.4 Validacia metaody
4.4.1 Kalibraéna zavislost

Linedrna zavislost bola preukdzand pomocou zavislosti plochy piku na koncentracii
a nasledne zostrojenia kalibracnej krivky, ku ktorejzostrojeniu bola pripravend

kalibrac¢na rada.
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Z roztoku s koncentraciou 100 pg/ml boli dalej pripravované vzorky v naslednych

koncentraciach (Tabulka 4).

Tabulka 4: Priprava roztokov kalibracnej zavislosti

koncentracia 10 pg/ml 20 pg/ml 50 pg/ml 70 pg/ml
STD 100 pl 200 pl 500 pl 700 pl
(100 pg/ml)
MeOH 900 pl 800 pl 500 pl 300 pl

STD = standardny roztok; MeOH = metanol

Z tychto koncentracii boli pripravené dalSie vzorky stale 10-ndasobnym zriedenim
s koncentraciami: 1 pg/ml, 0,1 pg/ml, 0,01 ug/ml a takym istym spésobom riedenia aj

u 20 pg/ml, 50 pug/ml a 70 pg/ml. Vsetky Standardné roztoky boli riedené metanolom.

4.4.2 Stanovenie presnosti a spravnosti

Pri overeni presnosti a spravnosti metddy boli pripravené tri r6zne koncentracné hladiny
s obsahom lie€iva a-T vo vyZivovom doplnku (kvapky) (vid" Tabulka 5). V pripade
Standardnych roztokov 3 koncentracii (80%, 100% a 120% STD) boli pridané jednotlivé
izoméry T a T3 zo zdsobnych Standardnych roztokov T a T3. Zasobny roztok T bol zlozeny
zo 4 derivatov T po 480 ul (dokopy 1920 pl) a riedeny metanolom (80 pl), aby vysledna
koncentracia bola rovna 240 pg/ml s vyslednym objemom 2 ml. Rovnakym spésobom

bol pripraveny aj zasobny roztok T3 s objemom 2 ml.

Kvapky s obsahom a-T 2400 mg/100 ml bolo potrebné zriedit do koncentra¢ného
rozmedzia kalibracnej krivky (0,7 — 70 ug/ml). Zasobny roztok kvapiek bol zriedeny 10-
nasobne metanolom (100 ul kvapky + 900 pl metanol). Boli pripravené vialky vzoriek
troch réznych koncentracii (80%, 100% a 120%), v ktorych boli obsiahnuté zmesi T a T3
derivatov odobranych z ich zasobnych Standardnych roztokov. Ich jednotlivé objemy vid
Tabulka 5. Nasledne do kazdej pripravenej vialky so vzorkami réznych koncentracii (80%,
100%, 120% vzorka) bolo k zmesi Standardnych roztokov T a T3 pridanych 10 pl
zasobného roztoku kvapiek a tak vysledné riedenie metanolom bolo 1000-ndsobné

a koncentracia v analytoch dosahovala 24 pg/ml.

31



Tabulka 5: Priprava roztokov 3 r6znych koncentracnych hladin vyZivového doplnku pri overeni presnosti

a spravnosti.

80% STD 80% vzorka 100% STD 100% vzorka 120% STD 120% vzorka

T 80 pl 80 ul 100 pl 100 pl 120 pl 120 pl
240 pg/ml
T3 80 ul 80 ul 100 pl 100 pl 120 pl 120 pl
240 pg/ml
MeOH 840 pl 830 pl 800 pl 790 pl 760 pl 750 pl
kvapky - 10 ul - 10l - 10 ul
2400 pg/ml

T = tokoferoly; T3 = tokotrienoly; MeOH = metanol; STD = Standardny roztok tvoreny zmesou T, T3 a MeOH

v danej koncentracii

V pripade 80%, 100% a 120% roztokov vzoriek boli pripravené 3 vzorky (vialky).
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5 Vysledky a diskusia

V priebehu optimalizacie metddy bol testovany vplyv stacionarnej fazy, mobilnej fazy
s jej zloZenim, jej prietokova rychlost, teplota koldny, ¢as separacie, separacna spolu

s rozliSenim.

5.1 Vysledky ziskané na kolone CSH PFP

Tato CSH PFP koldna bola skdsand s r6znymi typmi a pomermi mobilnej fazy.

Vjednom zprvych merani bola mobilnd fdza tvorena metanolom avodou. Za
najkomplikovanejsi proces bola povazovand separacia problematickych parov izomérov
6-T3 s B-T3 a paru B-T s y-T. Tieto dva pary izomérov spésobovali rovnaké komplikacie
aj pri niektorych dalSich meraniach vdaka ich rovnakému poctu metylovych skupin (ale
v roznych polohdach) a teda rovnakej molekulovej hmotnosti. Pri tejto mobilnej faze sa
rozliSenie separacie zlepSilo postupnym percentualnym zvySovanim podielu vody
v mobilnej faze (vid obr. 7). AvSak podla chromatogramu separdcia kritickych parov
izomérov vitaminu E nebola stale dostacujuca. ZvySenim podielu vody sa Cas separacie
zvysil aZ na viac ako 20 min a tak metdda na tejto koléne s mobilnou fazou metanol a
voda nebola vyhovujluca. Vo vietkych meraniach bola vyuzitd izokraticka eldcia, pri
ktorej dochadza k rozsirovaniu $irky pikov vplyvom diftzie. Predizenie analyzy negativne

vplyva na tvar pikov a citlivost analyzy.
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obr. 7: Chromatogramy separdacie 8 derivatov vitaminu E s vyuZitim kolény CSH PFP, MF = MeOH:voda;

A) 85:15; B) 80:20; C) 75:25; D) 70:30; E) 65:35

Dalsi experiment bol uskuto¢neny s mobilnou fazou metanol, acetonitril a voda (vid obr.
8), kde organickd zlozka bola tvorend metanolom a acetonitrilom v pomere 1:1 a druhou
zlozkou bola samotna voda. V prvom vyskdsanom pomere MeOH a ACN k vode 63:37
(A) je vidiet nachromatograme separaciu vsetkych 6smych derivatov, ale kvéli
nedostatocnej separacii sa podiel organickej zlozky k vode zniZil postupne na 60:40 (B)
a 50:50 (C). VSeobecne pri zniZzeni organického podielu mobilnej fazy sa ¢as separacie
predi?i avtomto pripade je to vyrazné hlavne u pomeru 50:50. Pri tomto pomere
mobilnej fazy sa ani do 60. min nepodarilo separaciu Uplne dokoncit. V pripade C) nastal

drift (posun) zakladnej linie.
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obr. 8: Chromatogramy separacie 8 derivatov vitaminu E s vyuzitim kolény CSH PFP; MF = ACN/MeOH:voda;
A) 63:37; B) 60:40; C) 50:50

Pri pridani isopropanolu k vodnej zlozke (vid obr. 9) je mozné vidiet jeden pik a
o separacii jednotlivych izomérov sa neda hovorit. Ani pri zvyseni podielu vodnej fazy sa

vysledky nezlepsili a teda tento typ mobilnej fazy bol pre tuto kolénu nevyhovujuci.
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obr. 9: Chromatogram separacie 8 derivatov vitaminu E s vyuZitim kolény CSH PFP MF = ACN/MeOH:IPA 65:35

Pri zmene teploty koldny na 50 a 60 °C a mobilnej faze metanol a voda 65:35 vzhladom
na vysledky, zmena teploty koléony mala na selektivitu separacie zanedbatelny vplyv (vid’
obr. 10 A, B). Separacia kritickych parov izomérov nebola Uplna. Zmeny tepl6t boli
porovnané s pévodnou teplotou koléony 40 °C (C). ZvySena teplota kolédny mala vplyv na
¢as analyzy, ktory bol skrateny. Navyse bol vyskisany iny pomer metanolu a vody a to

60:40 pri teplote 60 °C (D). V tomto pripade nedoslo k vyraznému zlepseniu separacnej
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selektivity, a zarover sa ¢as analyzy predizil. V chromatogramoch A) a D) dochadza

k cyklickému vineniu zakladnej linie.
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obr. 10: Chromatogramy separacie 8 derivatov vitaminu E s vyuZitim kolény CSH PFP; MF = MeOH:voda;

A) 65:35, t = 60°C; B) 65:35, t = 50°C; C) 65:35, t = 40°C; D) 60:40, t = 60°C

V dalsSom merani nastala zmena vo vodnej zlozke. K samotnej vode bol pridany
isopropanol (1:1). Organickd zloZzka bola zastupend metanolom. Boli nastavené tieto
pomery mobilnej fazy - metanol a voda spolu s isopropanolom: 70:30 (A); 65:35 (B);
60:40 (C); 50:50 (D); 40:60 (E). Aj v pripade takto r6zne nastavenych pomerov mobilnej
fazy, a zaroven pri postupnom zvySovani vodnej zlozky, nedoslo k dostatoénej separacii

o0smych derivatov (vid obr. 11).
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obr. 11: Chromatogramy separacie 8 derivatov vitaminu E s vyuZitim kolény CSH PFP; MF = MeOH:IPA/voda;

A) 70:30; B) 65:35; C) 60:40; D) 50:50

Pri kombindcii mobilnej fazy, kde organickd zlozka bola zastipend acetonitrilom

a metanolom (1:1) a vodnd zlozka bola tvorena vodou spolu s isopropanolom (1:1),

doslo opat iba knelplnej separacii. Problematické pary izomérov ostali znova

nerozdelené. Na obr. 12 je vidiet zmeny pomerov mobilnej fazy, ktorych bolo cielom

dosiahnut Uplnu separaciu najméa dvoch pérov izomérov (6-T3 s B-T3 a par B-T sy-T).

Napriek tymto zmendm neboli dosiahnuté o¢akavané vysledky.
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obr. 12: Chromatogramy separdcie 8 derivatov vitaminu E s vyuzitim kolony CSH PFP; MF = ACN/MeOH:IPA/voda;
A) 50:50; B) 40:60; C) 30:70; D) 20:80

5.2 Vysledky ziskané na kolone CSH Phenyl-Hexyl

Tato CSH phenyl-hexyl (CSH PHE) koldéna bola vysku$ana pri pomere mobilnej fazy
metanol a voda (77:23) a jej prietokovej rychlosti 0,5 ml/min. Napriek tomu, separacia
kritickych parov izomérov (6-T3 s B-T3 a B-T sy-T) bola viditelna, avSak separacna
selektivita nebola dostatoéne G&innd (vid obr. 13). Daldie pomery a typy mobilnej fazy
neboli skisané na danej koldone, kvoli dlhej dobe analyzy. Snahou zvysit Ucinnost

separdcie zvacSenim podielu vodnej zloZky, ¢as analyzy by sa dalej zvySoval.
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obr. 13: Chromatogram separacie 8 derivatov vitaminu E s vyuZitim kolény CSH PHE; MF = MeOH:voda 77:23

5.3 Vysledky ziskané na kolone CSH C18

V dalSich meraniach bola pouZita koléna C18. Na obr. 14 (A) bola vyskisana mobilnd faza
metanol a voda 90:10. V dalSich dvoch meraniach (B a C) sa podiel organickej casti
znizoval za predpokladu vyssej separacnej selektivity a teda, Ze dojde k Uplnej separacii
vsetkych derivatov. Tento predpoklad sa nepodarilo naplnit. Prekazkou bol jav koellcie
problematickych parov izomérov (y-T3 s B-T3 a paru B-T s y-T) a tak sa moznost danej
kolény ako vhodnej vylucila.
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obr. 14: Chromatogramy separacie 8 derivatov vitaminu E s vyuZitim kolony CSH C18; MF = MeOH:voda; A) 90:10;
B) 85:15; C) 83:17
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5.4 Vysledky ziskané na koldne Kinetex PFP

Na obr. 15 sa nachadza separacia na koldne Kinetex PFP so zloZzenim mobilnej fazy
metanol a voda (80:20). Hoci selektivita a ¢as separacie boli vyhovujlice, metdéda nebola
oznacena za optimalnu kvéli frontujucim pikom. Pri¢inou tohto javu je pravdepodobne
nekompatibilita Sraubovania koldny, ktora pochadza od iného vyrobcu ako je vyrobca

inStrumentacie.
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obr. 15: Chromatogram separacie 8 derivatov vitaminu E s vyuZitim koldny Kinetex PFP; MF = MeOH:voda 80:20

5.5 Vysledky ziskané na koldne Ascentis Express Cyano

Pomocou tejto koldny bola ziskana separdcia znazornena na obr. 16. Cas separécie je

kratky, ale samotna separacia izomérov nie je ani zdaleka dostatocna.
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obr. 16: Chromatogram separacie 8 derivatov vitaminu E s vyuZitim koldny Ascentis Express cyano;

MF = MeOH:voda 80:20
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5.6 Vysledky ziskané na koldne Ascentis Express F5

Koldna Ascentis Express F5 poskytla najlepsie vysledky pri pouziti niekolkych mobilnych
faz. Jedna z prvych vyskusanych mobilnych faz na tejto koléne bola zloZzena z acetonitrilu
avody. Na nizSie uvedenom obr. 17 sa nachadzaju chromatogramy pri podiele
acetonitrilu 80%(A), 70%(B), 65%(C) a 60%(D). Druha zlozka bola tvorena vodou. Prietok
mobilnej fazy bol 1 ml/min. Napriek vhodnej separacnej ucinnosti v pripade D) bola
hladand ind moZnost mobilnej fazy, ktorej ¢as separacie by bol kratsi a rozliSenia parov

izomérov B-T3 s y-T3 a paru B-T s y-T by bolo vysSie.
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obr. 17: Chromatogram separacie 8 derivatov vitaminu E s vyuZitim koldny Ascentis Express F5; MF = ACN:voda;

A) 80:20; B) 70:30; C) 65:35; D)60:40

Pri dalSej kombinacii mobilnej fazy bola vyuZita aj zmena rychlosti jej prietoku. Mobilna
faza tvorena metanolom avodou v pomere 80:20 bola otestovana pri prietokovych
rychlostiach 0,5 — 1,0 ml/min (vid obr. 18). Je mozné vidiet stvis medzi zvysujicou sa
prietokovou rychlostou azvySovanim separacnej selektivity a vySSim rozliSenim.
Zaroven je potrebné dodat, Ze prietokova rychlost nie je jedinym faktorom vplyvajicim
na separdciu, jej ucinnost a selektivitu. V uvedenych chromatogramoch A) — F) je vidiet

postupné prediZenie doby separacie vzhladom na zniZovanie prietokovej rychlosti
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mobilnej fazy. Pri prietoku 1 ml/min (A) sa Cas separacie zniZil na polovicu oproti 0,5

ml/min (F).
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obr. 18: Chromatogram separacie 8 derivatov vitaminu E s vyuZitim kolony Ascentis Express F5; MF = MeOH:voda

80:20; A) 1 ml/min; B) 0,9 ml/min; C) 0,8 ml/min; D) 0,7 ml/min; E) 0,6 ml/min; F) 0,5 ml/min

Pri pouziti mobilnej fazy, ktora bola zloZzena z metanolu spolu s acetonitrilom (1:1)
a zvody v pomere zloziek 75:25 a pri prietokovej rychlosti 1 ml/min, bola dosiahnuta
vysoka separaéna selektivita koldnou Ascentis Express F5. Cas separacie bol menej ako
8 min. Spojenim tychto parametrov doslo k najdeniu optimalnej metddy k separacii

vSetkych 6smych derivatov vitaminu E az k zakladnej linii.
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obr. 19: Chromatogram separacie 8 derivatov s vyuZitim koldny Ascentis Express F5; MF = MeOH/ACN:voda 75:25
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5.7 Validacia metody

5.7.1 Kalibraéna zavislost

Linearita ako jeden zo skimanych parametrov pri validacii metédy bola overena formou
kalibracnych kriviek. Kalibra¢na zavislost bola porovnana u PDA a FLR detekcie. Z toho
vyplyvaju dve kalibracné krivky pre kazdy izomér (vid obr. 20 - obr. 23). Porovnanim
citlivosti dvoch typov detekcie z merani vyplynulo, Ze FLR detekcia bola citlivejSia
u niektorych derivatov az trikrat.

Délezitym prvkom pri uréovani linearity je koeficient determindcie R?, ktory dosahoval
hodnoty min 0,9990 u oboch kalibracnych kriviek a tieto hodnoty boli pre nas hlavnym
ukazovatelom. Takisto bol stanoveny dolny limit kvantifikacie (LLOQ). Vysledky su

zhrnuté v tabulkach (Tabulka 6 a Tabulka 7).

Tabulka 6: Rovnice a koeficient determinacie jednotlivych kalibracnych priamok, kalibracné rozmedzie a LLOQ pri

PDA detekcii
PDA

derivat R? rovnica zavislosti LLOQ kalibracné

rozmedzie
o-T 0,9990 y=1433,8x-2266,7 0,7 pg/ml 0,01 — 100 pg/ml
B-T 0,9996 y=1213,7x-43,344 0,2 pg/ml 0,01 — 100 pg/ml
y-T 0,9996 y=1955,3x-43,799 0,2 pg/ml 0,01 — 100 pg/ml
6-T 0,9997 y=1354,8x-34,816 0,2 pg/ml 0,01 — 100 pg/ml
o-T3 0,9991 y=1324,4x-1524,9 0,5 pg/ml 0,01 — 100 pg/ml
B-T3 0,9996 y=1676,3x+68,957 0,2 pg/ml 0,01 — 100 pg/ml
y-T3 0,9997 y=1329,6x-29,678 0,2 pg/ml 0,01 - 100 pg/ml
6-T3 0,9996 y=1058,1x+44,317 0,2 pg/ml 0,01 — 100 pg/ml
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Tabulka 7: Rovnice a koeficient determinacie jednotlivych kalibraénych priamok, kalibracné rozmedzie a LLOQ pri

FLR detekcii
FLR

derivat R? rovnica zavislosti LLOQ kalibracné

rozmedzie
o-T 0,9990 y=11691x-10255 0,5 pg/ml 0,01 - 100 pg/ml
B-T 0,9995 y=9890,5x-1244 0,2 pg/ml 0,01 - 100 pg/ml
y-T 0,9996 y=16194x-1060,6 0,2 pg/ml 0,01 - 100 pg/ml
6-T 0,9996 y=9114,5x-223,16 0,2 pg/ml 0,01 - 100 pg/ml
o-T3 0,9991 y=15794x-4245,9 0,1 pg/ml 0,01 - 100 pg/ml
B-T3 0,9996 y=18614x+1816,1 0,07 pg/ml 0,01 - 100 pg/ml
y-T3 0,9996 y=15177x+1034,9 0,07 pg/ml 0,01 - 100 pg/ml
6-T3 0,9996 y=11379x+883,01 0,07 pg/ml 0,01 — 100 pg/ml
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obr. 20: Kalibracné krivky tokoferolov s vyuZitim PDA detekcie
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obr. 21: Kalibra¢né krivky tokotrienolov s vyuzitim PDA detekcie

46



1200000

1000000

800000

600000

<

400000

200000

0 10 20 30 40 50 60 70 80

-200000
c (ug/ml)

@ 6-tokoferol @ B-tokoferol @ y-tokoferol @ a-tokoferol

obr. 22: Kalibrac¢né krivky tokoferolov s vyuZitim FLR detekcie
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obr. 23: Kalibracné krivky tokotrienolov s vyuzitim FLR detekcie
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5.7.2 Presnost a spravnost metédy

V nasledujucich tabulkach (Tabulka 8, Tabulka 9, Tabulka 10) sa nachadza prehlad
vysledkov koncentracii jednotlivych derivatov oproti pripravenym Standardnym
roztokom v danych koncentracnych hladinach (vid kap 4.4.2), ¢im je overena spravnost
vyvinutej metddy. Porovnavanymi hodnotami boli priemerné plochy pikov, z ktorych
bola nasledne vyratand percentudlna koncentracia. Stanovena relativna smerodajna
odchylka (RSD) predstavuje validaény parameter presnost. Ako je moiné vidiet
v tabulkach, najvysSie RSD dosahuje o-T. Hodnoty tohto derivdtu pochdadzaju zo
skimaného vyzivového doplnku (kvapiek). Kvapky boli obohatené o standardné roztoky
derivadtov T a T3. Ide o metddu pridavku vonkajsieho Standardu.

Ostatné derivaty sa vkvapkdch nenachddzali a ich plochy pikov pochddzaju z
pripravenych standardnych roztokov. Dolny limit kvantifikacie (LLOQ) bol stanoveny z
kalibracnej krivky.

Tabulka 8: Spravnost a presnost (RSD) jednotlivych derivatov pri koncentracii 80% s pridavkom vyZivového

doplnku (kvapky)

a-T B-T y-T 6-T ao-T3 B-T3 y-T3 6-T3
3 spravnost 125,2 104,7 103,1 105,3 102,9 100,2 99,4 129,3
o
© (%)
presnost 9,2 3,4 3,4 3,4 1,0 1,3 0,8 14,8
(RSD %)

Tabulka 9: Spravnost a presnost (RSD) jednotlivych derivatov pri koncentracii 100% s pridavkom vyZivového

doplinku (kvapky)

a-T B-T y-T 6-T a-T3 B-T3 y-T3 6-T3
§ spravnost 112,6 113,3 113,3 114,5 95,8 99,1 99,6 99,1
S (%)
presnost 7,7 2,4 2,4 1,7 8,9 5,1 3,0 7,8
(RSD %)
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Tabulka 10: Spravnost a presnost (RSD) jednotlivych derivatov pri koncentracii 120% s pridavkom vyZivového

doplinku (kvapky)

6-T3

100,5

o-T B-T y-T 6-T
§ spravnost 134,9 119,8 119,5 120,2
N (%)
presnost 10,9 1,6 1,5 1,6
(RSD %)
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6 Zaver

Pri vyvoji metddy pre separaciu a detekciu derivatov vitaminu E sa podarilo dospiet
k nastaveniu a kombinacii vhodnych parametrov UHPLC. Bola zohladnend a vybrana
vhodnd koléna Ascentis Express F5 (100 x 3 mm, 2,7 um), pomer a zloZenie mobilnej fazy
metanol s acetonitrilom (1:1) v pomere s vodou 75:35, jej prietokova rychlost 1 ml/min
za izokratickej elticie, ¢as menej ako 8 min s ohfadom na Gcinnost separacie. Metddou
bola porovnana citlivost PDA a FLR detekcie, pricom FLR vykazovala vysSiu citlivost
vzhladom k hodnotdm LLOQ u niektorych derivatov trikrat. Zatychto podmienok
vyvinutej optimalnej metddy doslo k separdcii vSetkych derivatov vitaminu E. Tieto
podmienky boli dalej pouzité k validacii metddy, ako je urcenie linearity, spravnosti,

presnosti.

Linearita bola preukdazana pomocou zostrojenia kalibracnych priamok u T a T3 za PDA

a FLR detekcie a potvrdend hodnotami koeficienta determindcie (R? > 0,9990).

Spravnost metddy bola overend pridavkom vonkajsieho sStandardu. Merané boli
koncentracie lieCiva a-T v kvapkach vyzZivového doplnku. Hodnoty spravnosti prekrocili
povolené odchylky 100% + 5% u tychto derivatov: a-T, 6-T3 pri 80% koncentracnej
hladine, B, v, 6-T pri 100% aj 120% koncentracnej hladine.

Presnost metddy bola overend pomocou relativnej smerodajnej odchylky (RSD). Pri
koncentracnej hladine 80% vzorky lie¢iva hodnota RSD bola 9,2%. Pri 100%
koncentracnej hladine lieCiva vo vzorke bola RSD 7,7% a u 120% bola RSD 10,9%.
Hodnoty RSD pre overenie presnosti metdédy maju dosahovat hodnoty <5%. Povolena
odchylka bola prekroc¢ena aj u derivatov: 6-T3 pri 80% a 100% koncentracnej hladine, a,

B-T3 pri 100% koncentracnej hladine.

Na zaklade vysledkov presnosti a spravnosti, ktoré prekracuju povolené odchylky, sa da
konstatovat, Ze pravdepodobne doslo k chybam pri priprave troch koncentracii vzoriek
s lie¢ivom. Napriek tomu podmienky separdcie umozZniuji dostatoéne selektivnu

separaciu pre separaciu 6smych derivatov vitaminu E s vyhovujucim ¢asom.
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