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Abstrakt

V diplomové praci byly porovnany metody extrakce na pevnou fazi (SPE) a
extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE) pouZité pro separaci vitaminG rozpustnych
v tucich: A (retinol), E (a-tokoferol), D, (ergokalciferol), D3 (cholekalciferol), 25-
(OH)D3 (kalcidiol) z lidského séra. Vitaminy byly nasledné stanoveny vysoce
ucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC).

Jako vychozi metoda byl pouZit postup, ktery byl vyvinut a Castecné
zvalidovan v rdmci diplomové prace: Aplikace SPE a technologie monolitnich kolon
v HPLC analyze biologicky aktivnich latek (Hor&ickova 2009). Tento postup byl déale
optimalizovan za ucelem navyseni vytéznosti extrakce pro cilové analyty 25(OH)D3,
D, a D3 a zkraceni preanalytické faze. Byly testovany podminky: objem vzorku,
deproteinace séra (Cinidla, objem, teplota, Cas), kondicionace SPE kolonek
(promyvani vodou, davkovani), rGzné SPE kolonky, postup eluce (Cinidla,
davkovani, pouziti vakua), vliv centrifugace na Cistotu extraktu, vyuZziti Eppendorf a
sklenénych zkumavek, podminky odpafeni vzorku.

Na zakladé vysledkd pfi optimalizaci SPE metody extrakce byla vyvinuta
nova metoda s vyuzitim LLE extrakce, kterd byla rovnéz optimalizovana s ohledem
na deproteinaéni a extrakéni prostfedi, provedeni extrakce a zpusob odpareni
vzorku.

PFi porovnani obou extrakénich metod bylo zjisténo, Ze metoda s vyuzitim
LLE, poskytla vy3Si vytéZnost extrakce pro cilové analyty D, (ergokalciferol), D3
(cholekalciferol), 25-(OH)D3 (kalcidiol), zaroven zkratila ¢as potfebny pro pfipravu

vzorku k HPLC analyze a také snizila spotfebu rozpoustédel.



Abstract

In this thesis were compared extraction methods, solid phase extraction
(SPE) and liquid liquid extraction (LLE) used for separation of human serum fat
soluble vitamins: A (retinol), E (a-tocopherol), D, (ergocalcipherol), Ds
(cholecalcipherol), 25-(OH)D3 (calcidiol). Vitamins were then determinated by high
performace liquid chromatography (HPLC).

As a baseline method used the procedure that was developed and partially
validated the thesis: Application of the SPE technology and monolithic columns in
HPLC analysis of biologically active substances (Hor¢i¢kova 2009). This procedure
was further optimized in order to increase the extraction of target analytes
25(0OH)D3, D, and D3 and shortening the preanalytical phase. Conditions were
tested: sample volume, deproteination of serum (reagents, volume, temperature,
time), the conditioning of SPE columns (water washing, the dosage), various SPE
columns, elution process (agent, the dosage, use of vacuum), the effect of
centrifugation on the purity of the extract, using the Eppendorf and glass tubes,
sample evaporation conditions.

Based on the results of the optimization of the SPE extraction methods have
been developed a new method using LLE extraction, which has also been
optimized with regard to the environment deproteination and extraction,
construction and extraction method of sample evaporation.

When comparing the two extraction methods were found using the LLE
method, gave higher yield of extraction of target analytes D, (ergocalcipherol), D3
(cholecalcipherol), 25-(OH)D3 (calcidiol), also reduced the time required for sample

preparation for HPLC analysis and reduced solvent consumption.



2. Uvod a cil prace

V této diplomové praci byly porovnany metody SPE (Solid Phase Extraction)
a LLE (Liguid Liquid Extraction) a jejich vhodnost pro Upravu lidského séra za
GCelem stanoveni vitaminu rozpustnych v tucich A (retinol), E (a-tokoferol), D;
(ergokalciferol), D3 (cholekalciferol), 25-(OH)D3 (kalcidiol) pomoci HPLC.

Jako vychozi metoda byla pouzita metoda SPE vyvinuta a Céastecné
zvalidovana v ramci diplomové prace: Aplikace SPE a technologie monolitnich
kolon v HPLC analyze biologicky aktivnich latek (Horci¢kova 2009).

Nasim cilem bylo nejen porovnat obé separa¢ni metody a jejich vhodnost
pro stanoveni, ale i vyvinout novy extrakéni postup z ddvodu nizké vytéznosti vySe
zminéné extrakce pro cilové analyty (25(OH)Ds, D, a D3). DalSim didvodem vyvoje
jiného postupu pro pfipravu vzorku pfed HPLC analyzou byl celkovy €as vyvinuté
metody SPE (1,5 hod), ktery byl nevhodny pro rutinni zpracovavani velkych sérii

vzorkld ve Fakultni nemocnici Hradec Kralové.



3. Seznam pouzitych zkratek

A fyzikalni jednotka Angstrom

AA kyselina askorbova

AAS atomova absorpéni spektrometrie

ACN acetonitril

AES atomova emisni spektrometrie

APCI chemicka ionizace za atmosférického tlaku
c(A)org. celkova latkova koncentrace slozky v organickém rozpoustédle
c(A)vod. celkova latkova koncentrace slozky ve vodé
CPBA analyza kompetitivni vazby na proteiny

CT kalcitonin

D rozdélovaci pomér

DAD detektor diodového pole

DBP vitamin D vazajici protein

DC deproteinacni Cinidlo

DDD doporucené denni davka

ESM metoda vnéjSiho standardu

EtOH ethanol

FD fluorescenéni detektor

FTIR infracerveny spektrometr s Fourierovou transformaci
GC plynova chromatografie

GLE extrakce plynem z kapaliny

HCI kyselina chlorovodikova

hex hexan

HILIC hydrofilni interakéni chromatografie

HPLC vysoce uc€inna kapalinova chromatografie
IR infraCerveny

IS interni standard

ISM metoda vnitfniho standardu

KOH hydroxid draselny

LIF laserem indukovana flourescence

LDL lipoprotein s nizkou densitou



LLE extrakce z kapaliny do kapaliny
MeOH methanol

MS hmotnostni spektrometrie

NMR nuklearni magneticka rezonance

PC poditac

pH kyselost, vodikovy exponent

prop 2-propanol

PTH parathormon

Q rychlost otaceni

r polomér otaceni

RIA radioimunoanalyza

RCF relativni centrifugacni sila

SAM metoda standardniho pridavku

SPE extrakce pevnou fazi

SPME mikroextrakce pevnou fazi

TCA kyselina trichloroctova

UPLC ultra G€inna kapalinova chromatografie
UV-VIS ultrafialova a viditelna oblast spektra

VDRR vitamin D resistentni kfivice



4, Teoretickd cast

4.1. Vitaminy substance nezbytné pro zivot

Vitaminy  jsou definovany jako chemicky nejednotna skupina
nizkomolekularnich organickych latek, které jsou nezbytné pro normalni
metabolismus Zivocichl. Jedna se o zivotné dulezité substance, které organismus
neumi syntetizovat bud vabec, nebo jen v malém mnoZstvi [1].

Uplatnéni a mechanismus U¢inku vitamind v organismu je rizny. Nejvice z
nich se Ucastni na katalytickych reakcich, kde jsou soucasti molekul enzymu jako
jejich kofaktory, nebo puUsobi jako antioxidanty. Zdrojem pfijmu vitamind je
prfedevSim pestra strava. NedostateCné mnozstvi uréitého vitaminu v organismu
oznaCujeme jako hypovitamindézu a uplné chybéni jako avitaminozu. Tyto stavy
mohou vzniknou napfiklad pfi dodrZzovani nespravné diety, u podvyZzivy nebo pfi
nejriznéjSich poruchach traveni. Nedostatek jednotlivych vitaminG se projevuje
typickymi pfiznaky viz. nize [1, 2, 3 ].

4.1.1. Vitaminy a jejich d éleni
Vitaminy se déli podle jejich rozpustnosti na dvé hlavni skupiny:
» vitaminy rozpustné v tucich (A, D, E, K)

» vitaminy rozpustné ve vodé (vitaminy skupiny B a vitamin C)

4.2. Vitaminy rozpustné v tucich

Jednd se o molekuly majici lipofilni charakter a jak jiz bylo vySe zminéno
patfi do této skupiny vitaminy A, D, E a K. Lipofilita latek je schopnost prochazet
mezifazovym rozhranim, pfi ¢emz se v rGzném rozsahu uplatiuji sily hydrofilnich a
hydrofobnich interakci. Lipofilitu latky lze kvantifikovat pomoci rozdélovaciho
koeficientu P(logP), ktery udava pomér rovnovaznych koncentraci latky rozpusténé
mezi dvé vzajemné nemisitelna rozpoustédla dle rovnice [4].

P(log P)=C(0)/C(w)

P(log P) rozdélovaci koeficient
C(0) rovnovazna koncentrace latky v organickém rozpoustédle
C(w) rovnovazna koncentrace latky ve vodé
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Cim vy3si je hodnota P, tim je latka lipofingjsi a snadné&ji prechazi pres
bunécné membrany, jez maji takeé lipofilni charakter. Tyto latky se nasledné mohou
pfi nadmérném pfijmu v bunkadch kumulovat, nejvice v burikach tukovych a
jaternich, a pasobit na organismus toxicky. Napfiklad pro |éCiva plati, Ze aby bylo
|éCivo pro organismus bezpecné nemél by byt rozdélovaci koeficient log P vySSi
nez 5 (Lipinski's rule of five). Experimentalni hodnoty nékterych zkoumanych
vitaminu jsou uvedeny v tabulce (viz. Tab 1) [5].

V pfipadé vitaminu A a D byla popsana hypervitamindza nebo-li intoxikace.
K hypervitamindze a intoxikaci miZe dojit zejména pfi suplementaci vitaminy, kde
hrozi pfedavkovani s nékolikanasobnym prekro¢enim doporuéenych dennich davek
[1,2].

Tab 1: Nékteré parametry vitamin @ rozpustnych v tucich [1,6]

vitamin DDD (mg) koncentrace experimentaln é
v séru (umol/L) zZjist ény log P

A 1-3 1,05-2,27 4,1

D 0,025 - -

E 25-30 19-35 10
25(0OH)D3 * - 0,037-0,200 6
25(0OH)D3 ** - 0,035-0,105 6

* koncentrace 25(0OH)D3 v plasmé béhem léta

** koncentrace 25(0OH)D3 v plasmé béhem zimy

4.2.1. Vitamin A

Vitamin A, také zvany retinol nebo axeroftol, je terpenovou latkou viz. (Obr
1). Vitamin A se do téla zivoCichu muze dostavat také ve formé provitaminu (-
karoten). Zdrojem pfijmu vitaminu A je napf: rybi tuk, maslo, jatra, vejce [2].

B-karoten je obsazeny zejména v mrkvi a dalSich druzich zeleniny, jedna se
0 nenasyceny terpenicky uhlovodik o 40 uhlicich se dvéma B-iononovymi kruhy.

Hydrolyzou ve stfevé poskytuje dvé molekuly retinolu, ktery se v pfitomnosti Zluci
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vstiebava a uklada v jatrech. Ze stfeva se vstfebava i samotny B-karoten. B-karoten
na rozdil od vitaminu A, neni v nadbyte€ném mnozstvi pfi¢inou hypervitamindzy a

pusobi jako antioxidant, doporu¢ena denni davka jsou 2-3 mg [1,2].
Obr 1: Vzorec vitaminu A a jeho provitaminu  B-karotenu [7]

HaC

W IA/Y\
HzC~ TCHa
CHa CH3
= ‘
b—karoten‘ Ty

S r |Vvitamin A,

4.2.1.1. Vyznam vitaminu A a B-karotenu pro organismus

Ukolem vitaminu A je zachovani funkce a rastu hlavné epitelovych bunék.
Déle je dulezity pro proces vidéni, kde je ve své aktivni formé (11-cis-retinalu)
soucasti o¢niho purpuru. Vitamin A ma mirné antioxidacni uc€inky. Antioxidacni
ucinek je mnohem vyraznéjsSi u provitaminu (B-karotenu), ktery uc¢inné likviduje
volné radikaly [3].

Nedostatek vitaminu A (hypovitaminéza aZ avitamindéza) se projevuje
rohovaténim kuze, atrofii sliznic, vysychanim spojivkového vaku a Serosleposti.
Naopak hypervitamindéza zpusobuje poSkozeni jater, vypadavani vlast, krvaceni
Z nosu, atrofizaci sliznic, muze dochazet az k porucham rastu a frakturdm kosti a
ma teratogenni efekt [2].

Idealni koncentrace retinolu v séru by se méla u dospélych pohybovat v
rozmezi: 1,05-2,27 pmol/L [6].
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4.2.1.2. Komer €né dostupné metody stanoveni

Metodu na stanoveni vitaminu A a E spole€né nabizi napf:. firma
Chromsystems (Mnichov, Némecko).

* Vitaminy A a E v séru/plasm &

Jedna se o HPLC metodu stanoveni s UV detekci. Pfed vlastni analyzou je
nutna predpfiprava vzorku zahrnujici: aplikaci interniho standardu k vzorku,
vicenasobny precipitaéni krok srbznymi cinidly, centrifugaci a davkovani
supernatantu do HPLC systému. Pfiklad chromatogramu (viz. Obr 2).

Parametry HPLC metody:

Linearita vitamin A az do 2,25 mg/L (7,85 pmol/L)
vitamin E  az do 45 mg/L (104,47 pmol/L)

Mez stanovitelnosti vitamin A 0,02 mg/L (0,07 umol/L)
vitamin E 0,50 mg/L (1,16 pmol/L)

Presnost <3 % (CV)
Recovery vitamin A 104 %
vitamin E 98 %
Vinova délka 325 nm po 3,5min pfepnuti na 295 nm
Cas analyzy 12 min

Isokraticky systém HPLC s UV detektorem [8]

Obr 2: Chromatogram stanoveni vitaminu Aa  E [9]

0,010 E
] =
i L1 k]
0,005 e - _
4 m ()
0,006 = z
' 1 = =
b (g} [}
i (]
0,004 i E
7 m
0,002 ] [\ L
|:|,|:n:u:|—'—1I

T I T T T L] I T T T I L] L] T I T T T I T
2,00 4,00 &,00 o,00 10,00 12,00
Minutes

14



Firma nabizi také HPLC metodu na stanoveni B-karotenu
* B-karoten v séru/plasm é
Metoda zahrnuje pFedpfipravu vzorku opét aplikaci interniho standardu
k séru/plasmé, precipitaci a extrakci s naslednou centrifugaci a davkovanim
supernatantu do HPLC s naslednou UV/VIS detekci. Optimalizovany systém
reversni chromatografické faze umozni oddéleni a-, p-cis- a all- trans-B-karotend, a
dalSich karotenoidl. Typicky chromatogram viz. (Obr 3).

Parametry metody:

Linearita az do 3000 ng/ml (5,59 pmol/L)
Mez stanovitelnosti 10 ng/ml (0,019 pmol/L)
Recovery 290 %

Presnost <5%

Cas analyzy 10 min [10]

Obr 3: Chromatogram stanoveni  B-karotenu [11]
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4.2.2. Vitamin E
Vitamin E patfi do skupiny nékolika izomeru (viz: Obr 4). Z nichZ a-tokoferol
je nejacinngjsi formou. Tokoferoly se ziskavaji predevSim zrostlinné potravy

napriklad z pSeni¢nych kli¢kl, semen slunecnic, zeleniny a olivového oleje [2].
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Obr 4: Tokoferoly [ 12]
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4.2.2.1. Osud vitaminu E v organismu a jeho U €inky

Tokoferol se vstfebava za pfitomnosti tuku ve stfevé, nasledné je
transportovan chylomikrony a zachycovan v tukové tkani. a-tokoferol likviduje volné
radikdly a ma vyznamné antioxidaéni ac¢inky. Uplatiiuje se v bunécénych
membranach, chrani LDL &astice pfed oxidaci a brzdi tak proces aterosklerézy.
Plsobi protektivné také na autooxidaci vitaminu A a karotenu [2,3].

Nedostatek vitaminu E je doprovazen hemolytickou anemii a kreatinurii
z poskozeni buné&nych membran; poruchami riistu, nervového systému a sterilitou.
Koncentrace vitaminu E vséru by se méla idealné u dospélych pohybovat
v rozmezi 19-35 ymol/L [1,3,6].

4.2.3. Vitamin D

Pojem vitamin D (kalciferol) reprezentuje dvé chemické formy (viz. Obr 5).
Uméle syntetizovany nebo z rostlinné stravy ziskany ergokalciferol (vitamin D) a
cholekalciferol (vitamin D3), ktery je mozné ziskat ze stravy Zivoc€isné nebo vznika v

téle. Obé formy ziskané z potravy se vstfebavaji v tenkém strevé pii absorpci lipidu

3].
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DulezitéjSim zdrojem vitaminu D3 je jeho produkce v kuzi. Plisobenim UV
zafeni o vinové délce 290-313 nm je pfitomny 7-dehydrocholesterol konvertovan
neenzymatickou fotolytickou reakci na 7-dehydrocholekaciferol, ten se nasledné
hromadi v kizi a jeho potfebna ¢ast je vyuzivana pro tvorbu aktivni formy vitaminu

D [13].

Obr 5: Vzorec cholekalciferolu D 5 a ergokalciferolu D , [14,15]
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CH3
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4.2.3.1. Metabolismus vitaminu D v organismu

Kalciferol jakéhokoliv plvodu je transportovan krvi do jater ve vazbé na
specificky transportni protein (vit. D vazajici protein-DBP). V jaternich burkach
dochazi k prvni hydroxylaci v poloze 25 za vzniku kacidiolu.

Hydroxylaci v poloze 25 provede enzym 25-hydroxylaza nachazejici se
v endoplazmatickém retikulu jaterni bufiky za pfitomnosti Mg®*, NADPH, O,
necharakterizovaného cytoplasmatického faktoru a enzymi NADPH dependentni
cytochrom P450 reduktasy a cytochromu C450 [16].

Ze 7-dehydrocholekalciferolu tak v jatrech vnika 25-hydroxycholekalciferol
(25(0OH)D3), podobnym zpusobem je hydroxylovan i ergokalciferol za vzniku 25-
hydroxyergokalciferolu (25(0OH)D,). Jatra maji velkou kapacitu pro tvorbu kalcidiold,
a ty jsou proto dobrym ukazatelem mnozstvi vitaminu D v organismu. Kalcidioly
jsou v této fazi jen mélo ucinné, jejich polo¢as cirkulace v krvi je 2 az 3 tydny.
Ided&lni koncentrace vitaminu 25(OH)D3 v plazmé u dospélych se liSi podle ro€niho
obdobi. Kdy v letnim obdobi by idealni koncentrace méla byt v rozmezi 0,037-
0,200 umol/L a v zimnim 0,035-0,105 pmol/L [6,13,17].
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V pripadé potfeby se kalcidioly (25(OH)D3 i 25(OH)D,) ve vazbé na DBP
transportuji do ledvin, kde jsou dale hydroxylovany specifickym enzymem 1la-
hydroxylasou a to v mitochondriich proximalnich tubult za G&asti Mg®*, NADPH, O
a systému tfech enzym: flavoproteinu, ferredoxinu a cytochromu P450 [16].

Timto vznikaji vysoce aktivni formy Kkalcitrioly a to bud 1a,25-
dihydroxycholekaciferol (1,25(0OH).D3) nebo 1a,25-dihydroxyergokalciferol
(1a,25(0H),D,). Koncentrace kalcitriolt v séru je v rozmezi 58-156 pmol/L [2,18].

4.2.3.2. Uginky aktivnich forem vitaminu D

Kalcitriol nékdy také oznacovan D-hormon ma fadu Ucinkd. Reguluje hladinu
kalcia tim, Zze se vaze na specificky receptor stfevnich epitelii, coz indukuje tvorbu
proteinu vazajiciho kalcium ve stfevé. Tento protein transportuje kalcium ze stfeva
do intersticia a dochazi tak k navyseni jeho absorpce a narlstu kalcémie. Kalcitriol
se dale ucastni na uvolfiovani kalcia a fosfatu z kosti aktivaci osteoklastl coz opét
vede k navyseni kalcémie a také fosfatémie. Vysoce aktivni forma kalcitriol ma vliv i
na jiné organy jako jsou napf: ledviny, pfistitna téliska, pankreas atd. (viz Tab 2 a
Obr6.) [2,3,13,17,19].

Tab 2: Vliv D hormonu na n é&které organy [ 20]

D hormon a cilové organ

Orgéan G €inek D hormonu
stfevo absorpce kalcia a fosforu
ledviny reabsorpce kalcia
kosti resorpce kosti a novotvorba
pristitna téliska pokles tvorby PTH
pankreas zvySena sekrece inzulinu
imunitni systém imunoregulace/imunomodulace
inhibice sekrece reninu/stimulace
kardiovaskularni systém .
myocyta
ostatni antiproliferativni, prodiferenciacni ucinek
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Obr 6: Vitamin D a chorobné stavy  é&lovéka [21]
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4.2.3.3. Regulace sérovych hladin

Je dulezité, ze kapacita ledvin pro tvorbu ucinnych forem Kalcitrioll je
omezena a fizena. Napfiklad sérovymi hladinami kalcia, kdy dochazi k hydroxylaci
v poloze 1 pfi hypokalcemii a pfi normalnim nebo zvySeném mnozstvi se rozbiha
alternativni metabolick& cesta. V tomto pfipadé se hydroxyluje 24. uhlik za vzniku
24,25,-dihydroxyderivatu vitaminu D. Syntéza kalcitriolu se fidi i mnozstvim fosforu,
pritomnosti fady hormonu napf: PTH. Dale je také funkce aktivni formy regulovana
polo¢asem cirkulace v krvi, ktery je oproti neaktivni formé& pouze 4 az 6 hodin. |
presto muze vyjimecné Kk hypervitamindze D aZ intoxikaci dojit pfi nadmérné
konzumaci uméle vytvofenych doplikd stravy. Akutni hypervitamin6za D se
projevuje trvalou zizni, svédénim kize, prdjmy a zvracenim a vysokou hladinou
vapniku v krvi [2,3,13,17].
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Naopak nedostatek, tedy hypovitamin6za vitaminu D, mlZe nastat u
rostoucich déti, novorozenct, kojencl, kojicich matek a t&€hotnych, u seniord,
postmenopauzalnich Zen, ale i u dospélych napf: veganu a vegetariant, u lidi
s malabsorpci, s defektem tvorby D-hormonu a jeho receptoru atd. Hypovitaminoza
D je pri¢inou méknuti kosti (kfivice, osteomalacie) a miaze se podilet na vzniku
osteoporézy. Tyto poruchy vznikaji z davodu hypokalcemie v krvi, kompenzované
zvySenym odbouravanim kosti. Vliv vitaminu D je vSak sledovan u mnoha dalSich
organd a nizka hladina je spojovana s jejich nedosteénou funkci. Uginek D
hormonu na nékteré organy viz. Tab 2. Klasifikace stava podle hladiny 25(OH) vit.D
(viz. Tab 3) [2,22].

Tab 3: Klasifikace stav 0 vitaminu D v zavislosti na hladin & 25(OH) vitaminu D v plazm é [22]

Stav vitaminu D Hladina 25(0H)
vitD (nmol/L)
TéZky nedostatek <125
Nedostatek <375
Nedostate¢nost 37,5-50,0

Dostatecnost 50-250
Nadbytek >250
Intoxikace >375

4.2.3.4. Komer éné dostupné metody stanoveni vitaminu D ze séra

4.2.3.4.1. Metody kompetitivni vazby na proteiny CP BA (,competitive protein-
binding analysis")

Historicky prvni metoda stanoveni 25(OH)D byla zaloZend na kompetitivnim
principu. Jako vazebny reagent pouZivala specifické sérové proteiny a to pro
25(0OH)D specificky vitamin D vazajici protein (DBP). Vyhodné bylo, Ze tento
protein je schopny vazat stejné dobfe obé formy 25(OH)D. Nevyhodné naopak, Ze
ze séra vyvazuje i jiné metabolity vitaminu D a dochazi tak k nadhodnoceni hladiny
25(0OH)D pfiblizné o 10-20 % [17,23].
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4.2.3.4.2. Radioimunoanalyza (RIA)

RIA patfi mezi radioizotopové imunochemické metody. Jedna se o modifikaci
vyuZzivajici na pevny sorbent navazanou specifickou protilatku proti stanovovanému
antigenu. Antigenem jsou v tomto pfipadé 25(OH)D,, 25(OH)D3, které soutézi o
vazebné misto na protilatce se znamym mnozstvim antigenu znacenym vhodnym
radioaktivnim izotopem. Po inkubaci se od myje vzorek i znaceny antigen a
zlstanou pouze imunokomplexy vzniklé vazbou antigenu z roztoku se specifickou
protilatku vazanou na pevném nosigi. Cim vétSi mnoZstvi stanovovaného antigenu
je pritomno, tim méné vznikne imunokomplexd znacenych. Radioaktivita po reakci
je tedy nepfimo umeérna mnozstvi stanovovaného antigenu [24].

Hlavni nevyhodou RIA metody je pouZiti radioaktivnich izotopl, diky ¢emuz
se od této metody upousti. DalSi nevyhodou je, Ze protilatka miZe vazat nejen
25(0OH)D, ale stejné jako jiz zminéna metoda CPBA, vaze i dalSi metabolity
vitaminu D. Tyto metabolity Ize odstranit napf. pomoci TLC nebo pouzitim SPE
kolonek. Lze pak dosahnou 100 % specificity pro 25(0OH)D3 a 75% pro 25(OH)D,
[17].

4.2.3.4.3. Chromatografické techniky

Chromatografické techniky jsou oproti pfedchozim metodam stanoveni zalozeny
na principu separace analytu mezi dvémi vzajemné nemisitelnymi fazemi.
Chromatografické techniky maji mnoho modifikaci.

Pro separaci vitaminu rozpustnych v tucich je nejvhodnéjsi pouZiti kapalinové
chromatografie. K stanoveni obsahu 25(0OH)D,, 25(0OH)D3 byla jako prvni vyuZita
HPLC metoda za vyuziti detektoru s diodovym polem. PodrobnéjSi popis viz
kapitola HPLC.

DalSi modifikaci HPLC pro stanoveni 25(0OH)D,, 25(0OH)D3 je vyvojové mladSi
UHPLC. Proces separace probiha za vysokych tlak( asi 100 MPa na sorbetech
vynikajicich mechanickou pevnosti a lepSi separacni G¢innosti. UHPLC umoZiuje
kratSi dobu analyzy diky vySSi prichodnosti analytd sorbentem, menSi spotfebu

rozpoustédel a zvySeni separacni u€innosti [25].
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4.2.3.4.4. Soué&asné trendy stanoveni 25(0OH)D ,, 25(0OH)D3

NejvysSi citlivosti a presnosti stanoveni 25(OH)D,, 25(0OH)D; se dnes
dosahuje kombinaci chromatografickych technik s hmotovou spektrometrii.
Hmotova spektrometrie je metoda pro separaci latek podle rozdild hmoty (m) a
naboje (z) s vyuzitim elektrického a magnetického pole. Z podilu hmoty a naboje
(m/z), pfi znalosti naboje, Ize urcit molekulovou hmotnost a totoZznost latky. Ma
mnoho modifikaci podle svého ucelu, jedna se o velmi citlivou a pfesnou metodu
[17,26].

Tuto kombinaci nabizi napfiklad firma Chromsysems:

e MassChrom® 25-OH-Vitamin D 3/D; v séru/plasm é (LC-MS/MS)

Priprava vzorku: Napipetovat vzorek (100 pl sérum/plasma) do reakcéni
vialky. PFidat precipitaCni reagencii (25 pl), vnitfni standard (200 pl), promichat
(vortex cca. 205s). Inkubace (10 min,+4 ), centrifugace (5 min, 15 000 x g),
napipetovat (200 pl supernatantu) do vialky autosampleru. Celkovy €as pfipravy
vzorku cca 25 min, spotfeba reagencii 225 pl.

Parametry metody LC/MS/MS:

Mez stanovitelnosti 25(OH)D3 3,6 pg/L (8,99 umol/L)
25(0OH)D; 2,4 ug/L (5,82 pmol/L)

Presnost <5% (CV)

Recovery: 25(0OH)Ds 91 %
25(0OH)D, 95-98 %

Linearita az do 250 pg/L

Cas analyzy 5 minut

lonizace APCI

Hmota pfechodu analytll D3 383->211
D, 395->269
vnitini standard 389->211 [27]
Pro porovnani svysSe zminénou metodou firma nabizi i HPLC metodu
stanoveni s UV detekci:
e 25-OH-Vitaminu D 3/D; v séru/plasm é s HPLC
Pfiprava vzorku: Smichat (100 pl sérum/plasma) s vnitfnim standardem
(50 pl) ve zkumavce chranéné proti svétlu, pfidat precipitacni reagencii (500 ul),
promichat (vortex cca. 20s). Inkubace (10 min,+4 °C), centrifugace (5 min,
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13 000 x g), SPE (nanést supernatant), suSeni kolonky odstfedénim, promyti

pufrovacim roztokem (2x1 ml), vysuSeni kolonky odstfedénim, promyti

2 pufrovacim roztokem (75 pl), vysuSeni odstfedenim. Eluce analytd eluénim

pufrem (200 pl) zfedénym destilovanou vodou (20ul). Nastfiknuti eluatu (25 pl) do

HPLC. Celkovy Cas pfipravy vzorku je cca. 40 min. Spotfeba reagencii 2 795 pl.

Metoda ma také delSi ¢as analyzy a niZsi recovery. Chromatogram viz. Obr 7.
Parametry HPLC s UV detekci.

Mez stanovitelnosti 25(0OH)D; 1,4 pg/L (3,49 pmol/L)
25(OH)D, 1,1 pg/L (2,66 pmol/L)

Pfesnost 0,8-3,0 % (CV)

Recovery: 25(0OH)D; 86 %,
25(OH)D, 87 %

Linearita az do 250 pg/L

VInova délka 265 nm

Cas analyzy 12 min

Isokraticky systém HPLC s UV detektorem [28]

Obr 7: Chromatogram stanoveni 25-OH-Vitaminu D3/D2  [29]
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* ARCHITECT 25-OH firmy Abbot

Novinkou v diagnostice hladiny vitaminu D je také metoda od firmy Abbot
(Praha, Ceska republika). Jednd se o zpozdé&nou jednokrokovou kompetitivni
chemiluminiscenéni imunoanalytickou metodu na mikro&asticich. Analyzuje oba
metabolity 25-OH-Vitaminu D3/D,. Provadi se ze séra/plasmy. Pfed imunoanalyzou
je nutna pred uprava vzorku za ucCelem rozvolnéni komplexu vitaminu D s
vazebnym proteinem (DBP). Metoda je plné automatizovana.
Pfesnost metody 2,6-4,6 % (CV)
Cas analyzy 36 minut [30]

4.3. Metody pouzivané v diplomové praci

4.3.1. Deproteinace

Deproteinace nebo-li cilené odstranéni proteini z biologického materiélu.
Vyuziva se pfi izolaci nizkomolekularnich latek, které se mohou vazat nebo jinak
interferovat s proteiny, coz by snizovalo vytéznost dalSich analytickych postupu.

Proteiny mohou také zapfi€init zni¢eni analytickych pfistrojua [31].

Postupy deproteinace:

1) fyzikalni napf: ultrafiltrace, adsorpce, tepelna denaturace (vZdy moZznost
urcité frakcionace)

2) chemicky napf: pouZziti organickych rozpoustédel (aceton, ethanol,
chloroformova extrakce), aniontové precipitacni latky (k. trichloroctova, k.
sulfosalicylova, k. chlorista, k. wolframova), kationtové precipitacni latky (soli
Zn?*, Hg**, Fe**, Pb*"), nejpouzivanéjsi je ZnSO,

3) denaturace pomoci enzymu (papain, trypsin)

Pro spravné provedenou deproteinaci je nutné provést kompletni odstranéni
proteind i o malé molekulové hmotnosti, sledované latky nesmi ulpivat na
precipitatu a musi pfechazet do roztoku, deproteinacni ¢inidlo také nesmi reagovat
se sledovanymi latkami a ovlivnit dalSi postup ani interferovat pfi detekci a jinak
ovlivitovat analytickou vytéZnost [31,32].
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4.3.2. Centrifugace

Metoda centrifugace se fadi mezi separa¢ni metody, slouzi k urychleni
sedimentace pevnych ¢astic v kapalném prostfedi. Pficemz sedimentace &astic pfi
odstfedovani je ovliviiovana vlastnostmi Castice (velikost, tvar, hustota atd.) a
prostfedi (hustota, viskozita, velikost odstfedivée sily) [31,33].

Proces centrifugace probihd v zafizeni ktomu uzpusobeném zvaném
centrifuga. Centrifuga se sklada z nékolika hlavnich ¢asti jako jsou rotorovy prostor,
ktery muze byt chlazeny nebo termostatovany s pancéfovanim, dale z prostoru
elektromotoru a ovladaciho panelu s elektronikou [31].

Centrifugy lze délit napf. podle relativni centrifugaéni sily (RCF) na
centrifugy:
nizkoobratkové max. RCF 8 000
vysokoobratkové max.RCF 60 000
ultracentrifugy max. RCF 70 0000
» specialni typy mikrocentrifug max. RCF 14 000 [34]

YV V V

Pricemz relativni centrifugacni sila se vypocita podle vztahu.

RCF=11,18 xrx (Q/1000)

RCF...relativni centrifugacni sila
r...polomér otaceni (cm)

Q...rychlost otaceni (r.p.m.)

Dale Ize centrifugy rozdélit dle typu rotoru na centrifugy s rotorem:
Vykyvnym

Uhlovym

Vertikalnim

Zonalnim

YV V V V VY

Specialnim (elutriator, reograd) [31,34]
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Obr 8: Rotory: a) vykyvny b) Ghlovy c) vertikalni[  35]
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Rotory se nejcastéji vyrabi hlinikové, titanové, nebo z karbonového vlakna.
Material a typ rotoru jsou voleny dle Uucelu pouziti [34].

Typy centrifugace se rozdéluji na dvé hlavni skupiny. A to na centrifugaci
preparativni, umoznujici ziskani specifickych ¢astic a centrifugaci analytickou,
slouzici k méfeni fyzikalnich vlastnosti sedimentujicich ¢astic, jako je sedimentacni

rychlost ¢astic, nebo sedimentacni rovnovaha [31,34].

4.3.2.1. Preparativni centrifugace
Preparativni centrifugace slouzi kizolaci specifickych €astic. Je provadéna

dvémi odlisSnymi zpUsoby, diferencialni centrifugaci a centrifugaci v hustotnim

gradientu.
4321.1. Diferencialni centrifugace
Diferencialni centrifugace nebo-li peletting — centrifugace v prostredi

s homogenni hustotou. Céstice sedimentuji na zakladé svych sedimentaénich
koeficientl (viz. Obr 9).
Sedimentacni koeficient zavisi na hmotnosti, densité ¢astice a jeji interakci

s kapalinou. Po centrifugaci se ziska sediment (peletka) a supernatant [31,34,36].
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Obr 9: Diferencialni centrifugace [36]

Diferencialni centrifugace

||||||

nejnizsi hizka nejvyssi
rychlost rychlost rychlost rychlost

4.3.2.1.2. Centrifugace v hustotnim gradientu

PFi centrifugaci v hustotnim gradientu je vzorek nanaSen do zkumavky
s hustotnim gradientem, po centrifugaci jsou ziskany jednotlivé frakce vzorku.
RozliSuje se centrifugace v hustotnim gradientu izopyknicka a zonalni.

Centrifugace izopyknickd se zakladad na principu rozdilu hustoty castic.
Vyuzivan je gradient v rozsahu hustot leZicich v oblasti ofekavanych hustot
délenych &astic, kde hustota u dna kyvety musi byt vétSi nez hustota kterékoliv
slozky smési. Béhem centrifugace sedimentuje Castice jen potud, nez se dostane
do oblasti, v niZ se jeji hustota shoduje s hustotou média (izopyknicky bod). Vzorek
se homogenné misi s roztokem inertni latky, ktera vytvofi gradient béhem
centrifugace a umozni tak separaci (viz. Obr 10).

Zonalni centrifugace separuje ¢astice v prostredi kapaliny, jejiz hustota roste
smérem ke dnu kyvety. Vzorek je nanasen jako tenkd zéna na hotovy hustotni
gradient v centrifugacni zkumavce (viz. Obr 10). Hustotni gradient u zonalni
centrifugace se dale déli na spojity, kde se gradient ve zkumavce méni plynule,
nebo nespojity, kde se méni skokoveé.

Spojitého gradientu se docili centrifugaci vhodného roztoku za vysokych
otaCek. Nasledné je nandSen vzorek do horni &asti zkumavky. Déleni vzorku
probihd za nizSich otdfek néz ustalovani gradientu, &astice se zakoncertuji
v mistech stejné hustoty jako je jejich vlastni.

Nespojitého gradientu se dosdhne navrstvenim roztokl o rozdilnych
hustotach. Posledni vrstvou ve zkumavce je vzorek. Déleni probiha tak, Ze ¢astice
putuje do mista, kde se nachazi v rozhrani roztoku o vysSi a niZsi hustoté nez je jeji
vlastni hustota [31,33,34,35,36].
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Obr 10: Izopyknicka centrifugace a zonalni centrifu ~ gace [31]
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4.3.2.2. Analyticka (ultra)centrifugace

Analyticka ultracentrifugace slouzi k ur€ovani fyzikalnich vlastnosti ¢astic.
Vyuziva se specialnich pfistroji ultracentrifug, které kombinuji vlastnosti centrifugy
a spektrofotometru nebo difraktometru. Castice jsou tak b&hem ultracentrifugace
sledovany optickym systémem (méfeni absorbance nebo zakalu) a data
shromazdovana a vyhodnocovana pomoci PC. Pfi ultracentrifugaci je vzdy vzorek
porovnavan s referenénim roztokem. Ultracentrifuga provadi dva typy méreni a to
méfeni sedimentacni rychlosti coZz zahrnuje hydrodynamické vlastnosti castic.
Zjistuje se napr. sedimentacni koeficient, frikéni koeficient, difuzni koeficient, odhad
tvaru molekuly, molekulové hmotnosti, informace o poctu komponent ve vzorku,
nebo koncentraCni zavislost sedimentacniho koeficientu. A druhy typ méfeni
sedimentacni rovnovahy, zahrnujici vlastnosti termodynamické. PouZiti pro uréeni

molekulové hmotnosti a analyzu smési interagujicich latek [31,37].
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4.3.3. Extrakce

Extrakéni krok byva obvykle prvni a velmi vyznamnou fazi analyzy. Metoda
extrakce je zaloZena na rozdilech v rovnovazné distribuci slozek smési mezi dvé
vzajemné nemisitelné faze [32,38,39].

Fazova rovnovaha se mlze v pfipadé extrakce ustalovat mezi fazemi:

* kapalina — plyn (GLE)
» kapalina — kapalina (LLE)
» kapalina — pevna latka (SPE)
Extrakci Ize dale délit podle zplisobu provedeni na :

1) jednostupfiovou extrakci — nastava zde ustaveni jediné rovnovahy mezi

fazemi. (napf: roztfepani v délici nalevce)

2) mnohastupfiovou extrakci - zde dochazi k opakovanému ustaveni rovnovahy

v oddélenych krocich. Jedna se tedy o opakovanou jednostupriovou extrakci
(napf. nékolikanasobné roztfepani v délici nalevce).
3) kontinudlni extrakci — ustavuje se zde mnoho rovnovah pfi protiproudém
pohybu obou nemisitelnych fazi, které jsou neustéle ve styku (napf. extrakce
v Soxlethové extraktoru) [32,38].
Uginnost extrakce je zavisla na celé Fadé faktord: polarita rozpoustédel, pH,
vzajemny pomér fazi, zpusob a doba extrakce [32].
VSechny podminky a typ extrakce jsou voleny tak, aby bylo dosazeno co
nejvétSiho vytézku analytu bez nezadoucich kontaminantu.
Pouziti extrakce:
1) cisténi latky — odstranéni ruSivych slozek matrice,
2) zakoncentrovani vzorku z velkych objemd,

3) zména rozpoustédla vzorku (napf: vodného za organické a naopak).

4.3.3.1. Liquid liquid extrakce (LLE) - extrakce z  kapaliny do kapaliny
Zadany analyt se pfevadi z vodného roztoku do organického rozpoustédia.
Podminkou LLE je ustaveni rovnovahy mezi dvéma nemisitelnymi kapalinami. Déle
je nutné zachovat extrahovanou latku v neionizované formé. Pfechod iontd do mélo

polarniho rozpoustédla neni jinak mozny [38].
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Pro hodnoceni extrakéniho déleni v systému kapalina-kapalina se vyuzZiva
rozdélovaci pomér D, cozZ je pomér celkové koncentrace dané latky rozdélené mezi

obé faze (vodnou a organickou). Rozdélovaci pomér D se vypocita dle vzorce [40].

D= c(A)org/ c(A)vod.

D...rozdélovaci pomér
c(A)org ...celkova latkova koncentrace slozky v organickém rozpoustédle

c(A)vod ... celkova latkova koncentrace sloZky ve vodé

Pro praxi maji vyznam zejména hodnoty D>>1, které umoZznuji extrahovat a
zkoncentrovat latku z vétSiho objemu vodného roztoku do malého objemu

organické faze [40].

4.3.3.2. Solid phase extrakce (SPE) — extrakce z ka paliny na pevnou fazi
Extrakce pevnou fazi slouzi k selektivnimu z&chytu molekul z roztoku vzorku
na pevny sorbent, s moznosti jejich opétovného uvolnéni pro dalSi analyzu. Dgj je
umoznén mezimolekularnimi interakcemi mezi sorbetem a protékajici kapalinou.
Metodu Ize vyuZit pro derivatizaci analyt( (analyt je zachycovan na sorbent,
pfeveden na derivat a nasledné eluovan). SPE Ize snadno automatizovat a spojit

s dalSimi instrumentalnimi metodami [32].

4.3.3.2.1. Instrumentce
Z&kladem SPE je extrakéni kolonka (viz. Obr.11,12), obsahujici rizné sorbenty,
které se voli dle vhodnosti pro separaci vzorku. Volitelny je nejen sorbent ale i

provedeni kolonky (tvar, velikosti, material stén).
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Obr 11: Extrak éni kolonky [ 41] Obr 12: SPE kolonka popis é&asti [42]

rezervoar \

lazko —_— .
sorbentu frity
(polyethylen, teflon
nebo nerez ocel)

Spicka —
kolonky

Sorbenty jsou tvofeny ¢asticemi o rtzné velikosti. Od 50 do 250 um v pripadé
kolonek zaloZzenych na silikagelu s péry do 70 A. A péry 35 az 120 A u kolonek
zaloZenych na polymerech [41].

Sorbenty kladou odpor protékajici kapaliné. V kolonce jsou uzavieny fritami
z polyethylenu, pfipadné oceli, teflonu nebo polytetraflourethylenu. Pratok kapaliny
pres kolonku maze byt urychlovan tfemi metodami:

» vakuem na vystupu z kolonky

» tlakem na vstupu kolonky

» centrifugaci [38]

4.3.3.2.2. Sorbenty

Sorbenty jsou zaloZeny nejCastéji na bazi chemicky modifikovanych c¢astic
silikagelu, ale mohou byt zaloZzeny i na bazi polymeru a dalSich latek. V pfipadé
silikagelu se na silanolové skupiny chemicky navazuji skupiny rdznych vlastnosti,
které rozhoduji o vlastnostech sorbentu a interakcich mezi analytem a sorbentem
[38].

Mezi bézné vyuZivané interakce mezi analytem a sorbetem patfi nepolarni (viz.

Obr 13), polarni (viz. Obr 14) a kation-aniontové interakce (viz. Obr 15).
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Obr 13: Van der Waalsovy sily (,nepolarni interakc  e) [43]

O/\/\{/D%j\ OA/\%—CCOH

OH

Obr 14: Vodikové vazby a dip6l-dipélové interakce ( ,polarni“ interakce) [43]

O/Gw?{‘;g\@ ng/%fﬁ

Obr 15: Kation-aniontové interakce (elektrostatické pfitazlivé sily mezi opa €né nabitymi ionty)
[43]

o
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Pfi volbé vhodného sorbentu se zvaZuje podstata analytu, vyZzadovany

stupen jeho distoty, vlastnosti matrice vzorku a hlavnich kontaminanti vzorku a
finalni analyticky postup [38].
Nepolarni sorbenty s hydrofébnimi vlastnostmi jsou vyuzivany pro extrakci

nepolarnich a stfedné polarnich sloucenin viz . Tab 4.

Tab 4: Nepolarni sorbenty [38,41]

oznacéeni funk €ni skupin -R
C18 oktadecyl -C1gH37
C8 oktyl -CgH17
C2 ethyl -CzHs
CH cyklohexyl O\
PH fenyl @\
CNe kyanopropyl -CH,CH; CH; CN
C4 bUty' -C4Hg
Ci metyl -CHs
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Polarni sorbenty jsou selektivni pro polarni slou¢eniny viz.Tab 5.

Tab 5: Polarni sorbenty [38,41]

oznacéeni funk €éni skupina -R
Si silika gel -OH
NH2 aminopropyl -CH,CH,CH2NH>
DIO 3-(2,3-dihydroxy- -(CH2)3OCH,CH(OH)CH2(OH)
propoxy)propyl
CN kyanopropyl -CH,CH,CH,CN
ALA, ALN, ALB Alumina (kysela, neutralni, Al,O3
bazickd)
FLO Florisil® MgSiOs3

lontové-vyménné vazané faze slouZzi k extrakci na zékladé elektrostatickych
pfitazlivych sil mezi opacné nabitymi ionty. PouZivaji se tzv. katexy a anexy (viz.
Tab 6). Pro provedeni extrakce je nutné, aby slou€eniny byly v disociované podobé,

coZ je umoznéno zvolenym pH pfi némz se extrakce provadi [44].

Tab 6: lontov é-vym énné sorbenty [38,41]

oznacéeni funk €ni skupina -R
NH2 aminopropyl -CH,CH,CH,NH>
N+ trimethylamoniumpropyl -(CH>)3N*(CHj3)sCl
(kvarterni amin)
CBA karboxypropyl -(CH2)3COOH
D\\ ~OH
SCX benzensulfonova kyselina 5\%

(4-sulfofenyl)

PRS propansulfonova kyselina -(CH,)3SO3H
(3-sulfopropyl)

Kromé& sorbentd zaloZenych na silikagelu jsou vyuzivany i jiné sorbenty,
napf. na bazi aluminy (oxid hlinity). Pfi extrakci latek na aluminé se muiZe uplatnit

hlinikovy atom jako centralni atom vznikajiciho komplexu, muze vzniknout vodikova
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vazba s hydroxylovou skupinou (diky vlhkosti jsou na povrchu ¢astic aluminy
hydroxylové skupiny) nebo nastava iontové-vyménna reakce. Povrch tohoto
sorbentu je pfedem upravovan kyselymi, neutralnimi nebo zasaditymi roztoky.
Jinym pfikladem odlisSného sorbentu je gel oxidu hofeCnatého a kfemicitého
(Florisil®) [38].

DalSim typem specialnich sorbentl mohou byt polymerni media (viz. Obr
16). Reversni faze pryskyfic, tvofici porézni sférické ,koralky“, obsahujici vysokou
povrchovou plochu, pfiéemz jsou chemicky stabilni, coZz vede k maximalizaci
extrakéni G¢innosti. Primarné se vyuZivaji k extrakci nepolarnich, hydrofobnich
slozek z vodnych nebo polarnich roztokua [41].

Obr 16: Polymerni sorbent [41]

. velikost vylouéenych molekul
. . 7 (velké bio molekuly)

L L]

40,000 daltond

4.3.3.2.3. Selektivita SPE

Selektivita SPE neboli stupen oddéleni analytu od ostatnich pfimési vzorku. Je
dan dvéma hlavnimi faktory.

Vybérem vhodného sorbentu jsou umoznény jedineCné a charakteristické
retenéni vlastnosti dané primarnimi a sekundarnimi interakcemi, které
odpovidaji vlastnostem analytu.

Vyuziti pevného sorbentu umozniuje velké mnoZzstvi kombinaci sorbent-

rozpoustédlo a umozriuje tak vysoce selektivni extrakci [38].
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4.3.3.2.4. Postup SPE

Pfed samotnou SPE se musi nejprve zajistit aby byl vzorek v tekutém stavu.
Cilem je zisk&ni co nejvhodnéjSich fyzikalnich a chemickych vlastnosti jeZz podpofi
zadrzeni analytu v extrakéni kolonce. Napfiklad pevné latky musi byt rozpustény.
Tuhé nedistoty je nutné nejprve odfiltrovat z roztoku vzorku. Pfipadné analyty
naadsorbované na CasteCky latky se musi nejprve resorbovat z jejich povrchu.
Podobné je nutné rozrusSit chemické vazby mezi analytem a velkymi molekulami pro
dosazeni uc€inné extrakce analytu [38,41].

Az po zajisténi, Ze kolonka nebude znehodnocena a uc€innost zachytu
analytu zroztoku bude co nejvétsi se davkuje vzorek na kolonku. Obvyklé
provedeni extrakce pevnou fazi se sklada z péti kroku (viz. Obr 17):

» preduprava kolonky
davkovani vzorku
promyvani kolonky

suseni

YV V VYV V

eluce analytu z kolonky

Obr 17: Postup SPE [45]

1. krok 2. krok 3. krok 4. krok 5. krok
vybér kondicionace nadavkovat promyti vymyti analytu
vhodné SPE kolonky vzorek
kolonky

E 3 I 3 K 3 K 3
B = matrice
- =necistoty ;
P analyt K
F 14
® = rozpoustédio A £
* - rozpoustédio B -
' = rozpoustédio C —
Ll |
[ S’

Pfeduprava kolonky zahrnuje solvataci pevné faze kolonky, kterd umozni zachyt
analytu. Kolonka se promyje vhodnym rozpoustédlem (methanolem, acetonitrilem,
nebo jinym organickym rozpoustédlem). Dochazi k aktivaci nutné pro molekulove
interakce. Nasledné je kolonka promyta rozpoustédlem co nejvice podobnym
vzorku, coz podporuje retenci analytu na kolonce.

Davkovani vzorku musi probihat dostate¢né dlouhou dobu, aby mohlo dojit

k uskute¢néni specifickych reakci mezi analytem a aktivovanou tuhou fazi. Je
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snaha docilit toho, aby se Zadany analyt selektivhé zadrzel na kolonce a nezadouci
slozky prochézely volné kolonkou do odpadu.

Promyvani kolonky probiha vhodnym rozpoustédlem a slouzi k odstranéni
zbytkové nezadouci matrice, pfiemZz nedochazi kvymyvani analytu. Analyt
zOstava nadéale zadrzen na kolonce.

Suseni kolonky se vyuziva v pfipadé, Ze se eluéni rozpoustédlo vyrazné lisi od
promyvaciho roztoku. SuSeni se provadi inertnim plynem, nej¢astéji dusikem nebo
za vyuziti vakua ¢i centrifugace.

Eluce analytu z kolonky je z&vérecnym krokem kde dochézi k promyvani
kolonky rozpoustédlem, které umozniuje vymyti zadaného analytu z kolonky ve
formé eluatu. Ziskany eluat je dale upravovan tak, aby meél vhodné vlastnosti pro

zvolenou analyzu [32,38].

4.3.4. Vysoce U ¢inna kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysoce u€inna kapalinova chromatografie se fadi mezi chromatografické
separacni metody. Chromatografické separacni metody se zakladaji na principu
vnaseni vzorku mezi dvé vzajemné nemisitelné faze, kde jedna z fazi je nazyvana
stacionarni, tedy nepohyblivou, a druh& faze mobilni, tedy pohybliva [32,38,40].

V pripadé kapalinové chromatografie je mobilni fazi kapalina a stacionarni
faze je zakotvena na pevném povrchu. Vzorek je unaSen pres stacionarni fazi
pomoci faze mobilni. Pfi tomto procesu dochazi k interakcim slozek vzorku
s mobilni i stacionarni fazi a podle svych vlastnosti jsou soucasti vzorku
rozseparovany. Podle uspofadani stacionarni faze se rozliSuje kapalinova
chromatografie na papirovou, tenkovrstvou a kolonovou [32,38,40].

Vysoce ucinna kapalinova chromatografie vyuziva kolonového usporadani.
Stacionarni faze je umisténa v koloné, ktera je naplnéna vhodnym sorbentem
slouzicim k zachytu slozek vzorku. Uginné separace je zde dosazeno malou
velikosti ,zrniCek" sorbentu. Malé CastecCky poskytuji vétsi plochu pro separaci a
zvy3uji tak Géinnost procesu. Céastesky také kladou vétsi odpor protékajici kapaliné,
a proto je nutné v systému pouzit vysokeho tlaku (do 40 MPa), aby byl umoznén
prutok mobilni faze. Sorbent i mobilni fazi se voli podle fyzikalné chemickych
vlastnosti analytu a rozliSuje se tak chromatografie na nékolik typl podle povahy
déje, ktery se ucastni na separaci [38].
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4.3.4.1. Principy chromatografické separace

1) adsopc¢ni chromatografie — vyuziva rizné schopnosti slozek adsorbovat na
pevnou fazi

2) rozdélovaci chromatografie - vyuziva rizné rozpustnosti slozek v mobilni a
stacionarni fazi

3) chromatografie na molekulovych sitech — separace probiha na zakladé
velikosti molekul

4) afinitni chromatografie — stacionérni faze vaze pouze slozky, ke kterym ma
afinitu

5) iontové-vyménna chromatografie — slozky se separuji na zakladé
elektrostatickych pfitazlivych sil

6) chiralni chromatografie — separace optickych izomeru [46]

4.3.4.2. Stacionarni faze v HPLC

Stacionarni faze pro HPLC jsou naplni analytickych kolon o délce od 10 do
250 mm a Sifce 1 az 5 mm. Velikost ¢astic se pohybuje od 1 do 10 um. Pfi HPLC
analyze je zapotiebi aby kolona splfiovala urcité poZadavky jako je napf: selektivita
stacionarni faze kolony, co nejdelSi zZivotnost, ucinnost a citlivost pro analyzu,
rychlost analyzy, mechanicka, termicka a chemicka stabilita kolon a kompatibilita
s pouzitym detektorem. Téchto vlastnosti se docili peclivym vybérem vhodné
kolony a to jeji délky, Sifky, velikosti ¢astic a volbou sorbentu [38,47,48].

4.3.4.2.1. Typy stacionarnich fazi pro HPLC

434.2.1.1 Stacionarni faze na bazi silikagelu

Silikagel je nejpouzivanéjSi polarni sorbent. Aktivnimi centry silikagelu jsou
silanolové skupiny Si-OH, které davaji silikagelu slabé kyselé vlastnosti a umozniuji
navazani nejriznéjsich ligandl a vytvoreni mnoha modifikaci [49].

Vyuziti nachazi silikagel v adsopéni chromatografii pro nizko a stfedné
polarni latky o molekulové hmotnosti do 1000 Da, a rozdélovaci chromatografii pro
polarni ale i nepolarni latky [38].

Rozdélovaci chromatografie vyuziva jiz vySe zminéné rozdilné rozpustnosti

analytu ve vzajemné nemisitelné mobilni a stacionarni fazi, kde plati, Ze polarni
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analyty se rozpousti v polarnich rozpoustédlech a nepolarni v nepolarnich
rozpoustédlech. Dochazi tedy k tomu, Ze nejsilnéji je zadrZzovan a tedy vychazi
z kolony posledni analyt, ktery nejlépe reaguje se stacionarni fazi a nejméné
s mobilni.

Existuji dvé varianty rozdélovaci chromatografie, které se nazyvaji:
chromatografie na normalnich fazich, kde stacionarni faze (napf. voda na
silikagelu) je polarni a zadrzuje tedy polarni latky s vyuzitim nepolarni mobilni faze
a chromatografie na reverznich fazich, kde stacionarni faze je nepolarni (napf:
uhlovodiky C6, C18 vazané na silikagel) a slouzi k déleni nepolarnich analytd s
vyuzitim polarni mobilni faze. Zmé&nami polarity mobilni faze se ovliviuje vymyvani
a separace slozek. U metody reversnich fazi jsou Casté modifikace zlepSujici
stabilitu stacionarni faze a snizujici nezadouci interakce analytd s volnymi

silanolovymi skupinami silikagelu [38,49].

4.3.4.2.1.2 Hybridni stacionarni faze

Hybridni stacionarni faze jsou anorganicko-organické sorbenty vznikajici reakci
anorganického alkoxysilanu s organickym alkoxysilanem. CoZz umozniuje uplatnéni
vhodnych vlastnosti silikagelu, jako je vysoka uc€innost a vysokd mechanicka
stabilita v kombinaci s pozitivy polymert coz je jejich pH stabilita a snizeny pocet
volnych silanold. Uplatnéni nachazeji v chromatografii na reversnich fazich [48].

4.3.4.2.1.3 HILIC (hydrophylic interaction liquid ¢~ hromatography) stacionarni faze
HILIC stacionarni faze jsou vhodné pro separaci polarnich, hydrofilnich latek.
Stacionarni fazi je vtomto pfipadé aminopropyl vazany na silikagel. Nevyhodou je,
Ze aminové skupiny vazané na silikagel jsou pfi¢inou vzniku alkalického prostfedi v
porech silikagelu. Alkalické pH v pérech zapficini rozpousténi silikagelu a hydrolyzu
chemicky vazané faze. Alternativou je proto silikagel pokryty nebo zesitény
polyaminy chemicky vazanymi na silikagel, které jsou hydrolyticky stabilngjSi. Lze
pouzivat i samotny silikagel, kde volné silanolové skupiny hraji roli stfedniho
iontoménice. Dalsi faze mohou byt chemicky vazané faze na silikagel jako diol
(glycidylpropyl) nebo acetamidopropylova faze. Pro HILIC je mozné pouZit i

neutralni hydrofilni polymerové faze [50].
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43.4.2.1.4 Stacionérni faze zaloZené na oxidech zi rkonia, hliniku a titanu

Oxidy hliniku, zirkonia a titanu maji oproti silikagelu vysSi chemickou stélost a
nedochazi k jejich rozpousténi pfi alkalickém pH, odolavaji vy$sim teplotam, a také
byla prokazana velmi dobrd mechanickad odolnost vSech oxidld vuaci tlaku
srovnatelna se silikagelem. NejlepSi vlastnosti byly objeveny u oxidu zirkonia, ty lze
pouzit v rozsahu pH 1-14 a teploty az 200 €. Oxidy hliniku maji menSi odolnost
v kyselém prostfedi (HCI), oxidy titanu vykazuji v celém rozsahu pH podobné
vlastnosti jako oxidy zirkonia, ale byly méné zkoumané. Nevyhodou oxidu je sloZit4
chemie jejich povrchu oproti silikagelu. Nemodifikovany silikagel je méni¢em
kationu, zatimco oxidy kovl maji amfoterni charakter a uplatfiuji se dle zvoleného
pH na vyméné kationd nebo aniontd. Dale maji na svém povrchu oxidy téchto kov
mista s vlastnostmi Lewisovy kyseliny a umozZriuji tim ligandové vymény. Proto lze
tézko predpokladat interakce probihajici na povrchu sorbentl. Oxidy kovu maji
uplatnéni v systému chromatografie na reversnich fazich, kde jsou jejich povrchy
pokryvany hydrofébnimi vrstvami (napf: polybutadienem, polystyrenem), které
odstini oxidy kovu a zprostfedkuji selektivni separaci neionizovanych latek [48].

4.3.4.2.15 Monolitické stacionarni faze

Monolitické stacionarni faze jsou oproti vySe zminénym &asticovym tvoreny
jedinym kusem poérovitého materialu. Vyhodou monolitd je pfitomnost pord dvoji
velikosti a to makroport o velikosti cca 2 um a mezopo6rt cca 13 nm. Makropory

v

monolitd umoZiuji pouziti vySSich pritokd na koloné aniz by dochazelo
k negativnimu narastu tlaku, zatimco mezopory zvysuji separacni ucinnost kolony,
jelikoz poskytuji velky separaéni povrch. Monolitické sorbenty tak umoznuiji rychlejsi
analyzu aniz by se snizila separa¢ni u¢innost. Monolitické faze jsou vhodné pro

separaci biopolymera, ale i malych a stfedné velkych molekul [47,48,51].
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4.3.4.2.2. Mobilni faze v HPLC

Mobilni faze pro HPLC je vzdy kapalina, nachazi se v zasobnich lahvich,
musi byt velmi d&ista (HPLC grade) a pFfed vstupem na kolonu zbavena
rozpusténych plyna. Toho lze dosahnout napf: vyuzitim degasseru, probublavanim
heliem nebo plsobenim ultrazvuku za vakua. Mobilni faze musi dale byt inertni
k analytdim a kompatibilni s kolonou a detektorem. Méla by byt netékavid a
netoxickd. Pozadované slozeni mobilni faze pfipravi vysokotlaké c&erpadlo a

smésovac [32,46].

Jsou vyuzivany dva mody:

1) isokraticky rezim - vyuZiva se jedind mobilni faze, jejiz sloZeni je konstantni

2) gradientovy rezim — v prubéhu analyzy vznika plynuly koncentrac¢ni gradient.
Dochazi k zméné slozeni pavodni mobilni faze pfimichavanim urcitého
mnoZstvi druhé mobilni faze, za G¢elem rychlejSiho vymyti analytl. Obdobné
Ize pouzit i pro gradient pH [33].

Vzorek je davkovan do mobilni faze. Davkovani pfesné definovaného mnozstvi
vzorku muaze byt ru€ni, pomoci injek&ni mikrostfikaCky a davkovaciho kohoutu
avSak dnes spiSe automatické za vyuziti tzv. autosampleru. Smeés vzorku a mobilni
faze pokraCuje na kolonu, kde podle elu¢nich vlastnosti mobilni faze, charakteru
vzorku a stacionarni faze dochazi k postupnému vymyvani jednotlivych slozek z
kolony. Podle charakteru vzorku se mize zlepSit separace (zvySit specificita) napfr:
okyselenim, zalkalizovanim mobilni faze, nebo pfidanim pufru [32,40].

Velkym mnoZstvim moznosti jak zvolit separa¢ni i detekéni podminky je
umoznéno Siroké vyuziti HPLC. HPLC lze uplatnit i pro analyzu tepelné nestalych
nebo netékavych latek a polymerd. UmoZzZnuje déleni smési organickych latek
rozpustnych ve vodé, zfedénych kyselinach &i organickych rozpoustédlech. Volba
HPLC detektoru umoznuje rozseparované slozky identifikovat a urcit jejich mnozstvi
[40].
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4.3.4.2.3. HPLC detektory

Na detektory v HPLC jsou kladeny nemalé poZadavky:

- selektivita pro analyty

- vysoka citlivost — detekce pg az ng mnozstvi analytu na 1 ml mobilni faze

- rychly sbér dat

- reprodukovatelnost a linearita odezvy

- odolnost na tlak, sloZeni a teplotu mobilni faze

Detektor je propojen s kolonou pomoci kapilary (nejéastéji ocelova o pruméru
0,5 mm). Odezva detektoru je vyhodnocovana a zaznamenavana pomoci pocitace
coz vede k vytvoreni vysledného zdznamu - chromatogramu. Pfiklady detektort
(viz. Tab 7) [40]

Tab 7: Typy detektor G [38,46]

typy detektor

Fotometrické detektory (UV-VIS, DAD)

Refraktometrické detektory

Fluorescencni detektory (FD, LIF)

Elektrochemické detektory (vodivostni,

voltametrické)

Hmotnostné spektrometrické detektory (MS)

InfraCervené detektory (IR)

InfraCervené detektory s Fourierovou transformaci
(FTIR)

Detektory s nuklearni magnetickou rezonanci (NMR)

Radiochemické detektory

Polarimetrické detektory

Atomové absorpéni/emisni spektrometry (AAS/AES)

Chromatogram je zaznam signalu detektoru v zavislosti na ¢ase v némz
detektor zaznamendaval eluované latky. Chromatogram je nasledné vyhodnocen
pomoci softwaru pocitace, ktery umoznuje porovnavat bud plochy pod pikem nebo
jejich vysku (viz. Obr 18) [32].
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Podle typu odezvy jsou rozliSovany razné typy detektord, kde kazdy je
vhodny pro jiny typ analytu avSak mezi nejpouzivanéjsi patfi fotometricky,

refraktometricky a fluorescencni detektor [38].

Obr 18: Chromatogram [ 52]
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4.3.4.2.4. Vyhodnoceni chromatogram @

Metody vyhodnocovani chromatogrami umoZzniuji kvantitativni (metoda

vnéjSiho a vnitiniho standardu, metoda standardniho pfidavku) i kvalitativni

stanoveni.

43.4.2.4.1 Metoda vn &jSiho standardu
Metoda vnéjSiho standardu (ESM) porovnava plochu piku stanovované latky

a plochu piku standardu (stejna latka) o znamé koncentraci. Méfeni obou musi
probihat za stejnych podminek v jiném Case. Je nezbytné davkovat na kolonu

presné znamy objem vzorku.

Ci=Ai//A*Cs
Ai....... plocha piku stanovované slozky
As........ plocha piku standardu
Civunenens koncentrace slozky ve vzorku
Cserernnnn koncentrace standardu

v

Vyuziva se metoda kalibraéni kfivky kdy se proméfi fada standardi o
raznych koncentracich, sestavi se kalibra¢ni kfivka zavislosti vySky (plochy) piku na

koncentraci. A z vzniklého grafu se odecte koncentraci vzorku [38].

42



4.3.4.2.4.2 Metoda vnit fniho standardu
U metody vnitfniho standardu (ISM) se pfidava pfesné zndme mnoZzstvi tzv.
vnitfniho standardu pfimo do analyzované smési pfed stanovenim. Neni tfeba znéat
presny objem nastfiku. Standard i vzorek jsou vystaveny stejnym vlivim. Eliminuji
se chyby pracovniho procesu [40].
PoZadavky na vlastnosti vnitfniho standardu:
e nesni byt pfitomen v plvodnim vzorku
e nesmi reagovat s Zadnou ze slozek vzorku
* musi byt dobfe oddélen od ostatnich sloZzek

* musi eluovat v blizkosti stanovované slozky [53]

4.3.4.2.4.3 Metoda standardniho p Fidavku

U metody standardniho pfidavku (SAM) se provadi méfeni nejprve vzorku
samotného a nasledné vzorku se znamym mnozstvim pfidaného standardniho
pridavku, ktery je stejnou latkou jako samotny vzorek. Narust plochy piku
stanovované latky pak odpovida pfidanému mnoZstvi a lze dopocitat plvodni
koncentraci porovnanim dvou méfeni. Pro vypocCet koncentrace musi byt znamy

objemy néstfikl, a objem miSeného vzorku a standardniho pfidavku [32].

4.3.4.2.4.4 Kvalitativni stanoveni

Kvalitativni analyza slouZzi k identifikaci latky. Identifikace latky pomoci HPLC
neni tak ¢asta jako stanoveni kvantity. Zavisi na elu¢nich parametrech, které jsou
pro kazdou latku specifické. Dulezity je také vliv pouzitého systému a materialu.
VétSinou se provadi identifikace otekdvaného analytu porovnanim se standardy

méfenymi stejnym systémem, za totoZnych podminek.

Eluéni parametry:
* retencni nebo elucni Cas, tg - €as od vstupu latky na kolonu po dobu, kdy
se projevi jako primét maxima piku na osu x chromatogramu
« retencni nebo elucni objem Vg - objem mobilni faze, ktery kolonou

prote€e pfi konstantnim pratoku za dobu retenéniho ¢asu latky, objem
potifebny k eluci latky
VR=tR*Fm
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Fm........ objemovy pritok kolonou

« retencni faktor R - vyjadfuje relativni zadrzeni slozky na koloné a
vypocita se podle vzorce: R=tpm/tR

mrtvy retenéni ¢as, ty - €as kdy vystupuje z kolony inertni mobilni faze

[38,40]

4.3.4.2.5. Uspo fadani HPLC

HPLC systém se bézné sklada ze zasobnikd mobilni faze, odplyfnovaciho
zafizeni (degasser), Cerpadla mobilni faze (pumpa), injektoru (autosampler),
chromatografické kolony, detektoru, PC, odpadu nebo sbérace frakci (viz. Obr 19).

Obr 19: Schéma HPLC uspo Fadani [54]
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5.

5.1.

Prakticka cast

Pristroje a pom tcky chemikalie, standardy

Pristroje a pomucky:

Laboratorni tfepacka LT-1 Kavalier (S4zava, Ceska republika)
Extrakéni manifold Visiprep™ SPE Vacuum Manifold DL (disposable
Liner), 12-port model, Sigma-Aldrich, SUPELCO (Praha, Ceské&
republika)
Piislusenstvi Visidry ™ Drying Attachment for use with Visiprep 12-port
model, Sigma-Aldrich, SUPELCO (Praha, Ceskéa republika)
Vakuovd pumpa VACC-SPACE 50 Chromservis (Praha, Ceské&
republika)
SPE kolonka Speed C18/C18 (500 mg / 3 ml / 40 um/ 60A), Applied
Separations (Allentown, USA)
SPE kolonka Speed C18/C18 (200 mg / 3 ml / 40 um/ 60A), Applied
Separations (Allentown, USA)
pH metr Sentron Argus, sonda ISFET Sentron, Sentron; (AC Rodhen,
Nizozemi)
Elektricky vibraéni strojek LAB DANCER, IKA WERKE (Staufen,
Némecko)
Chlazena centrifuga HERAEUS 400R (Hanau, Némecko)
Koncentrator AD 5301 Eppendorf (Hamburg, Némecko)
Termostat PST-60HL PLUS (Boeco; Hamburg, Némecko)
Chlazena centrifuga Eppendorf Centrifuge Model 5810 / Refrigerated
Model 5810 R (Praha, Ceské republika)
rotor: Eppendorf Swing-bucket Rotor A-4-62 pro Centrifugu 5810 /
5810 R, (Praha, Ceska republika)
Minicentrifuga Eppendorf MiniSpin® and MiniSpin plus Personal
Microcentrifuges (Praha Ceska republika)
HPLC systém SHIMADZU LC-20A Prominence (Kyoto, Japonsko)
» LC-20AB HPLC pumpa
» Rack changer (pracovni teplota 4-40 C)
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CTO-20AC termostat kolon

SPD-M20A diode array detektor

DGU-20A3 trojkanalovy on-line degaser

Autosampler SIL-20AC

CBM-20A komunikaéni jednotka

software (s operacni paméti) LC Solution multi

HPLC kolona: spojeni monolitnich kolon SpeedROD RP-18e, 50
x4,6 mm a Chromolith Performance RP-18e,100 x4,6 mm , MERCK
(Darmstadt, Némecko)

YV V V VYV V V

Sklenéné zkumavky, sklenéné bakteriologické zkumavky (na extrakci)
Eppendorf zkumavky
Mikropipety Finnpipete F1,Thermo Scientific; (Vantaa, Finsko)

Chemikalie:

« Acetonitril HPLC grade, Sharlau (Sentmenat, Spanélsko)

Ethanol HPLC grade, Merck (Darmstadt, Némecko)
Methanol HPLC grade, Sharlau (Sentmenat, Spané&lsko)
N-hexan HPLC grade, Sharlau (Sentmenat, Spanélsko)
Heptan, Merck,(Darmstadt, Némecko)
2-propanol HPLC grade, Sharlau (Sentmenat, Spanélsko)
Kyselina trichloroctova crystal extrapure, Merck (Darmstadt, Némecko)
Kyselina octova, Glacial 100%, Merck (Darmstadt, Némecko)
Kyselina askorbové, Sigma Aldrich (Praha, Ceska republika)
Kyselina chlorovodikova p.a. Penta (Praha, Ceska republika)
Hydroxid draselny pellets, AppliChem (Darmstadt, Némecko)
Destilovana voda, ultrafiltrace (GORO s.r.0., Praha, Ceské republika)

Chlorid sodny, NaCl 0,9% B. Braun (Melsungen, Némecko)
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5.2.

Standardy:
« 25-(OH)D; CALBIOCHEM, distributor Merck s.r.o.(Riéany, Ceska
republika)
» D, FLUKA, Sigma Aldrich (Praha, Ceska republika)
« D3 FLUKA, Sigma Aldrich (Praha, Ceska republika)
« Retinol, FLUKA, Sigma Aldrich (Praha, Ceska republika)
 a-tokoferol, FLUKA, Sigma Aldrich (Praha, Ceské republika)
* Tokol, MATREYA (Pleasant Gap, USA)

Priprava zasobnich a pracovnich roztok 0

Z&sobni roztoky:

Z&sobni roztok 25-hydroxycholekalciferolu (25(OH)Ds) ¢ = 250 pumol/L byl
pripraven analytickym rozpusténim 1 mg 25-hydroxycholekalciferolu v
methanolu a doplnénénim do 10 ml.

Z&sobni roztok cholekalciferolu (Ds) ¢ = 2000 pmol/L byl pfipraven
navazenim 7,693 mg cholekalciferolu, rozpustén v methanolu a doplnénim
do 10 ml.

Z&sobni roztok ergokalciferolu (D,) ¢ = 2000 umol/L byl pfipraven
rozpusténim 7,933 mg ergokalciferolu v methanolu a doplnén do 10 ml.
Z&sobni roztok retinolu ¢ = 2000 umol/L byl pfipraven rozpusténim 5,729 mg
retinolu v methanolu a doplnénim do 10 ml.

Zasobni roztok a-tokoferolu ¢ = 2000 umol/L byl pfipraven rozpusténim
21,536 mg a-tokoferolu v hexanu a doplnénénim do 25 ml.

Zasobni roztok tokolu ¢ = 1000 pumol/L byl pfipraven rozpusténim 3,89 mg
tokolu v hexanu a doplnénim do 10 ml.

Zasobni roztok kyseliny trichloroctové ¢ = 1 mol/L byl pfipraven rozpusténim
1,6339 g v destilované vodé a doplnénim do 10 ml.

Zasobni roztok kyseliny askorboveé ¢ = 0,1 mol/L byl pfipraven rozpusténim
440 mg v destilované vodé a doplnénim do 25 ml.

Z&sobni roztok hydroxidu draselného ¢ = 10 mol/L byl pfipraven rozpusténim

14,027 g v destilované vodé a doplnénim do 25 ml.
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Zasobni roztok kyseliny chlorovodikové ¢ = 1 mol/L byl pfipraven
rozpusténim 0,3646 g v destilované vodé a doplnénim do 10 ml.
Zasobni roztok kyseliny octové ¢ = 1 mol/L byl pfipraven rozpusténim

0,6005 g v destilované vodé a doplnénim do 10 ml.

Pracovni roztoky:

Pracovni roztok 25-hydroxycholekalciferolu (25(OH)D3) byl pfipraven
zfedénim zasobniho roztoku methanolem na koncentraci: ¢ = 0,4 umol/L, ¢ =
0,75 pmol/L, ¢ =1 ymol/L, ¢ = 1,5 umol/L.

Pracovni roztok cholekalciferolu (D3) byl pfipraven ziedénim zasobniho
roztoku methanolem na koncentraci: ¢ = 1 umol/L, ¢ = 2,5 umol/L, c =

5 umol/L.

Pracovni roztok ergokalciferolu (D2) byl pfipraven zfedénim zasobniho
roztoku methanolem na koncentraci: ¢ = 1 umol/L, ¢ = 2,5 umol/L, c =

5 umol/L.

Pracovni roztok retinolu byl pfipraven zfedénim zasobniho roztoku
methanolem na koncentraci: ¢ = 1 pmol/L, ¢ = 2,5 umol/L, ¢ =5 pmol/L, ¢ =
10 pmol/L.

Pracovni roztok a-tokoferolu byl pfipraven zfedénim zasobniho roztoku
methanolem na koncentraci: ¢ = 4 pmol/L, ¢ = 10 umol/L, ¢ = 20 umol/L, ¢ =
40 pmol/L.

Pracovni roztok tokolu byl pfipraven zfedénim zasobniho roztoku
methanolem na koncentraci: ¢ = 4 umol/L, c=20 pumol/L.

Pracovni roztok kyseliny trichloroctové byl pfipraven ziedénim zasobniho
roztoku destilovanou vodou na koncentraci: ¢ = 0,1 mol/L, ¢ = 0,01 mol/L, c =
0,001 mol/L.
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5.3.  Vychozi extrak €ni postup

Metoda byla vyvinuta a CasteCné zvalidovdna vramci diplomové prace:
Aplikace SPE a technologie monolitnich kolon v HPLC analyze biologicky aktivnich
latek (HorCickova 2009). Novy extrakéni postup byl vyvijen zddvodu nizké
vytéznosti extrakce pro cilové analyty 25(0OH)Ds, D, a D3. DalSim divodem pro
volbu jiného postupu pripravy vzorku pfed HPLC analyzou byl celkovy c&as
predupravy vzorku (1,5 hod), ktery byl nevhodny pro zpracovavani velkych sérii
vzorku.

Do sklenéné zkumavky napipetovat 250 ul séra a pfidat 1000 ul ethanolu
chlazeného (4 ). Vzorek protfepat na vortexu a 10 minut deproteinovat pfi 4 C
v chladni¢ce. Po 10 minutach zcentrifugovat (4 000xg, 15 minut, 4 ). P fipravit
kolonku (Speed C18/18 500 mg/3 ml) aktivaci a kondicionaci 1 ml methanolu a
promytim 1 ml destilované vody. Béhem téchto krokl nesmi vyschnout sorbent
kolonky. Odebrat supernatant ze zkumavky a nanést na pfedem pfipravenou
kolonku, nechat naadsorbovat analyty na sorbent. Vyménit zkumavky a eluovat
vitaminy 1,5 ml methanolu a nasledné 2 ml hexanu. Na konci elu¢niho kroku zvysit
tlak vakuové pumpy na maximum a pusobit vakuem pfiblizné 1 minutu. Eluat
odpafit ze zkumavky v koncentratoru pfi 45 C. Odparek rozpustit v 250 pl
methanolu a analyzovat HPLC metodou.

Vyvinuta a optimalizovana metoda byla ¢aste¢né validovana. Hodnoty
vytéznosti SPE extrakce ze spikovaného lidského séra pro jednotlivé vitaminy byly
nasledujici: kalcidiol 66,7 + 7,8 %, ergokalciferol 67,4 + 4,2 %, cholekalciferol 66,6
+ 4,1 %, retinol 83,7 + 8 %, a-tokoferol 73 £ 6,9 % [39].
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5.3.1. Chromatografické podminky analyzy

Metoda byla optimalizovana a validovana v ramci diplomové (Vyvoj HPLC
metody a stanoveni vitaminu D v biologickém materiélu; 2008, VIEkova) a rigorozni
(HPLC metoda pro sou€asné stanoveni liposolubilnich vitaminu A, D, E; 2010,
Nova) prace[55,56].

» mobilni faze:

= A: methanol:voda:2-propanol (75:15:10)
= B: methanol:voda (95:5)

» kolona: spojeni monolitnich kolon SpeedROD RP-18e, 50 x4,6 mm a
Chromolith Performance RP-18e,100 x 4,6 mm, MERCK (Darmstadt,
Némecko)

» pratok mobilni faze:

=  A: 3ml/min, 0.- 3. minuta
= B:3,5ml/min, 3.- 3,5 minuta

» doba analyzy: 6,5 minuty

» nastiik:20 pl

> detekce:

= 25-(OH) D3, Dy, D3: 264 nm
= retinol: 325 nm

= g-tokoferol, tokol: 295 nm

5.4. Optimalizace SPE postupu
VySe zminény postup byl obménovan za ucelem dosazeni lepSich vysledku
vytéznosti extrakce vitaminu D,, D3 a metabolitu (25-(OH) D3). Byly testovany
zmény v podminkach:
» deproteinace séra (vliv teploty, rizna deproteinacni Cinidla a také ¢as
deproteinace)
* postupu eluce
e postupu davkovani vzorku a eluénich rozpoustédel na SPE kolonku

» vlivu centrifugace na Cistotu extraktu
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Centrifuga (HERAEUS 400R), ktera byla pouzZita pfi vyvoji extrakéniho
postupu, ktery byl optimalizovan v této praci, byla v laboratofi nahrazena novou
centrifugou (Eppendorf 5810R), proto byly podminky cetrifugace pfi optimalizaci

postupu zmeénény.

5.5.  Vyvoj a optimalizace LLE postupu
Na zakladé literarni reSerSe [27,28,57,58,59] a zkuSenosti z vyvoje SPE byl

navrzen jednoduchy postup extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE) kalcidiolu,
ergokalciferolu, cholekalciferolu, retinolu a a-tokoferolu z lidského séra.

» Spikované deproteinacni €inidlo - koncentrace v 10 ml odmérné barice

D, c=1 pmol/L
D3 c=1 pmol/L
retinol c=1 pmol/L
25(0OH)D3 c=0,4 pmol/L
a-tokoferol c=4 pmol/L
tokol c=4 pumol/L

500 pl séra + 500 pl spikovaného etanolu

promichat (vortex cca.10 s)

deproteinace (- 28 C, 10 minut)

1 ml hexanu, promichat (vortex cca.10 s)

centrifugace (10 min, 4 C, 3 220 x g)

odebrat organickou vrstvu,odpafit v koncentratoru (45<C)

V V V V V VYV V

odparek rozpustit ve 100 pl methanolu
Navrzeny extrakéni postup byl dale optimalizovan. Byla testovana: rGzna

deproteina¢ni ¢inidla, vhodny objem a zména pH a rdzna extrakéni (organickd)

¢inidla.
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6. Vysledky a diskuse

6.1. Optimalizace SPE postupu

Pro optimalizaci deproteinace séra byl testovan vliv teploty, rizna deproteinacni

¢inidla a také ¢as deproteinace.

6.1.1. Optimalizace deproteinace

6.1.1.1. Vybér vhodné teploty

Byl testovan vliv rizné teploty v pribéhu deproteinace na vytéznost extrakce.
Proti 4 T pouzivanym ve vychozi metod & byla testovana teplota vyssi (60C) a
pozdéji nizsi (-28C).

6.1.1.1.1. Testovani teploty (60C)

Aby bylo mozné provést deproteinaci za zvySené teploty bylo deproteinacni
¢inidlo (99 % ethanol, 1 000 pl) a sérum (250 pl) smichano v 1,5 ml Eppendorf
zkumavce a uzavieno. Deproteinace probihala 10 minut pfi 60C v termostatu.
Po deproteinaci byl vzorek centrifugovan za pouZziti centrifugy Minispin (Eppendorf).
Separace byla provedena pfi 14 000 x g, 5 minut (centrifuga neni chlazena). SPE
extrakce byla provedena puvodnim zplsobem (hexan, methanol) a extrakty

proméreny.

Tab 8: Testovani vlivu teplot na deproteinaci 4C a 60T 10 min

q . plocha piku
eproteinace .
25(0OH)D4 retinol a-tokoferol
4T 10 min 4 055 26 491 23997
60C 10 min 2514 21 867 21 666

Deproteinacni efekt zvySené teploty (60C) nebyl pfipokusu prokéazan.
Namérené hodnoty vychazeli nizsi nez pfi (4 T ) (viz.Tab 8). Vysledek odpovida
Gdajim z literatury [60,61], kde je obecné uvadéno, Ze vysSi teplota neni pro
vitaminy rozpustné v tucich vhodna. Proto byla dale testovana teplota nizsi, nez

byla pouzivana v pavodni metodé.
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6.1.1.1.2. Testovani teploty (-28 C)

PFi pokusu byly vzorky 250 pl séra s 1 000 pl deproteina¢niho Cinidla (99 %
ethanol) opét v Eppendorf zkumavce uzavieny a uloZzeny do mrazici skfiné
(-28°C). Doba deproteinace byla 15 minut. Centrifugace a extrakce, byla
provedena stejnym postupem jako v pfedchozi kapitole. Vysledky jsou shrnuty
v tabulce Tab 9.

Tab 9: Testovani vlivu teplot na deproteinaci 4C a -28C 15 min
plocha piku
deproteinace 25(0OH)D3 | retinol tokol D, Ds a-tokoferol
4T 15 min 74 577 14128 | 157004 | 258478 | 264118 14 925
-28C 15 min 79 920 12741 | 161027 | 242940 | 269 997 15 155

Z vysledkl je jasné, Ze teplota (-28 C) p i deproteinaci ma pozitivni vliv na
25(0OH)D3, hodnoty ostatnich analytd nejsou vyznamné ovlivnény. Proto byla tato

teplota zvolena pro dalSi postupy.

6.1.1.2. Vybér vhodného deproteina €niho ¢€inidla

Testovani deproteinaénich ¢inidel probihalo ve stejné fazi pokusu jako volba
optimalni teploty, proto deproteinace neprobihala pfi -28C, ale pouze pfi 4.

Pro testovani byly vybrany tfi pro tento ucel bézné pouzivana rozpoustédla.

Ethanol, ktery byl soucasti plvodniho postupu, methanol a acetonitril (Tab 10).

Tab 10: Testovani deproteina €nich €inidel

plocha piku
deproteinace 25(0OH)D3 | retinol tokol D, Ds a-tokoferol
1 ml ACN 92 217 12793 | 156312 | 274076 | 269418 3267
1 ml MeOH 90 568 13572 | 158289 |187612| 225882 10 684
1 ml EtOH 74 577 14128 | 157004 | 258478 | 264 118 14 925

Acetonitril mél prokazatelné pozitivni vliv na stanoveni cilovych analytl
(25(OH)D3, D, a D3). U dalSich analytd nebylo tohoto efektu dosazeno. VySSich
hodnot bylo dosaZzeno s plvodné pouzivanym ethanolem.

V dalSi fazi byl ovéren efekt smési téchto rozpoustédel (Tab 11).

Tab 11: Testovani sm ési rozpoust édel

plocha piku
deproteinace 25(0OH)D; | retinol tokol D, Ds a-tokoferol
1 ml ACN:MeOH 1:1 87 768 12718 | 155187 | 252399 | 253711 12 590
1 ml ACN:EtOH 1:1 88 798 13736 | 165133 | 272329 | 264213 14 757
1 ml MeOH:EtOH 1:1 81 684 13230 | 154110 | 253870 | 270323 13 648
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Z uvedené tabulky je patrné, Ze puvodné pouzivany 99 % ethanol
nevykazuje nejvySSi vysledky. Nejlépe se zde jevi vyuziti kombinace
acetonitril:ethanol 1:1.

Nasledné byla provedena dalSi méfeni s deproteinaci vzorku jiz pfi -28C
10 minut a porovnavana smés acetonitrilu s ethanolem v riznych pomérech (Tab

12).

Tab 12: Porovnani pom éra acetonitril:ethanol

plocha piku
deproteinace 25(0OH)D3 | retinol tokol D, Ds a-tokoferol
ACN:EtOH 1:1 78 432 14606 | 153876 | 251234 | 263081 13 949
ACN:EtOH 1:2 80 256 14814 | 151241 | 250949 | 230 457 13 099
ACN:EtOH 2:1 78 983 15297 | 150950 | 256 734 | 257 313 14 556

Vysledky ztohoto meéfeni nebyly jednozna¢né ukazujici na vyhodnost
nékterého z pomérua.

6.1.1.3. Optimalizace doby p tsobeni deproteina €niho ¢€inidla
Po vybéru cCinidla a teploty deproteinace byl testovan ¢as, po ktery je
nejvhodnéjsi nechat c&inidlo pUsobit pfi teploté - 28T (Tab 13). DalSi postup

extrakce byl stejny jako vychozi postup.

Tab 13: Testovani €asu deproteinace

plocha piku
deproteinace 25(0OH)Ds retinol tokol D, Ds a-tokoferol
5 min 75 381 13 838 147 662 230 429 | 241 207 13 744
10 min 78 432 14 606 153 876 251 234 | 263 081 13 949
15 min 74 348 14 227 146 195 226 764 | 247 500 13 044
20 min 78 349 14 995 152 992 256 736 | 247 021 14 022

Po porovnani ploch zméfenych analytll vychazi nejlépe €as deproteinace
10 min. Oproti zaroven dobfe vychazejicimu ¢asu 20 minut byl zvolen kratSi ¢as (10
minut), vyhodné&jSi vzhledem k celkové dobé pfipravy vzorku pfed stanovenim

vitamind.
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6.1.2. VIiv mnozstvi vzorku na stanoveni

Z davodu nutnosti zakoncentrovani musel byt puvodni postup upraven

zvySenim objemu vzorku (v pUvodnim postupu nebyl krok zakoncentrovani

zahrnut). Proto byl testovan vliv objemu vzorku na vytéZznost extrakce. Jako

testovana byla zvolena menSi SPE kolonka (200 mg/3 ml) nez byla pouzita

v pavodnim postupu. U&elem bylo ovéfit, zda kapacita 500 mg kolonky neni pfilig

velk4, a proto analyty nejsou dostate¢né eluovany.

Pro testovani kapacity kolonky byl pouzit standardni roztok o sloZeni kalcidiol

c=0,75 pmol/L, ergokalciferol ¢c=2,5 umol/L , cholekalciferol ¢=2,5 umol/L, retinol

c=5 pumol/L, a-tokoferol c=20 pmol/L, tokol c=20 pumol/L.

Postup:

» aktivace kolonky: 2x200 ul methanolu
» davkovani raznych objemu vzorku na kolonku
> eluce:2x200 pl Hexan:Methanol (95:5)
Kapalina, ktera protekla kolonkou po naneseni vzorku, byla odebrana a
odparena v koncentratoru. Odparek rozpoustén ve stejnych objemech, jako byly
objemy vzork(. Byly ziskany dvé sady vzorku, jedna sada odpadud viz. (Tab 15) a

druha sada eluci viz. (Tab 14).

Tab 14: Eluce hexan:propanol (95:5).

eluce — objem vzorku vyt éznost v %
() 25(0OH)D; retinol tokol D, Ds a-tokoferol
100 45 73 91 86 85 83
200 0 72 85 81 80 77
300 0 67 85 84 81 79
400 0 58 83 83 81 82
500 0 47 82 88 85 84
Tab 15: Analyza odpad @ raznych objem G vzorku
odpad- objem vytéznost v %
vzorku (u) 25(0OH)Ds retinol tokol D, Ds a-tokoferol
100 49 0 0 0 0 0
200 20 0 0 0 0 0
300 10 3 0 0 0 0
400 13 18 2 0 0 0
500 9 9 10 1 5 0
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Z téchto dvou tabulek je zfejmé, Ze se na kolonce analyty zcela nezachycuji
a urcité mnozstvi odchazi do odpadu a doch&zi tak ke snizovani vytézku.
25(0OH)Ds.

Mensi kolonka (200 mg/3 ml) byla vyhodnocena jako nevhodna.

6.1.3. Eluce

Pro optimalizaci eluce analytl byla testovana rizné eluéni €inidla a vliv teploty

pfi odpafovani elu¢niho Cinidla na analyty.

6.1.3.1. Vybér vhodného elu éniho €inidla
Vhodné eluéni cCinidlo bylo vybirano na zakladé eluce standardu. Bylo
pouzito 250 ul standardniho roztoku o sloZeni:

> kalcidiol c=1,5 pumol/L
> ergokalciferol c=5 pmol/L
» cholekalciferol c=5 pumol/L
» retinol ¢=10 pmol/L
> a-tokoferol c=40 pmol/L
> tokol c=20 pmol/L

Standardni roztok byl nanaSen na predem aktivovanou kolonku dle vychoziho
postupu. Po naadsorbovani analytll a vyméné zkumavek byla provedena eluce
vybranymi Cinidly.

Bylo pouzito 2 ml n-hexanu a n-hexan s pfidavkem 2-propanolu o celkovém
objemu 2 ml. Pfidavek 2-propanolu byl testovan z dlivoda zvySeni polarity eluéniho
¢inidla. 2-propanol je na rozdil od pavodné pouzZivaného methanolu misitelny
s hexanem coZz umoziuje vytvofit eluéni smés o vhodné polarité. Pro porovnani
byla pouzita eluce z pavodniho postupu (1,5 ml methanolu+2 ml n-hexanu) viz.
tabulka Tab 16.
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Tab 16: Vyb ér elu €niho ¢inidla obm éna vychoziho postupu

vyt éznost v %

eluce 25(0OH)D5 retinol tokol D, D3 a-tokoferol
hexan 16 0 0 0 0 66
hexan:propanol (1:1) 112 95 96 89 86 68
hexan:propanol (2:1) 87 68 94 67 61 63
hexan:propanol (3:1) 96 76 95 83 80 66
hexan:propanol (4:1) 106 87 91 77 75 65
hexan:propanol (5:1) 0 64 72 59 56 47
1,5 ml MeOH+2 ml hexan 95 46 100 84 83 68

Kazdy vzorek byl porovnidvan se zméfenym standardem, ktery neproSel
extrakci. Na zakladé vysledkd bylo zménéno elucni ¢&inidlo. Oproti vychozimu

postupu z 1,5 ml methanolu a 2 ml n-hexanu na 2 ml n-hexan:propanol (1:1).

6.1.3.2. Odpafrovani eluatu

Z divodu zkraceni doby odparovani eluatu vzorku, které pfi 45 T trvalo
pfiblizné 140 minut coZ je velmi nevyhodné pro pouZziti metody v praxi. Bylo
ovéfeno zda zvysSeni teploty ze 45 T na 60 € nema nega tivni vliv na stanovované

analyty.
Smési standardd byly odpafeny pfi obou uvedenych teplotach.

Tab 17: Vliv teploty na odpa Fovani eluatu

L plocha piku
odpa fovani -
25(0H)D; retinol tokol D, D3 a-tokoferol
45C 8 226 17 064 12 372 11591 13 318 16 394
60C 8 002 16 004 12112 11 062 13126 15294
pokles % 3 6 2 5 1 7

ZvySeni teploty zkratilo dobu odpafovani standardd ze 140 minut na
100minut. Ve vysledku méfeni byl zaznamenan nékolika procentni pokles velikosti
ploch pikd pfi vySSi teploté viz. Tab 17. Byl tedy FfeSen problém, zda je vyhodnégjsi
urychleni odparovani eluatu, za cenu nizSich vytéznosti stanovovanych analytd.

Pro dalSi postup byla zvolena nizSi teplota odparovani.

Vysledky zkouSenych postupld nebyly uspokojujici a nebylo dosazeno
vyrazného zlepSeni vychoziho postupu pro SPE extrakci. Bylo proto rozhodnuto
vyzkouSet jinou metodu extrakce a v dalSi pokusech pokraCovat s vyvojem metody

s vyuzitim LLE.
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6.2. Liquid liquid extrakce

6.2.1. ZkouSeni deproteina €niho €inidla
Pokusy byly provadény za pouziti spikovaného ethanolu (deproteinaéni

¢inidlo) a sou€asného stanoveni blanku séra.

6.2.1.1. Vybér nejvhodn €&jSiho objemu deproteina ¢éniho €inidla (DC)

Byl testovan rdzny objem deproteinacniho &inidla vhodného pro deproteinaci
500 pl séra. K séru byla pfiddna riznd mnozZstvi spikovaného ethanolu (4°C).
Vysledna procenta vytéznosti extrakce viz tabulka (Tab 18).

» promichat (vortex cca.10 s)

» deproteinace (- 28 C, 10 minut)

» 1ml hexanu, promichat (vortex cca.10 s)

» centrifugace (10 min, 4°C,3 220x Q)

» odebrat organickou vrstvu, odpafit (45°C)

» odparek rozpustit ve 100 pl methanolu

Tab 18: Vybér mnozstvi deproteina €niho ¢€inidla

objem DC (L) vyt éZnost %
25(0H)D; retinol tokol D, D3 a-tokoferol
500 DC 68 63 87 85 80 89
1000 DC 29 61 67 67 67 56
1500 DC 4 45 64 66 64 63

Z prvniho pokusu s raznymi objemy deproteina¢niho &inidla bylo zjisténo, ze
nizsi objem vykazuje lepsi vysledky viz Tab 18. Proto bylo pozdéji provedeno dalSi
podrobnéjSi méfeni s menSimi objemy (500 ul - 100 ul) spikovaného ethanolu.
Postup byl obménén pfidani 200 pl TCA ¢=0,01 mol/L po deproteinaci a zvySenim
objemu hexanu na 2 ml. K této obméné bylo pfistoupeno na zakladé pozdéjSich

pokusu. Vysledky jsou shrnuty v Tab 19.

Tab 19: Vliv malych objem @ DC na deproteinaci lidského séra

. vytéznost %
objem DC () 25(0H)D5 retinol tokol D, Ds a-tokoferol
500 85 141 102 104 96 82
400 115 147 98 110 99 167
300 135 127 98 105 97 185
200 136 157 85 96 87 563
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Objem 100 pl tabulka nezahrnuje, takto nizky objem DC nestaéi na

deproteinaci 500 pl séra. | u ostatnich nizSich objemu bylo vzhledem k naméfenym
hodnotam podezieni, Zze deproteinace je nedokonala a vzorek pravdépodobné

e

obsahuje balastni latky, které faleSné navysuji vytéznost.

Tabulka (Tab 20) zobrazuje procentualni zastoupeni jednotlivych fazi

v extrakéni smeési. Toto zastoupeni se logicky méni s rostoucim objemem

deproteinacniho €inidla.

Tab 20: Procentualni zastoupeni fazi

extrakéni prostiedi
Vzorek | ethanol | n-hexan TCA
((nh (nl) (ul) 0.01mol/l % EtOH+TCA % vodné faze % organ. faze
500 500 2000 200 26 38 63
500 1000 2000 200 38 46 54
500 1500 2000 200 46 52 48

Vliv procentuelniho zastoupeni fazi extrakéniho prostfedi na vytéznost

extrakce jednotlivych analytl je shrnut v tabulce (Tab 21).

Tab 21: Vliv procentualniho zastoupeni fazi extrak  €niho prost fedi na recovery

% vodné faze
analyt 38 ‘ 46 ‘ 52
vytéZnost %
25(0OH)D; 68 29 4
retinol 63 61 45
tokol 87 67 64
D, 85 67 66
Ds 80 67 64
a-tokoferol 89 56 63

Z tabulky je patrné, Ze s rostoucim zastoupenim vodné faze a ethanolu+TCA
se sniZuje vytéznost cilovych analytd, oproti tomu se zastoupenim organické faze
narusta. Tento efekt svéd¢i pro vyhodnéjsi pouziti objemu 500 ul ethanolu, kde je
organickeé faze.

Zavislosti zastoupeni

nasledujici graf (Obr 20).

vodné faze na vytéznosti extrakce zobrazuje
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Obr 20: Graf procentualni zavislosti vyt ~ éZnosti extrakce analyt 0 na zastoupeni vodné faze
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6.2.1.2. Vybér vhodného deproteina €niho €inidla

V predeSlych pokusech byl pro deproteinaci pouzivan pouze 99 % ethanol
vychlazeny na 4 C. Déle byla za vyuZziti vysledk ( z pfedeSlych pokusl testovana
rizna deproteinaéni cCinidla (ethanol, acetonitril, methanol a jejich kombinace
v pomérech 1:1). Bylo postupovano vzdy pfidanim 500 pl séra k spikovanému
deproteinaénimu ¢inidlu, pficemz byl vzdy zméfen také blank a standard
deproteinacniho €inidla. Sérum a deproteinacni €inidlo bylo promich&dno na vortexu
cca. 10 sec. Deproteinace probihala pfi-28° C 10 minut. Poté byla pfidana
kyselina trichloroctova o objemu 200 pl (c= 0,01 mol/l) a nasledné 2 ml hexanu opét
promichano na vortexu cca. 10 sec. Déale probéhlo 5 min tfepani a nasledna
centrifugace 10 min pfi 4° C, 3220 x g. Horni hexanova vrstva byla odebr dna a
odpafena v koncentratoru pfi 45°C. Odparek rozpustén ve 100 pl metanolu a
analyzovan.

Souhrn ziskanych vysledkUl je znazornén v tabulce (Tab 22).
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Tab 22: Vyb ér deproteina €éniho ¢inidla

YiR-V 0,
DC (1 mL) . vytéznost v %
25(0OH)D4 retinol tokol D, D3 a-tokoferol

ethanol 29 61 67 67 67 56
methanol 45 63 57 62 55 62
acetonitril 27 60 69 79 74 67

ethanol:acetonitril 32 60 82 90 61 75
ethanol:methanol 16 63 76 98 67 63
methanol:acetonitril 32 69 74 86 76 69

Z vysledkl bylo zjisténo, ze samotny ethanol stejné jako u SPE nevykazuje
nejlepsSi vysledek. Pro dalSi testovani byly vybrany poméry methanol:acetonitril a
ethanol:acetonitril (1:1). Stejnym postupem jako u pfedchoziho pokusu byl zkouSen
vliv objemu téchto deproteinacnich &inidel na vytéznost a testovany objemy 500 ul
a 1000 pl. Vysledky viz Tab 23.

Tab 23: Porovnani objem G vybranych deproteina ¢€nich €inidel

objem DC 25(0OH)D3 | retinol tok\gt eZHOStIS/Z% Ds a-tokoferol
5004l | methanol:acetonitril 112 o1 95 101 99 133
10004l (1:1) 80 122 | 107 111 109 147
5004l | ethanol-acetoniril 119 131 112 117 118 121
1000l (1:1) 68 87 97 105 103 114

Opét byl pokus uzavien zavérem, Ze nizSi objem deproteinacniho Cinidla je
vyhodnéjSi pro extrakci vitamin rozpustnych v tucich ze séra. V tomto pokuse bylo
dosazeno hodnot kolem 100% u vSech analytd s deproteinaénim cinidlem
ethanol:acetonitril  (1:1) o objemu 500 pul viz tabulka (Tab 23). Pomér

ethanol:acetonitril (1:1) se osvedcil jiz pfi pouziti u SPE, ovSem v kombinaci s LLE
bylo dosazeno o mnoho vySSich vytéZnosti.
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6.2.2. Zména pH extrak éni smési
Byla testovana zména pH, ktera by ovlivnila uvolnéni analytu z matrice. Dale
bylo testovano pouziti antioxidantu (kyselina askorbovd), které by mohlo zabranit
oxidaci analytl pfi velké zméné pH. Pouzita Cinidla:
e kyselina askorbova (AA)
* hydroxid draselny

» kyselinu octova, trichloroctva a chlorovodikova

6.2.2.1. ZvySeni pH - saponifikace

Za Ucelem zmydelnéni tukl (saponifikace) a uvolnéni analytl z matrice byl
testovan efekt riznych objemU hydroxidu draselného, v kombinaci s pfidanou
kyselinou askorbovou (AA), jako antioxidantu pro zabranéni rozkladu analytu.

» 1000 pl ethanolu + 500 pl séra

» KOH + AA

» promichat (vortex cca.10 s)

» deproteinace (- 28°C, 10 minut)
» 1ml hexanu promichat (vortex cca.l10 s)
» centrifugace (10 min, 4°C, 3 220 x Q)
» odebrat organickou vrstvu, odpafit v koncentratoru (45°C, cca. 12 min)

» odparek rozpustit ve 100 pl methanolu

Tab 24: Testovani hydroxidu draselného a kyseliny a  skorbové

KOH + AA . vyt éznost %
25(0OH)D4 retinol tokol D, D3 a-tokoferol
250 +250 20 69 5 75 62 89
500 +500 22 51 9 74 58 32
1 000+1 000 3 23 30 68 62 32

Pritomnost KOH a AA pfi extrakci vitaminua ze séra nepomohla k vyraznému
navyseni vytézku viz. Tab 24. Pouze 25(OH)D3 v pfitomnosti nizSich objema 250 pl
a 500 pul saponifikacni smési vykazuje mirné zlepseni z 0 % na 22 %.

Vytéznost vnitfniho standardu (Tokol) byla v zasaditém prostiedi vyrazné
niz§i (maximalné 30%). Proto byla saponifikace séra z extrakéniho postupu

vynechana.
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6.2.2.2. Snizeni pH
Pro zmény pH prostfedi a usnadnéni pfestupu analytd fadzovym rozhranim
byly pouZzity nasledujici kyseliny (octova, trichloroctova a chlorovodikova).
» 1000 pl ethanolu+500 ul séra
200 ul AA + 200 pl kyseliny chlorovodikové. octové nebo trichloroctové
promichat (vortex cca.10 s)
deproteinace (- 28°C, 10 min.)
1ml hexanu, promichat (vortex cca.10 s)
centrifugace (10 min, 4°C, 3 220 x g)

YV V V VYV V V

odebrat organickou vrstvu, odpafrit v koncentratoru (45°C, cca. 12min.)

» odparek rozpustit ve 100 pl methanolu

Tab 25: Testovani zm ény pH extrak €niho prost fedi

-V, 0,

200 il AA +200 vyteznost % -

kyselin i )
y y 25(0OH)D5 retinol tokol D, Ds tokoferol

HCL (1mol/l) 53 50 88 87 85 60
kys.octova (1mol/l) 49 94 91 89 87 79
kys.trichloroctova 55 9% 92 88 84 149

(Imolfl)

S pfidanim kyselin k deproteinacnimu ¢Cinidlu bylo dosazeno vyrazného
vzestupu vytéznosti vSech analytl viz. Tab 25. Z kyselin byl vyhodnocen jako
nejlepsi efekt pfidané kyseliny trichloroctové (TCA) viz. tabulka 24.

Byla testovana téz kyselina chlorovodikova o koncentracich 35 a 10 %. Obé
koncentrace vSak neposkytly pouzitelny vysledek z ddvodu vytvoreni gelu, ze

ktereho analyty nebylo mozné stanovit.

6.2.2.2.1. Testovani kyseliny trichloroctovée

Byl testovan vliv koncentrace kyseliny trichloroctové na vytéznost extrakce.
Zaroven bylo proméfeno pH, nejprve samotné kyseliny a pozdéji deproteinacni
smeési (kyselina trichloroctova, ethanol, kyselina askorbova, sérum) viz: Tab 26.

Do postupu testovani kyselin bylo zafazeno po pfidani 1ml hexanu 5min

tfepani.
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Tab 26: Zavislost pH deproteina €ni sm ési na koncentraci kyseliny trichloroctové

koncentrace TCA pH TCA pH TCA pH smési
(mol/l) vypo €tené zmérené* (TCA+AA+EtOH+sérum)
1,0 0 1,15 2,02
0,1 1 1,60 2,53
0,01 2 2,01 3,40
0,001 3 2,92 4,05

K deproteina¢ni smési (1000 pl) a séru (500 ul) byla pfidana smés 200 ul

kyseliny askorbové a 200 ul riznych koncentraci kyseliny trichloroctové.

Tab 27: Vliv koncentrace kys. trichloroctové na vy

téznost extrakce

koncentrace TCA vytéznost %
(molll) 25(0OH)Ds retinol tokol D, Ds a-tokoferol
1,0 30 0 85 82 82 70
0,1 23 76 83 84 83 70
0,01 29 81 84 83 85 70
0,001 29 77 305 81 79 61

Z vysledkua vyplynula nejlepSi vytéznost s pfidavkem TCA o koncentraci

0,01 mol/L viz. Tab 27. A také bylo ovéfeno, Ze pfiliS nizké pH nebylo vhodné pro
stanoveni retinolu, ktery pfi koncentraci TCA 1 mol/l a pH deproteinaéni smési 2,02
jiz nebylo mozné stanovit. Vitamin D,, D3 a jejich metabolit 25(OH)D3; nevykazovaly
v testovaném rozmezi pH deproteinaéni smési (2,02 —4,05) vyznamné zmeény
vytéznosti. Vytéznost a-tokoferolu byla negativné ovlivnéna az koncentraci

0,001 mol/L kyseliny trichloroctové.

V predeslych pokusech byla pfidavana TCA o koncentraci (c = 0,01 mol/L),
pfimo s deproteina¢nim ¢inidlem. Dale bylo testovano jestli pfidani TCA v jiné fazi
extrakéniho postupu zméni vytéznost. Deproteinace séra probihala bez pfitomnosti
TCA, kyselina byla k smési pfidana az pred extrakci (pfed nebo po pfidani hexanu).

Tento pokus probihal pozdéji, proto nebyla pouzita kyselina askorbova jako

antioxidant a k extrakci byly pouzity 2 ml n-hexanu.

Tab 28: PFidani TCA po deproteinaci

vytéznost %
TCA pfidana . a-
25(0H)D5 retinol tokol D, D; tokoferol
SDC 29 81 84 83 85 70
pred n-hexanem 84 105 107 85 82 68
po n-hexanu 77 77 98 75 71 58
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Z vysledku je zfejmé, Ze s kyselinou trichloroctovou bylo docileno lepSich
vytéZznosti extrakce pfidanim kjiz zdeproteinovanému vzorku. PfiCemz lépe
dopadla aplikace TCA pfed hexanem viz. Tab 28.

Vliv antioxidaéniho u€inku 200 uL kyseliny askorbové (AA) pravdépodobné
nebyl dostacujici pro desetiminutové pusobeni béhem deproteinace, proto byl

ovérfen antioxidacni efekt AA deproteinacni smési.

6.2.2.3. Ovéreni antioxida éniho efektu pouzivané kyseliny askorbové

V predeSlych pokusech byla do deproteinacni smési pfidavana kyselina
askorbové jako antioxidant chranici stanovované analyty.

Antioxida¢ni efekt na analyty byl ovéfen pfidanim rdznych objemd AA do

deproteinacni smési.

Tab 29: LLE vliv kyseliny askorbové na stanovované vitaminy

vyt éznost %
200 pL TCA+ AA (pL) | 25(0H)D3 retinol tokol D, D3 a-tokoferol
0 28 85 86 86 87 109
200 9 64 76 75 76 52
700 26 58 75 75 73 23
1500 32 62 48 52 50 12

Pozitivni vliv kyseliny askorbové na stanoveni nebyl potvrzen. Naopak vétsi
objemy pfidané kyseliny askorbové vedly k niz§im vytéznostem retinolu, tokolu (1S),
vitaminu D, a D3 i a-tokoferolu viz Tab 29. NiZsi vytéznost byla pravdépodobné
zpusobena zménou pH a poméru vodnd/organicka faze v extrakéni smeési.
Vytéznost 25(0OH)D3 nebyla ovlivnéna objemem pfidané AA.

V dalSich pokusech nebyla proto AA pouzivana.

6.2.2.4. Testovani mnozstvi extrak €niho €inidla

S vy88im objemem extrakéniho &inidla bylo prokazatelné docileno vysSich
vytéznosti, proto byl vhodny objem pouzitého extrakéniho €inidla testovan v dalSim
pokuse opakovanou extrakci.

Opakovana extrakce byla provedena pfidanim 1 ml nebo 2 ml hexanu
k deproteinovanému vzorku. Kazdy vzorek byl tfikrat extrahovan stejnym objemem
¢inidla (5 min tfepéni, centrifugace 10 min pfi 4°C 3220 x g, odebrani organické
vrstvy a opét pfidani hexanu). Organické vrstvy byly dohromady odpafeny pfi

45°C. Odparek vzdy rozpust én ve 100 pl metanolu. Vysledky viz Tab 30.
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Tab 30: Opakovana LLE extrakce 1ml hexanu a 2ml hex anu

vytéznost %

1ml hexanu 25(0OH)D; | retinol tokol D, D3 a-tokoferol

1. extrakce 0 23 49 51 51 10

2. extrakce 0 27 18 16 15 16

3. extrakce 0 9 3 0 3 4
celkova vyt éznost % 0 59 70 68 69 30

vytéznost %

2 ml hexanu 25(0OH)Ds | retinol tokol D, D3 a-tokoferol

1. extrakce 20 68 76 78 79 97

2. extrakce 20 16 8 6 6 0

3. extrakce 15 3 9 0 0 0
celkova vyt éznost % 55 87 94 85 85 97

Extrakce 1 ml extrakéniho ¢Cinidla je na zakladé vysledkl nedostate¢na. Pfi
druhé extrakci byla vytéznost retinolu, tokolu, vitaminu D, D3 a a-tokoferolu mezi
15 — 27 %, v dalSim extrakénim kroku bylo pouze 3 — 9 % téchto analytl. Celkova
vytéznost po tfech extrakcich se pohybovala v rozmezi 30 — 70 %. 25(OH)D; se
bez pfidani TCA k deproteinaénimu cinidlu nepodafilo objemem 1 mL hexanu
vyextrahovat.

s v~

Extrakce 2 mL hexanu méla mnohem vysSi vytéZznost uz pfi prvni extrakci,

s v

podafilo se extrahovat i 25(OH)D3 (vytéznost 20 %). VytéZnosti ostatnich analytd se
pohybovaly mezi 68 —97 %. Pfi opakovani extrakce mél nejvysSi vytéznost
25(0OH)D3 (20 a 15 % pro druhou a tfeti extrakci). Pro zvySeni vytéZnosti byla

vyzkouSena zmeéna polarity extrakéniho Cinidla.

6.2.2.5. ZvySeni polarity extrak €niho €inidla

Na zakladé predchozich pokust bylo zvoleno deproteinacni cinidlo
ethanol:acetonitril (v poméru 1:1), které bylo spikovano stejnym postupem jak je
uvedeno v postupu pro ethanol

» 500 pl ethanol:acetonitril (1:1) + 500 pl séra
promichat (vortex cca.l10 s)
deproteinace (- 28°C, 10 minut)
extrakéni ¢inidlo 2 ml (n-hexan,2-propanol), promichat (vortex cca.5 s)
pfidat 200 ul TCA 0,01 mol/L, promichat (vortex cca. 10 s)

5 min tfepani

VvV V V V VYV V

centrifugace (10 min, 4°C, 3 220 x g)
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» odebrat 1,5 ml organické vrstvy a odpafit v koncentratoru (45°C) -

vysledné plochy nasobit 1,33

» odparek rozpustit ve 100 pl methanolu

Tab 31: Testovani extrak €niho ¢inidla

vytéznost %

extrak €ni €inidlo 2 mL 25(0OH)D3 | retinol tokol D, Ds a-tokoferol
hexan 0 94 86 82 77 76
hexan: propanol (98:2) 0 104 96 91 90 87
hexan: propanol (96:4) 0 81 95 88 90 67
hexan: propanol (95:5) 0 79 85 82 82 60
hexan: propanol (94:6) 0 102 104 99 100 100
hexan: propanol (92:8) 0 103 101 96 93 97

U vSech analytll kromé 25(OH)D3 bylo timto postupem dosaZzeno vysokych

vytéznosti viz. Tab 31. Pro dalSi extrakce byla zvolena kombinace hexan:2-

propanol (94:6). Analyt 25(OH)D3s u testovanych vzorkd nemohl byt hodnocen,

protoZze se zménou polarity extrakéniho Cinidla stanoveny pik 25(OH)D3; obsahoval

necistoty, které faleSné zvysSovaly vytéznost az na nékolik set procent.

Nékteré vzorky krevniho séra obsahovaly necistoty, které byly eluovany ve

stejny retenéni Cas jako 25(OH)Ds, proto pro pouZziti vySe zminéného postupu

musela byt upravena HPLC metoda.
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6.3.

Porovnani vychoziho postupu a LLE

Vychozi postup shrnuti:

Mnozstvi vzorku
Deproteinacni €inidlo
Vortex

Deproteinace
Centrifugace

Kolonka

Aktivace a kondicionace
Eluce

Vakuova pumpa
Odpareni eluatu

Rozpousténi odparku

250 pl séra

1000 pl ethanolu (4 )

10s

10 minut4 <

4000 x g, 15 minut, (4 C)

Speed C18/18 500 mg/3 ml

1 ml methanolu promyti 1 ml destilované vody
1,5 ml methanolu a nasledné 2 ml hexanu
1 minuta

45 C, 1 hod 30 min

250 pl methanolu

Celkovy ¢€as preanalytické faze v min. 140 min

Spotieba pouzitych €inidel v ml

6,75 ml

Hodnoty vytéznosti SPE extrakce spikovaného lidského séra pro jednotlivé

vitaminy byly nasledujici: kalcidiol 66,7 * 7,8 %, ergokalciferol 67,4 = 4,2 %,
cholekalciferol 66,6 + 4,1 %, retinol 83,7 = 8 %, a-tokoferol 73 + 6,9 % [39].

68



LLE postup shrnuti:
e Mnozstvi vzorku 500 pl séra

» Deproteinac¢ni €inidlo 500 pl ethanolu:acetonitril 1:1, (4 )

* Vortex 10s

» Deproteinace 10 minut, -28 €

» Extrakce 200 pl TCA c=0,01mol/L

2 ml hexan:2-propanol (94:6)

* Vortex 10 sec

o Trepani 5 min

* Centrifugace 3220 x g, 10 minut, (4 )

* Odpareni eluatu 45 C, 12min

* Rozpusténi odparku 100 pl methanolu
Celkovy ¢as preanalytické faze v min. 38 min
Spotieba pouzitych €inidel v ml 2,8 mi

Hodnoty vytéZnosti LLE extrakce spikovaného lidského séra pro jednotlivé
vitaminy byly nasledujici: kalcidiol 87 %, ergokalciferol 99 %, cholekalciferol 100 %,
retinol 102 %, a-tokoferol 100 %.

Nevyhodou postupu vyuZivajiciho LLE byla pfitomnost nedistot, které
negativné ovliviiovali zejména stanoveni kalcidiolu (25-(OH)D3). Kalcidiol je v séru
pfitomen pouze ve velmi malych koncentracich (nmol/L) a pfitomny pik necistot po
zakoncentrovani témér znemozfioval stanoveni cilového analytu. Srovnani

chromatogramu méfeného pfi 264 nm po SPE a LLE extrakci viz Obr 21
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Obr 21: Chromatogram HPLC stanoveni vitamin
(Gerveny zaznam SPE, €erny zaznam LLE)
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Vychozi postup a nova LLE metoda pfipravy vzorku byly porovnany také na

zakladé spotifeby a ceny pouzitych rozpoustédel viz. Tab 32.

Tab 32: Porovnani spot Feby a ceny rozpoust édel vychoziho postupu a LLE

spot feba rozpoust édel na 100 cena rozpoust édel na 100 vzork G
vzork & (ml) (K¢)
rozpoust &dlo VyCh‘EZS'Ppé’)St“p LLE VyCh‘EZS'Ppé’)St”p LLE
methanol 275 10 112 4
ethanol 100 25 16 4
acetonitril 0 25 0 73
n-hexan 200 188 60 56
2-propanol 0 12 0 8
celkem 575 260 188 145

Spotieba rozpoustédel pouzitych pfi extrakci na pevnou fazi byla vice nez
dvojnasobna oproti spotfebé pfi extrakci z kapaliny do kapaliny. Rozdil v cenach

spotfebovanych rozpoustédel (poc¢itano na 100 vzorkd) nebyl vyznamny, cena
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rozpoustédel pouzitych pro LLE byla navySena pouZzitim acetonitrilu, ktery pro SPE
metodu nebyl pouzit.
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7. Zaver

V diplomové praci byly porovnany dvé extrakéni metody (SPE a LLE) a jejich
uplatnéni pro stanoveni cilovych analytd vitaminu D, (ergokalciferol), Ds
(cholekalciferol), 25-(OH)D3 (kalcidiol) spole¢né s dalSimi vitaminy rozpustnymi
v tucich retinolem a a-tokoferolem z krevniho séra s vyuzitim HPLC. Jako vychozi
metoda byl pouzit postup, ktery byl vyvinut a caste¢né zvalidovan v ramci
diplomové prace: Aplikace SPE a technologie monolitnich kolon v HPLC analyze
biologicky aktivnich latek (Hor€ickova 2009). Tento postup byl dale optimalizovan
za Ucelem navySeni vytéZznosti extrakce pro cilové analyty 25(0OH)D3, D, a D3 a
zkraceni celkového ¢asu metody. Vysledkem optimalizace bylo pouZziti smési
deproteinacnich ¢inidel ethanol:acetonitril (1:1), které zvySilo vytéznost extrakce
proti puvodné pouzivanému 99% ethanolu. DalSi sniZzeni teploty deproteinace na -
28T a kombinace organickych rozpoust édel hexan:2-propanol (94:6) vedlo rovnéz
ke zlepSeni extrakeni vytéznosti pro sledované analyty.

Na zakladé vysledk( optimalizace SPE metody extrakce byl nasledné vyvinut a

optimalizovan novy postup extrakce s vyuzitim LLE.

Postup vyvinuté LLE:

Do sklenéné bakteriologické zkumavky napipetujeme deproteinaéni cinidlo
500 ul (ethanolu:acetonitril) 1:1, pfidame 500 pyl séra a zkumavku uzavieme
vickem. Promichame na vortexu 10 vtefin. Deproteinujeme 10 minut pfi teploté -
28 C. Po deproteinaci p fidame 200 pul TCA ¢=0,01mol/L a nasledné 2 ml smési
hexan:2-propanol (94:6), uzavieme a opét promichame na vortexu 10 vtefin.
Extrahujeme 5 minut na tfepacce. Nasleduje centrifugace v chlazené centrifuze
(3220 x g, 10 minut, 4 ). Odebereme 1,5ml organické vrstvy do sklenéné
zkumavky a odpafime v koncentratoru (45 €C, 12 min). Odparek rozpustime ve
100 pl methanolu a analyzujeme na HPLC.

Noveé vyvinuta extrakéni metoda s vyuZitim LLE je ve srovnani s pavodni SPE
metodou extrakce kratSi o 100 minut, sniZila se spotfeba rozpoustédel a bylo
dosazeno vyssi vytéznosti extrakce pro jednotlivé sledované analyty (kalcidiol
87 %, ergokalciferol 99 %, cholekalciferol 100 %, retinol 102 %, a-tokoferol 100 %).
Nevyhodou proti plivodni metodé SPE je zvySeni spotfeby vzorku z 250 na 500 pl.
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Vzhledem k vySSimu obsahu nedistot ve vzorku po LLE musela byt nasledné
upravena HPLC metoda.
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