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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra analytické chemie

Kandidat: Be. Eva Krchnakova
Skolitel: PharmDr. Petr Chocholous, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Extrakce na tuhou fazi a jeji miniaturizace metodou Lab-On-

Valve.

Diplomova prace se zabyva moznosti automatizovat extrakci na tuhou fazi (SPE)
ve spojeni s mikroéasticovou analyzou (Bl). Cilem prace bylo vyzkousSet nahrazeni
mikroc¢astic v mikro¢asticové analyze sorbentem z SPE, zjistit chovani sorbentu v tomto
systému a nasledné ovéfit, zda je mozné extrakci na tuhou fazi miniaturizovat se v§emi

kroky, které jsou k provedeni metody nutné.

V praci byla manualné provedena extrakce na tuhou fazi, ve které¢ bylo testovano
7 sorbentu: Lichrolut MERCK RP-18, DSC-18, DSC-18Lt, DSC-8, DSC-PH, DSC-CN
aHLB Oasis. Z pokusu vyplynuly nejlepsi mozné podminky pro provedeni extrakce
na tuhou fazi a to: aktivace sorbentu a eluce analytu 100% acetonitrilem, solvatace
sorbentu, rozpusténi vitaminu D a vymyti balastu ze sorbentu zfedénou kyselinou
octovou 0 pH 3. Pro systém je nejvhodnéjsi sorbent HLB Oasis od firmy Waters, ktery
je smacivy s vodou a nemél by se rozptylovat po systému, coz bylo po pouziti sorbentu
potvrzeno. Ostatni sorbenty byly pro systém nevhodné z divodu nesmacivosti s vodou
a velké jemnosti sorbentu. Sorbenty byly rozptyleny po systému, dostavaly se do pumpy
a pumpu nasledné ucpavaly. Z toho diivodu nebylo dalsi testovani na sorbentech mozné

a prace byla ukoncena.

Dalsi vyvo; metody spocival v pfevedeni stanovenych podminek z manudlné
provedené extrakce na tuhou fazi do systému Lab-On-Valve, v programu byly dodrzeny

vSechny faze obecného postupu extrakce na tuhou fazi. Byl vyvijen program, ve kterém



byly testovany rtizné davkovaci objemy, prutokové rychlosti a opakovatelnost plnéni

kolony.

Zoptimalizovana metoda byla testovana analyzou plazmy naspikované vitaminem
D. Po (analyze) extrakci naspikované plazmy mikrocasticovou analyzou byla provedena
chromatograficka analyza metodou sekvenc¢ni injekéni chromatografie, vytéznost
metody byla 41,07 %. Za optimalnich podminek byla vysledkem prace moznost
extrakce nizkych koncentraci vitaminu D z krevni plazmy. Nevyhodou metody byla

nizka opakovatelnost analyzy.

Metoda, ktera se sSnazila o automatizaci a zrychleni extrakce na tuhou fazi
ve spojeni s mikro¢asticovou analyzou byla metodou experimentalni. Za stanovenych
podminek a za soucasného provedeni je metoda neefektivni. Pro zefektivnéni analyzy

je potieba dalsiho vyvoje metody.



ABSTRACT

Charles University in Prague
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Analytical chemistry

Candidate: Bc. Eva Krchiiakova
Supervisor: PharmDr. Petr Chocholous, Ph.D.

Title of diploma thesis: Solid phase extraction and its miniaturization by method Lab-
On-Valve.

This thesis deals with the ability to automate solid phase extraction (SPE),
in connection with the bead injection (BI). The aim was to test the replacement
of microparticles in the bead injection with sorbent from SPE cartridges, determinate
the behavior of sorbent in this system and then determine whether it is possible
to miniaturize all the steps of solid phase extraction that are necessary to implement
the method.

In the work was done manual solid phase extraction, where were tested seven
sorbents: Lichrolut Merck RP-18, DSC-18 DSC-18Lt, DSC-8, PH-DSC, DSC-CN
and Oasis HLB. The experiment resulted in the best possible conditions for carrying out
solid phase extraction as follows: activation of the sorbent and elution of analyte 100%
acetonitrile, solvation of the sorbent, the dissolution of vitamin D and ballast from
the sorbent washed with dilute acetic acid of pH 3. Oasis HLB from Waters Company
is the most suitable sorbent for the system, which is water-wettable and should not be
dispersed by the system, which was confirmed by the use of sorbent. Other sorbents
were inappropriate for the system because sorbents were not water-wettable. Sorbents
were dispersed system, got into the pump and then pump was clogged. It was reason

for stopped the work and other testing of this sorbents was not possible.

Further development of the method consisted in transfer the conditions
from manual solid phase extraction to the Lab-On-Valve system, in the program were

compliance all phases of the general procedure for solid phase extraction.
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In the program were tested various dosing volumes, flow speed and repeatability

of column packing.

Optimized method was tested by analysis of blood plasma spiked with vitamin D.
After (analysis) extraction of plasma in bead injection was performed sequential
injection analysis, recovery of the method was 41.07 %. In the optimal conditions,
was result the possibility of extraction of low concentrations of vitamin D in blood

plasma. The disadvantage of the method was low repeatability analysis.

The method tried to automate and accelerate the solid phase extraction
in combination with the bead injection was experimental. Under defined conditions
and in the current implementation of the method is ineffective. For increase efficiency

of this analysis is need further method development.
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Seznam zkratek

AAS

Bl

BIA

BIS

BMD

DSC

ELISA

ETAAS

FIA

HLB

HPLC

ISE

LLE

LOV

MS

NIR

PP

RIA

RP

SIA

atomova absorp¢ni spektrometrie (Atomic Absorption Spectrometry)
mikrocasticova analyza (Bead Injection)

bioligandova interak¢ni metoda (Bioligand Interaction Assay)
spektroskopie mikrocasticové analyzy (Bead Injection Spectroscopy)
hustota kostnich mineralti (Bone Mineral Density)

Discovery - registrovana ochranna znamka spole¢nosti Sigma-Aldrich
enzymova imunoanalyza (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

elektrotermalni atomova absorpcni spektrometrie (Electrothermal Atomic

Absorption Spectrometry)

pratokova injekéni analyza (Flow Injection Analysis)
hydrofilné-lipofiln¢ vyvazeny (Hydrophilic-Lipophilic Balance)
vysokouéinna kapalinova chromatografie (High Performance Liquid
Chromatography)

iontovée selektivni elektrody (ion slective electrodes)

extrakce kapalina-kapalina (Liquid Liquid Extraction)

laboratof na ventilu (Lab-On-Valve)

hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry)

blizké infracervené zateni (Near Infrared light)

polypropylen

radioimunologicka analyza (Radiolmmuno Assay)

reverzni faze (Reversed Phase)

sekvenc¢ni injek¢ni analyza (Sequential Injection Analysis)
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SIC

SMPE

SPE

uv

VIS

sekvenc¢ni injek¢ni chromatografie (Sequential Injection
Chromatography)

mikroextrakce pevnou fazi (Solid Phase MicroExtraction)
extrakce na tuhou fazi (Solid Phase Extraction)
ultrafialové spektrum (UltraViolet Spectrum)

viditelné spektrum (Visible Spectrum)
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1. Uvod a cil prace
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1.1 Uvod prace

Laboratorni vySetfeni se skladd z ¢asti preanalytické, analytické a postanalytické.
V klinickych laboratotich byl vzdy kladen velky diraz na vSechny tfi ¢asti analyzy,
ale nikdy se nepiikladala takova vaha Ccasti preanalytické jako v posledni dobé¢.
V soucasné dob¢ probihaji v preanalytické fazi zmény nejen v oblasti odbéru vzorku
a informovani pacienta o vhodném chovéani pied odbérem, ale také ve vymysleni
novych metod Gpravy vzorku piedchazejici samotné analyze. Jsou hledany efektivni,

rychlé, nenarocné a levné zpiisoby Upravy vzorku.

Jednou z nejcastéjSich a nejvhodnéjSich pouzivanych metod pro upravu vzorku
je extrakce na tuhou fazi (SPE), ktera umoziiuje odstranit z plazmy nezadouci latky
od sledovanych analyti. Velkou vyhodou SPE je prace s malymi objemy cinidel

a piijatelna finan¢ni dostupnost.

Mikrocasticova analyza (BI) je dal$im vyvojovym stupném pratokovych technik. Bl
je metodou, ktera se vyuziva hlavné v experimentalni oblasti. Hlavni vyhodou metody
je jeji miniaturizace, nizk4 spotfeba rozpoustédel a ztoho plynouci malé mnoZstvi
odpadnich latek. Nespornou vyhodou metody je rychlost analyzy a automatizace.
Zminéné vlastnosti délaji metodu BI oproti jinym metodam velice zajimavou.
Nevyhodu, ktera brani Sirokému pouziti metody BI je relativni slozitost pochopeni

a provedeni analyzy.

JelikoZ maji ob& metody velké mnoZstvi vyhod, nabizi se vyzkouset spojeni metod
a ovefit, zda pfi vzajemném propojeni zminéné vyhody metod pietrvaji nebo budou
pohlceny naroc€nosti spojeni. Diplomova prace se proto zabyva moznosti automatizovat

metodu SPE ve spojeni s metodou BI.

Téma prace mé velice zaujalo, pokud by bylo spojeni metod uspésné, vnikla
by ojedinéld metoda pro upravu vzorkd pted analyzou. Uprava vzorkt by se nejen

zjednodusila a usnadnila, ale zaroven vyrazné urychlila.
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1.2 Cil prace

Cilem prace bylo vyzkouSet nahrazeni mikro¢astic v metodé BI sorbentem z SPE
kolonek a nasledné zjistit chovani sorbentu v tomto systému a ovéfit, zda je mozné
metodu SPE miniaturizovat se vSemi kroky, které jsou k provedeni metody SPE nutné.
Cilem prace bylo ovéfit, zda je spojeni metody SPE s metodou BI viibec technicky

mozné.

Dalsim cilem prace bylo vyzkouset analyzu vitaminu D touto metodou a dale také
vyzkouset chovani metody pfi aplikaci plazmy naspikované vitaminem D. Aplikace

naspikované plazmy by méla nastinit chovani analyzy pii analyze vzorku lidské plazmy.

Poslednim cilem prace bylo objektivné zhodnotit, zda je metoda pfinosna nebo

je natolik problematicka, ze pro danou problematiku neni vhodna.
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2. Teoreticka Cast
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2.1 Popis analyzovanych latek

2.1.1 Vitamin D, (ergokalciferol), vitamin D3 (cholekalciferol) a jejich

vlastnosti

Vitamin D je oznaceni pro komplex latek steroidni povahy rozpustnych v tucich,
které se spolu s parathormonem a kalcitoninem tcastni regulace vapnikové homeostazy.
Piirozeny vitamin D3 (cholekalciferol) je prohormon povahy sekosteroidu,
ktery se vytvari v ktizi fotochemickymi reakcemi (pasobenim ultrafialového zafeni)
ze steroidnich provitamint, ptedevsim 7-dehydrocholesterolu, vznikajiciho v organismu
redukci cholesterolu. Vitamin Ds (cholekalciferol) i forma obsazena v rostlinach,
vitamin D, (ergokalciferol), se do organismu dostavaji z dietnich zdroju [1]. Potraviny,
které obsahuji vitamin D, jsou: moiské ryby (sardinky, sledi, makrely, lososi). Mensi
mnozstvi vitaminu D obsahuji vejce, maso, mléko a maslo [2]. Obé formy vitaminu D
se vstiebavaji v tenkém stfeve pti neporusené absorpci lipida [3].

Ergokalciferol (vitamin D,)

Obrazek ¢. 1: Vzorec ergokalciferolu (vitaminu D2) [4].

CHs

CHj

HO
(5Z, 7TE, 22E)-9, 10-sekoergosta-5, 7, 10 (19), 22-tetraen-3p-ol [5]
CasHisO M, 396,65 [5]

Bily nebo slabé nazloutly krystalicky praSek, bilé nebo téméi bilé krystaly.
Je prakticky nerozpustny ve vod¢, snadno rozpustny v ethanolu 96%, dobie rozpustny
v mastnych olejich. Vlivem vzduchu, tepla a svétla se rozkladd. Roztoky v t€kavych

rozpoustédlech jsou nestabilni a pfipravuji se tésné pied pouzitim. V roztoku dochazi
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K reverzibilni izomerizaci na pre-ergokalciferol v zavislosti na teploté a ¢asu. U¢inné
jsou obé slouceniny [5].

Cholekalciferol (vitamin Dj)

Obrdazek ¢ 2: VVzorec cholekalciferolu (vitaminu D3) [6].

HsC CH,

CH,

HO
(5Z, 7E)-9, 10-sekocholesta-5, 7, 10 (19)-trien-3p3-ol [5].
Cx7HiO M, 384,64 [5].

Bilé nebo témér bilé krystaly. Prakticky nerozpustny ve vod¢, snadno rozpustny
v ethanolu 96%, dobie rozpustny v trimethylpentanu a v mastnych olejich. Je citlivy
na vzduch, teplo a svétlo. Roztoky Vrozpoustédlech bez antioxidacnich latek jsou
nestalé a pripravuji se tésné pied pouzitim. V roztoku dochazi k reverzibilni izomerii

na pre-cholekalciferol v zavislosti na teploté a ¢asu. U&inné jsou obé slou¢eniny [5].

2.1.2 Metabolismus vitaminu D

Jak exo-, tak endogenni vitamin D musi byt v organismu dale pfeménén na aktivni
formu, a to dvoji hydroxylaci. Hydroxylace v poloze 25 probiha v jatrech;
z cholekalciferolu tak vznika 25-hydroxycholekalciferol neboli kalcidiol. Ten je potom
hydroxylovan v poloze 1 v ledvinach a teprve vznikly 1,25-dihydroxycholekalciferol
(kalcitriol) stimuluje ve sliznici tenkého stieva syntézu specifického proteinu, nutného
pro vazbu a absorpci vapniku. Hydroxylace v poloze 1 nastava pti hypokalcémii, ktera
aktivuje enzym la-hydroxylazu. Je-li plazmatickd koncentrace Ca®* normélni nebo
dokonce zvysend, probiha v ledvinach alternativni metabolicky pochod — hydroxylace
na 24. uhliku; vznikly 24,25-dihydroxyderivat vitaminu D mé vyrazn€ mensi

biologickou ti¢innost [3].
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Tyto latky vzhledem k biosyntéze v organismu nevyhovuji definici vitaminu a plni

jiz ulohu hormont, ze zvyklostnich diivodu se vsak i nadale uziva oznaceni vitamin [1].

2.1.3 Udinky vitaminu D

Vitamin D hraje vyznamnou ulohu v homeostaze vapniku a fosfata, jeho ukolem
je udrzovat koncentraci vapniku v extracelularnim prostoru. V prvé fadé zvysuje
vstfebavani vapniku a fosfati ze stfeva; nejucinnéjsi v tomto sméru je kalcitriol, ktery
zvysuje transport vapniku pfes intestindlni sliznici jednak indukci novych proteint
(calcium-binding protein), jednak urychlenim prostupu vapniku pfes membrany

karta¢ového lemu a mitochondrialnich membran [1].

Vitamin D mobilizuje vapnik ulozeny v kostech a snizuje jeho exkreci v ledvinach
tim, Ze zvySuje reabsorpci vapniku v tubulech. Pro ucinek v kostni tkani se nejvice
vyuzivaji aktivni metabolity vitaminu D, jejich cilovymi buitkami jsou osteoklasty,
ve vysSich davkéch 1 osteoblasty. Hlavnim ucinkem je urychleni maturace osteoklastl
a nepiima stimulace jejich aktivity. Snizuje se také syntéza kolagenu v osteoblastech.
Derivaty vitaminu D maji i imunomodulacni vlastnosti a podporuji proliferaci nékterych

linii imunokompetentnich bun¢k [1].

Nezadouci ucinky az toxicita vitaminu D se projevuji pfedevsim pii predavkovani
ajsou dusledkem hyperkalcémie a hypofosfatémie. Hlavnimi pfiznaky jsou
gastrointestinalni obtize (nechutenstvi, zvraceni, zacpa, spastické bolesti v biise),
porucha renalnich funkci v disledku nefrolitidzy, nefrokalcindzy a lokalizované nebo

generalizované snizeni kostni denzity [1].

Pti nedostatku vitaminu D dochézi k hypokalcémii, kterd se projevi poruchou
mineralizace osteoidu kosti (osteomalacie) u dospélych, v détstvi 1 kostnimi

deformitami (rachitida, k¥ivice) [3].

2.1.4 Metody stanoveni vitaminu D a rozmezi hodnot

Ke zjistovani krevnich hodnot vitaminu D se b&ézné uziva stanoveni jaterniho
metabolitu 25-hydroxycholekalciferolu [7] (hlavni zasobni forma vitaminu D Vv téle,
biologicky polocas v krvi je cca 3 tydny [8]). Metabolit 1,25-dihydroxycholekalciferol
se nepouziva, protoze muze i pii nizké hodnoté 25-hydroxycholekalciferolu zustat
vV normalnim rozmezi. Je to dusledek zvySené sekrece parathormonu pii poklesu

absorpce kalcia ve stieve, ¢imz se zvysi tvorba 1,25-dihydroxycholekalciferolu. Kromé
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toho mlze zvySena koncentrace parathormonu zvysit kostni resorpci a snizit BMD
(bone mineral density) [7]. Divodem je i o 3 fady niz8$i koncentrace 1,25-
dihydroxycholekalciferolu a tudiz vétsi problémy analytické. Navic ma 1,25-
dihydroxycholekalciferol velmi kratky biologicky polocas) [9]. Vic jak 95 % 25-
hydroxycholekalciferolu méteného v séru tvoti 25-hydroxycholekalciferol vitaminu Ds,
zatimco 25-hydroxycholekalciferol vitaminu D, dosahuje méfitelnych hladin

jen u pacientu se suplementaci vitaminem D, [8].

Vysetieni 25-hydroxycholekalciferolu

Nizké hodnoty tohoto testu mohou znamenat nedostateCny piisun vitaminu D
potravou, vyhybani se slunci nebo je problém ve vstfebavani vitaminu stfevem.
Snizovat hladinu 25-hydroxycholekalciferolu mohou i n¢které uzivané léky (zejména
na bazi fenytoinu), které mohou ovlivnit syntézu 25-hydroxycholekalciferolu v jatrech.
Vysoka uroven 25-hydroxycholekalciferolu obvykle znamena piedavkovani vitaminu

z vitaminovych zdroju [10].

VySetieni 1,25-dihydroxycholekalciferolu

Nizké hladiny 1,25-dihydroxycholekalciferolu Ize pozorovat u onemocnéni ledvin
a je to jeden z prvnich piiznakt u pifedc¢asného selhani ledvin. Vysoka koncentrace 1,25-
dihydroxycholekalciferolu se mize objevit u nékterych onemocnéni jako je sarkoidoza
nebo nékteré typy lymfomi, které pak mohou  produkovat  1,25-
dihydroxycholekalciferol i mimo ledviny [10].

Normalni laboratorni hodnoty 25-hydroxycholekalciferolu v séru:
Doporuc¢ena hladina: 60 —200 nmol/l (24 — 80 ng/ml)

Mirna insuficience: 25 —60 nmol/l (10 — 24 ng/ml)

Stredné¢ tézka insuficience: 12,5 — 25 nmol/l (5 — 10 ng/ml)
Tézka insuficience: < 12,5 nmol/l (< 5 ng/ml)

Toxické hladiny: > 500 nmol/l (> 200 ng/ml) [8].

Metody stanoveni: RIA, HPLC, ELISA [8].
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2.2 Pritokova injek¢ni analyza (FIA)

2.2.1 Princip metody FIA

FIA je prvni generace prutokovych technik [13], je to analyticka metoda
s plynulym tokem vSech roztokl zalozena na davkovani vzorku do proudu ¢inidel [12].
Malé objemy vzorku jsou postupné davkovany do proudu ¢inidla pomoci davkovaciho
ventilu s vymeénitelnou smyckou [14]. Rozsah michani a délka reakéniho casu

je kontrolovana pritokovou rychlosti, objemem a geometrii kanalu [13].

V nejjednodussi formé je zona vzorku davkovana do tekouciho nosného proudu
¢inidla. Jak se vsttiknuta zona pohybuje po proudu, nastava disperze vzorku do ¢inidla
a zacina se formovat reakéni produkt na rozhrani mezi zoénou vzorku a zénou ¢inidla.
Detektor umistény na konci proudu zaznamenava intenzitu zbarveni nebo jiny parametr
meénici se diky priuchodu derivatizované¢ho produktu pies prutokovou celu. Detektor
odecita vysledky obou procesi, které probihaji soucasné: disperzi vzorku a nasledujici

chemickou reakci [13]. Vysledkem analyzy jsou za sebou jdouci piky [12].

Obrazek ¢. 3: Princip metody FIA [12].

l\" zorek Davkovarni

Promyiti

Vzorek je pfi prichodu vedenim (hadickou) rozmyvan v nosném proudu cinidel
a vytvafi se koncentra¢ni gradient. Kontrolovana disperze je zakladni charakteristikou
metody FIA [12]. Pii méfeni v rezimu FIA neni dosazeno ustalené¢ho (rovnovazného)
stavu. Homogenni michani ¢inidel a dosazeni chemické rovnovahy zde neni nezbytné,
avSak vlastni méteni musi byt vzdy provedeno za stejnych experimentalnich podminek.
Vétsinou se vlastni méteni provadi po predchozim uskutecnéni chemické reakce

Vv pritokovém reaktoru [14].
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2.2.2 Komponenty a vilastnosti metody FIA

Méteni v rezimu FIA muze byt zcela automatizovéno, néklady na provedeni
analyzy jsou nizké [14]. Touto cestou mohou bézné laboratofe zméfit az 360 vzorkt

za hodinu [13].

Obrazek ¢. 4: Schéma FIA analyzatoru [13].

PERISTALTICKA

VZOREK
PUMPA LED DETEKTOR

NOSNY PROUD

CINIDLO

REAKCNI CIVKA

INJEKCNIVENTIL
Zakladni schéma FIA systému:
1. cerpadlo — peristaltickd pumpa
e pritokova rychlost cca 0,5 — 1,0 ml/min [13]
2. davkovaci systém
e davkovaci nizkotlaky vicecestny ventil se smyckou daného objemu [12] (10 —
100 pl) [14]
3. hadi¢ky o priméru 0,5 — 1 mm z teflonu [12]
4. reak¢ni zona
e pritokové reaktory: dlouhé piimé trubice, reakéni civky, misici komurky,
koralkové reaktory, uzlové reaktory [14]
e Vv analytické praxi se pouzivaji velmi Casto reaktory typu reakénich civek [14]
5. svételny zdroj
e LED (270 - 810 nm) [13]
e Tungsten (Deuterium, Halogen) D-2000 deuteriova lampa pro UV (215-400
nm), DH-2000 deuteriova a halogenova lampa pro UV/VIS/NIR (190 — 800+

nm) [15]
6. pratokova cela o délce 0,01 — 50 cm [13]
7. detektor
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e mezi detektory vyuzivajici optické vlastnosti latek patii: spektrofotometrické,
citlivgjsi fluorimetrické, detektory vyuzivajici chemiluminiscenci, detektory
refraktometrické, dale také AAS [12] a MS [13]

e Z clektrochemickych  detektori lze  pouzit potenciometrick¢  (ISE),
amperometrické, konduktometrické nebo coulometrické detektory [14]

8. software (LabVIEW) [13].

Do FIA aparatury miize byt zarfazena kolonka s iontoméni¢em, extrakéni,

dialyzaéni nebo prekoncentra¢ni jednotka [14].

2.2.3 Aplikace metody FIA

Tradi¢ni FIA je vyspéla technika, ktera ma Siroky rozsah aplikaci. Hlavni oblasti
vyuziti metody jsou v zemédé@lstvi a v zivotnim prostfedi. Analyzy vody, pudy
a hnojiva, které mohou byt znecisténé ¢pavkem, dusi¢nany, dusitany, fosfaty, chloridy,
zelezem, chromem (IV a VI) a kyanidy, jsou metodou FIA bézné provadény. Dalsi uziti
je naptiklad ve farmaceutické analyze nebo také vyzkumna ¢innost v oblasti biochemie

(enzymova kinetika) [13].
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2.3 Sekvencni injekéni analyza (S1A)

2.3.1 Princip metody SIA

SIA je druha generace prutokovych technik, je to univerzalni metoda zakladajici
se na programovatelném pritoku. Vzorek a €inidlo jsou davkovany postupné pomoci
vicecestného ventilu do nosného proudu. Jak se reakcni produkt zacind formovat
narozhrani zén vzorku a ¢inidla, aplikuje se zpétny tok, ktery podporuje michani

a transport reakéni smési do detektoru (pro monitorovani) [13].

Obrazek ¢. 5: Princip metody SIA [11].

Zména sméru toku p¥i sekvenéni injekéni analyze

Vzorek *

Na zacatku experimentu je pistova pumpa naplnéna pouze nosnym proudem (voda,
tlumivy roztok, organické rozpoustédlo). Nasledovné je selekéni ventil nasmérovan
Kk postupnému davkovani vzorku a ¢inidla, dale dochazi k obraceni toku nosného proudu
a dojde k promichani zon vzorku a ¢inidla. Vnikly produkt je unaSen do detektoru
a zaznamenava se analyticky signdl ve tvaru piku. Pfi zméné schématu davkovanych
chemikalii (jiné analytické stanoveni) neni nutny zasah do konstrukce aparatury (jako
v rezimu FIA), ale sta¢i pouze zménit pratokovy program. Ruzné pozice selekéniho
ventilu mohou byt pii praci v rezimu SIA vyuzity k zavadéni kalibracnich standardu.
Pro zoptimalizovani funkce SIA aparatury je potfeba spravné popsat a charakterizovat
procesy ovlivilujici prolindni zéon vzorku a cinidla. Ptekryv zony vzorku a cinidla
predstavuje prostor, kde dochézi k chemické reakci, jejiz produkty se detekuji. ZvySeni

piekryvu zony vzorku a zony cCinidla se projevi ve vétsi citlivosti stanoveni [14].
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2.3.2 Komponenty metody SIA
Vicecestny ventil je stfedem systému SIA. Centralni vstup je spojen s vysoce

ptesnou pumpou pohanénou krokovym motorem [13].

Obrdzek ¢. 6: Schéma SIA analyzatoru [13].

PUMPA REAKCNI ci\fx.:_\

DETEKTOR

W

NOSNY PROUD VIOREK

CINIDLO1 ¢énppLo2

1. cerpadlo (mikropistova pumpa)
e tok kapaliny poskytovany pumpou by mél byt piesné definovany
a reprodukovatelny
e pumpa musi byt schopna Cerpat roztoky v obou smérech
e pumpa musi umoznovat praci s malymi objemy kapalin
e pumpa je ovladatelna pomoci pocitace [14]
2. davkovaci systém - vicecestny selekéni ventil
e Vventil musi umoziovat libovolné kombinace nasavani roztokli z jednotlivych
pozic
e zddouci je nulovd kontaminace nasavanych roztokd roztoky nasavanymi
Vv pfedchozi fazi experimentu
e existuji selekéni ventily s 6 az 28 vstupy pro vzorky a cinidla (obvykly pocet
je 10) [14]
3. spojovaci hadi¢ky
e pramér 0,5 mm z teflonu [11]
4. reakcni zéna
e pritokové reaktory: dlouhé piimé trubice, reakéni civky, misici komurky,

koralkové reaktory, uzlové reaktory [14]
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e aparatura muze byt doplnéna vedle reakcéni civky o zadrzovaci civku (,,holding
coil“) slouzici v sou¢innosti se selekénim ventilem k zavedeni zény vzorku
do aparatury [14]

5. svételny zdroj

e LED 270-810nm [13]

e Tungsten (Deuterium, Halogen) D-2000 deuteriova lampa pro UV (215-400
nm), DH-2000 deuteriova a halogenova lampa pro UV/VIS/NIR (190 — 800+
nm) [15]

6. pratokova cela

e s optickymi vlakny o délce 0,01 — 50 cm [13]

7. detektor

e pii analytickych stanovenich v reZimu SIA lze pouZzit stejné detektory jako
v rezimu FIA

o spektrofotometrické detektory, které se v praxi pouzivaji nejcastéji (UV/VIS,
fluorescen¢ni,  chemiluminiscenéni),  elektrochemické  (amperometrické,
potenciometrické, konduktometrické) detektory [14], dale také MS, AAS [13]

8. software (FIAlab, LABVIEW, FlIowTEK) [13].

SIA byla miniaturizovana do Lab-On-Valve (laboratof na ventilu) formatu,
kde jsou vSechny komponenty (prutokova cela, hadi¢ky a detektory) integrovany
do mikrofluidniho potrubi namontovaného na vicecestny ventil. Miniaturizovana SIA

slouzi také jako zaklad pro BI a SIC [13].

2.3.3 Vlastnosti metody SIA

SIA piedstavuje automatizovany piistup ke zpracovani vzorku umozZiujici plné
nahradit manudlni procesy zahrnuté v tradicnich analytickych postupech rychlym,
pfesnym a u¢innym zpusobem. Automatizované zpracovani vzorki je fizeno pocitacem,
pracuje se stuzkymi zénami vzorkl za podminek kontrolované disperze v uzkych

trubickach [14].

SIA metoda vyzaduje (v mikro SI formatu) velmi malé mnozstvi ¢inidel. Hlavni
vyhodou SIA stanoveni je minimalni spotfeba vzorku a ¢inidla, snizeni generovaného
odpadu, kompaktni velikost a programova vSestrannost [13]. Metoda SIA se také

vyznacuje zna¢nou robustnosti [14].
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U SIA techniky je mozné provést zmény davkovaného objemu vzorku od jednotek
az po stovky pl programovanim a tim optimalizovat disperzi zény vzorku a citlivost
stanoveni [11]. VSechny funkce systému — prutokova rychlost, davkované objemy,
pozice ventilu a sbér dat jsou pocitaCové kontrolovany a programovany. Problémem
metody je fakt, ze neni lékopisnd (standardizovand), coz brani jejimu rozsiteni

do klinickych laboratofi [13].

2.3.4 Aplikace metody SIA

SIA je uzivana v oblasti Zivotniho prostiedi (laboratorni analyza vody a pudy
zneCisténé dusi¢nany, dusitany, amoniakem a fosfaty), chemického primyslu (analyza
organickych syntéz, organickych polutanti), farmacie (monitorovani in vivo studii),
biochemie (enzymova kinetika, inhibice, imunoanalyza), biologie (buné¢éné studie —
receptorové studie, bunééné metabolity), monitorovani fermentacnich procesi

(amoniak, glukosa, glycerol), analyza stopovych prvku [13].

2.3.5 Srovnani FIA a SIA systémi

Sekvencni injekéni analyza je pritokova analytickd metoda, fteSici nckteré
nedostatky pritokové injekéni analyzy (FIA). SIA také umoziuje snadnou automatizaci
slozitych postupti sériovych analyz velkého pocétu vzorkll. Vyznamnymi rozdily
techniky sekvenéni injekéni analyzy a FIA techniky je odliSnost v geometrii nosného
toku, kdy FIA vyuziva pfimy konstantni tok, zatimco SIA vyuZivd zménu piimého
a zpétného toku. Tim je dosazeno vyssiho stupné konverze analytu na vysledny produkt.

Prutokové rychlosti jsou u FIA a SIA technik podobné [11].

Vyhodou SIA techniky oproti FIA je jednokanéalové usporadani s jednim ventilem.
Pti zastaveném toku je mozno provadét 1 kinetickd méfeni stejné jako u FIA. Protoze
SIA vyuziva zastaveni a zménu sméru toku, jsou spotieby vzorku a hlavné cCinidel
podstatné niz8i nez u FIA, kde je Cerpani kontinudlni. Velkou vyhodou SIA je 1 jeji

flexibilita, dana snadnou zménou parametrtt méfeni [11].

vvvvvv

miseni jednotlivych zon [13].
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2.4 Mikrocasticova analyza (BI)

2.4.1 Princip metody Bl

BI je tfeti generace priatokovych technik. I kdyz byl koncept BI navrzen pted vice
nez 10 lety, uskutec¢nilo se mnoho pokust, nez se podafilo navrhnout efektivni
a opakovatelnou metodu. Klicové komponenty uspé$ného ptistupu byly navrhnuty
v Lab-On-Valve modulu s pfesnym programovanim prutokové rychlosti a danym
objemem. Metoda BI otevira cestu k fadé neprozkoumanych bioanalytickych metod
[13].

Princip metody ¢&. 1: Cinidlo imobilizované na mikroé&asticich

Tato BI experimentalni metoda zacina vstiiknutim malého mnozstvi suspenze
mikroc¢astic obsahujici c¢inidlo do nosného proudu. Mikrocastice jsou zachyceny
anaplnény v dobfe definované geometrii — mikrokoloné (objem 2-10 pl).
Dale je nadavkovan vzorek a transportovan po proudu na mikrokolonu. Kdyz zona
vzorku dosahne naplnéné vrstvy mikroéastic (mikrokolony), reaktivni skupiny
napovrchu mikro¢astic zadrzi molekuly analytu. Jak zona vzorku protéka

mikrokolonou, material matrice je vymyt a opusti mikrocastice [13].

Princip metody €. 2: Analyt zachyceny na mikroc¢asticich

BI experiment zacind injekci malého mnozstvi mikrocastic do nosného proudu.
Dale je nadavkovan vzorek a transportovan po proudu, kde mikrocastice S vhodnym
iontoméni¢em nebo se skupinou C 18 vzorek zadrzuji. Cilovy analyt je zachycen
(adsorbovan) na povrch mikrocastic a soucasti matrice jsou vymyty. Dale je vstiiknut
roztok vhodného chromogenniho ¢inidla, a kdyz zoéna C¢inidla dosadhne vrstvy
mikroCastic, analyt reaguje s ¢inidlem, formujici druhy reakci jsou zjistitelné

detektorem. Na konec jsou mikrocastice odstranény [13].

2.4.2 Komponenty metody Bl

2.4.2.1 Materialy a instrumentace
Velikost, tvar a material mikrocastic jsou nezbytné vlastnosti, které musi byt

dodrzeny pro BI aplikaci. Castice by mély byt sférické o velikosti 20 — 150 pm.

rv o we

Mensi Castice se obtiznéji zachycuji a promyvaji, vétsi ¢astice mohou byt zachyceny
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v pritokovém kanalu a vytvofit tzv. ,mikrocasticovy dzem®. Jemné polymery

mikrocastic jsou vhodnéjsi, nez tuhé, které mohou odftit ventil [13].

Pro Bl spektroskopii je dal$im pozadavkem opticka prihlednost. Sephadex
a Sepharose mikrocastice jsou idealni pro BI aplikaci, protoze plni v§echna kritéria, jsou
pruhledné a mohou byt monitorovany UV — VIS i fluorescenci. Sephadex a Sepharose
mikrocastice jsou dostupné s Sirokou variantou funkénich skupin (katexy, anexy,
nepolarni C 18, protein A, G, avidin a streptavidin) pokryté mikrocastice jsou
pouzivany pro analyzu anorganickych vzorkli, pro zakoncentrovani stopovych prvku
apro selektivni zachyceni biomolekul jako jsou protilaitky a antigeny. Cytodex
mikrocastice (velice jemné) jsou uzivany jako nosiCe pro vysetfovani zivych bunék
zkoumanych fluorescenéni mikroskopii. Typické mnozstvi zachycenych mikrocastic Bl
spektroskopii je 2 — 10 pl korespondujici piiblizné s 2 000 az 10 000 mikrocastic.
Neni nutné, aby velikost mikroc¢astic byla jednotna, zvlasté je-li optika prutokové cely

navrzena u velkého poctu mikro¢astic K integrovani odezvy [13].

Pocatecni prace u BI byla limitovdna uzitim mikrocastic z agarosy z ditvodu jeji
prihlednosti, Siroké dostupnosti a nizké ceny. Sepharosa je vytvofena ze zesitovaného,
Cistého polysacharidu (galaktosy), zatimco Sephadex je vytvofen ze zesitovaného
mikrobialniho polysacharidu (gluk6zy). Oba typy mikroéastic podporuji Siroké uziti
pro afinitni chromatografii. Mikrocastice (0 velikosti 20 — 180 um) jsou dostupné
S riznymi stupni zesiténi (4B nebo 6B). Sepharosa 4B mikrocastice jsou vice elastické,

Sepharosa 6B jsou zase vice zesiténé. Tyto vlastnosti se fadi mezi tzv. mechanické [13].

2.4.2.2 Pristrojova konfigurace

Obrazek ¢. 7: Schéma BI analyzétoru [16].

NOSNY PROUD

MIKROCASTICE
ELUCNT CINIDLO
CINIDLO
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. Cerpadlo (pistova pumpa)

. davkovaci systém - vicecestny ventil

. hadic¢ky vedouci do ventilu

0 pruméru 0,5 — 0,7 nm z teflonu

davkovaci hadicka slouzi zaroven jako michadélko, u nékterych typt
mikro¢astic mize byt pouzito i magnetick¢é michadélko (Dowex a grafitové
Castice) [13]

. filtry, frity, ,,jet ring cell — cela s prstencovym/ kruhovym otvorem [13]

. reakéni zéna

prutokové reaktory: dlouhé piimé trubice, reakéni civky, misici komurky,
koralkové reaktory, uzlové reaktory [14]

. svételny zdroj

Cree Xlamp poskytujici svétlo pro fluorescenéni excitaci (470 nm)

LED 270 — 810 nm [13]

Tungsten (Deuterium, Halogen) D-2000 deuteriova lampa pro UV (215-400
nm), DH-2000 deuteriova a halogenova lampa pro UV/VIS/NIR (190 —
800+ nm) [15]

. pratokova cela

z optickych vlaken o délce 0,01 —50 cm

fluorescen¢ni spektroskopie uziva par vlaken konfigurovanych v pravém uhlu
(mikrocastice jsou drZzeny v misté vertikalnim optickym vldknem)

soucasna UV-VIS a fluorescence uzivd 3 opticka vlakna (vertikdlni optické
vlakno zachycuje mikrocastice V mistg)

BIS kombinovana s mikrokolonovou chromatografii uziva 2 pary optickych
vlaken (horni par monitoruje kolonu, niz§i par monitoruje pritokovou celu,
sloupec mikrocastic je drzen v misté optickym vlaknem) [13]

. detektory

spektrofotometrické, MS, AAS, fotonasobice [13]

nejéastéji se pouzivaji spektrofotometrické detektory (BIS) [17]

pouzivaji se také fluorometrické a chemiluminiscencni, voltametrické a atomové

fluorescenéni spektrometry [17]

. software
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2.4.3 Vlastnosti a provedeni metody Bl

Hlavni vyhoda BI je akumulace cilového analytu na povrchu mikrocastic, zatimco
nezadrzovand matrice je odstranéna. RozSifend citlivost méfeni a redlny cas
monitorovani cile UV-VIS spektroskopii nebo fluorescenci patii mezi dilezité funkce.
Bl technika v LOV formatu je nejenom proveditelna, ale také robustni a spolehliva.
Jedine¢nou funkci BI je automatické obnoveni reaktivni pevné faze, coz predstavuje
velkou vyhodu. Tato vlastnost je diilezita pro rozvoj novych metod, kde jsou cilové

analyty selektivné zachyceny z komplexni matrice a kvantifikovany [13].

Priklad provedeni metody BI

Selekénim ventilem pomoci zpétného toku je aspirovana suspenze mikrocastic
do reakéni civky. Po piepnuti ventilu na jinou pozici, jsou mikro¢astice nadavkovany
do prutokové cely a jsou zachyceny dutou zastrékou nebo optickym vlaknem. Transport
mikro¢astic je provadén mirnou prutokovou rychlosti (50 pul/sec). Nasledné
je davkovana zoéna vzorku, ktera protece pies mikrocastice majici na povrchu vhodnou
funkéni skupinu a vzorek zachyti. Pro promyvani roztokem vzorku je lepsi zvolit
pomalou priutokovou rychlost (typicky 1-5 pl/sec). Cilovy analyt je zachycen
(adsorbovéan) na povrch kulicek a Soucasti matrice jsou vymyty. Zadrzené molekuly
analytu jsou detekovany piimo spektroskopii nebo reaguji in situ s vhodnou barvou
nebo fluorescencni reagencii. Na konci metody jsou mikrocastice transportovany
zpétnym tokem na jiné misto nebo jsou odstranény do odpadu. Odstranéni mikrocastic
probihd jak je potfeba nebo na konci kazdého méficiho cyklu. Byla navrZena pestra
nabidka pfistupd pro manipulaci a zachyceni mikrocastic, ptesto byl nakonec navrhnut
jednoduchy pfistup, ktery vyuziva vSestrannost programovaného toku a kombinuje
pfesné¢ navolenou pritokovou rychlost a zpétny pritok pro davkovani, zachyceni

a promyti mikroc¢astic [13].

Pro zachyceni mikroc¢astic ve fixni geometrii pritokového kanélu se vyuzivaji filtry
nebo frity, jestlize se filtry ucpou, rychle selhavaji. Mikro¢astice mohou byt zachyceny
celou s prstencovym/kruhovym otvorem, ktera ma vnéj$i primér mensi nez je vnitini
prumér kanalu. Typické rozméry jsou: kandl vnitiniho praméru 1,63 nm, zatka 1,6 nm,
mezera 15 um, ktera udrzi mikro¢astice vétsi nez 40 pm [18]. Otvor umoziuje kapaling
projit, zatimco mikroc¢astice (40 - 150 uM) jsou zachyceny na vrch zatky [13]. Kdyz
maji byt mikrocastice odstranény je tok rychle obracen, sila protiproudu unese
mikroCastice na jiné pozadované misto nebo do odpadu. Konfigurace cely
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s prstencovym/kruhovym otvorem se na rozdil od frit nebo filtri mikrocasticemi

neucpava [18].

Kli¢ k uspésnému provedeni BI spociva v:

davkovani mikrocastic a jejich transportu
zachyceni mikroc¢astic a jejich promyti

monitorovani zmén optickych vlastnosti mikroc¢astic [13].

U metody BI by méla byt splnéna nasledujici kritéria:

davkovani fixniho objemu suspenze mikrocastic

mikroc¢astice musi byt zachyceny v draze svétla

mikroc¢astice musi byt zachyceny v dobte definované geometrii

svételny paprsek musi pojmout vétSinu mikrocastic

na konci meéfictho cyklu by mély byt vSechny mikrocastice odstranény
z pratokové cely

u davkovani mikrocastic je nezbytné udrzovat dobie rozmichanou (homogenni)
suspenzi, aby nedoslo k ucpani kanalu

délka vedeni mezi michaci nadobkou a LOV by méla byt minimalizovana,
aby nedochazelo k nereprodukovatelnym vysledkiim

hadicka mezi rozmichanymi mikrocasticemi a LOV by méla byt automaticky

naplnéna pted davkovanim dal$i suspenze mikroc¢astic [13].

Problémy BI metody

mikro¢astice mohou ucpat pritokovy kanal

hustota sloupu zachycenych mikrocastic neni zcela opakovatelna

ztracené mikrocastice mohou byt zachyceny Vv kanalu a mohou zpisobit
vzajemnou kontaminaci

sloupec mikroc¢astic nemusi byt vzdy zcela homogenni

mikroc¢astice nemusi byt Gpln€ odstranény z pritokové cely

svételnd absorpce mikrocasticemi dé&lda piimé spektroskopické méteni

nespolehlivym [13].
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2.4.4 Aplikace metody Bl

Metoda BI se mlze pouzit v mnoha odvétvich (vybrané metody budou nize stru¢né

popsany):

Biochemie: bioligandova interak¢ni metoda, DNA metoda, enzymatickd metoda,

detekce patogent, mikroafinitni chromatografie.

Analyza Zivotniho prostiedi: analyza kovi, metoda radio-nuklidi, analyza

organickych polutantt.
Chemicka oceanografie: analyza stopovych prvki, zivin.

Biologické studie: bunéény metabolismus (spotfeba kysliku a glukozy, vypuzeni
laktatu), bunééné receptorové studie (stanoveni farmaceutického antagonismu), redoxni

procesy Vv zivych buiikach.
Biotechnologie: imuno-metody, monitorovani real-time proteinové imobilizace, [13].

2.4.4.1 Bioligandova interakéni metoda
Princip: reakce antigen — protilatka

Bioligandova interak¢éni metoda (BIA) proveditelna na povrchu, ktery mize byt
automaticky obnoven, poskytuje méfeni UV — VIS spektra mikrocastic Sepharosy,
které jsou zachyceny mezi 2 opticka vlakna. Nativni proteiny jsou monitorovany UV
spektrofotometrii v rozsahu 220 - 280 nm. Kromé toho mohou byt oznac¢ené molekuly
monitorovany VIS spektrofotometrii nebo fluorescenci, mozné je monitorovani
nativnich a zna¢enych molekul soucasné. U BIA metody je zaznamenana odezva béhem
spojeni cilovych biomolekul (protilatky) se specifickym bioligandem (antigen)
pfipevnénym na povrch mikrocastic a pii vystaveni pfipevnénych biomolekul mycimu
pufru. Slabé vazané biomolekuly jsou oddéleny (plna ¢ara), zatimco silné vazané

zustanou pripevnéné (pferusovana ¢ara) [13].
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Obrdazek ¢. 8: Prubéh bioligandové interakéni metody [13].

AFINITA /KONCENTRACE

DAVKOVANI ODDELENI

'

2.4.4.2 DNA metoda (neselektivni adsorpce)

VYMYTI
OV — et o S Eme— M s 04—
VYSTAVENI

Biotinylovand DNA (na DNA navazan biotin) je zachycena na Streptavidinovych
mikrocasticich pokrytych agarosou a nasleduje spojeni s fluorescenénim barvivem

(oligreen) [13].

Krok ¢. 1: Zachyceni Streptavidinovych mikro¢astic pokrytych agarosou v pritokové
cele.
Krok ¢. 2: Promyti mikroc¢asticové vrstvy biotinylovanou DNA, nasleduje promyti

zachycené DNA s barvivem.
Krok €. 3: Monitorovani DNA fluorescen¢nim métenim.
Krok ¢. 4: Odstranéni zbytkovych kulicek zpétnym tokem [13].

Obrazek ¢. 9: DNA metoda [13].

O ! | | 1 VZOREK
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MIKROCASTICE BIOTTINOVA DNA DNA OLIGREEN
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Cilem této metody je =zvySit moZnost Stanoveni telomerdzy, enzymu,
ktery prodluzuje ss-DNA. Zachyceni biottinové ss-DNA na mikrocCastice, zajisti
separaci prodlouzené biottinové ss-DNA od jinych DNA molekul a akumulaci
na mikroc¢asticich. Kuli¢ky s barvivem poskytuji citlivou detekci. Detekéni limit BI
fluorescenénich metod je 111 pg DNA [13].

2.4.4.3 Analyza kovii

Dva rozdilné pfistupy: zpopelnéni mikrocastic, na kterych byl analyt zachycen
auréeni v ETAAS detektoru, nebo piima eluce analytu do ETAAS detektoru.
Pro stanoveni Ni se pouzivaji mikro¢astice Sephadex C-25 katex. Oba zpusoby maji

ptiblizné stejné detekéni limity 10 ng Ni/l [13].

2.4.4.4 Redoxni procesy v Zivych buiikach.
Degradace peroxidu vodiku zivymi buiikami a monitorovani intracelularniho peroxidu
vodiku [13].

Zivé buiiky produkuji H,0, jako odpovéd na bundeny stres. H,O; je pro buiiky
Skodlivy a mtze hrat roli v bunééné apoptdze a starnuti. Kataldza je enzym rozkladajici
H,0,. Jednd se 0 enzym, ktery byl navrZzen jako klicova komponenta bunééného
obranného mechanismu proti oxidativnim procesiim. Sledovani stupné rozlozeni H,0,

zivymi bunikami voltametrickym stanovenim v LOV, pomoci rtut'ové elektrody [13].

2.4.4.5 Imuno-metody
Znaceny inzulin a neznacena protilatka

Selektivni separace mikrogramového mnozstvi inzulinu z bunéénych vzorki
provedena uzitim inzulinové protilatky, ktera je zachycena na mikrocasticich proteinu
A. Pro metodu se uziva fluorescencné znaleny inzulin a neznaCena inzulinova
protilatka. Cilem metody je vytvofit komplex inzulin-protilatka-mikroc¢astice, nejprve
vytvofeni komplexu protein A + protilatky a nasledné navazani znaceného inzulinu.
Davkovani protilatky a nasledné davkovéani znaceného inzulinu nemusi vzdy vyustit
v tvorbu komplexu protilatka — antigen. Eluce komplexu protilatka — inzulin kyselinou

je okamzita [13].
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2.5 Extrakce na tuhou fazi (SPE)

2.5.1 Princip SPE

Extrakce na tuhou fazi je technika pfipravy vzorkd, jejiz vyznam neustale roste [19]
a béhem poslednich 20 let se SPE stala nejpouzivanéjsi technikou, ktera je k dispozici
pro rychlou a selektivni pfipravu vzorku pfedchazejici analytické chromatografii [20].
SPE je nejcastéji pouzivana pii zpracovani kapalnych vzorki, predevsim pro extrakci
sttedné t€kavych a netékavych latek, jejich zakoncentrovani a odstranéni nezéddoucich
latek, ruSicich naslednd analyticka stanoveni [19]. SPE rozSifuje Zivotnost
chromatografického systému, zdokonaluje kvalitativni i kvantitativni analyzu [20].
Metoda je rychla, pfesna a reprodukovatelna. SPE umoznuje soucasné zpracovani 12,

24 a 96 vzorkd, metodu je mozné i automatizovat [19].

SPE je technika, ve které se analyt sorbuje na tuhou fazi z faze kapalné. Interakce
analytu s tuhou fazi musi byt silngj$i nez s fazi kapalnou, ve které je analyt rozpustén.
Princip sorpce je obdobny jako u kapalinové chromatografie, a také nabidka sorbentt

vvvvvv

je siroka. Nejdilezitéjs$im krokem je volba spravného sorbentu [19].

Podle typu sorbentu v kolonce rozdélujeme SPE na normalni, iontové-vyménnou

a reverzni.

Metoda reverzni faze (RP)

Metoda reverzni faze SPE je ve srovnani s normalni SPE nebo iontové vyménnou
povazovana za nejméné selektivni retenéni mechanismus. Jinymi slovy muze byt
obtizné pro RP rozlisit mezi molekulami, které jsou strukturné podobné. Nicméné RP

zadrzi vétsinu molekul s hydrofobnim charakterem [20].

Tabulka ¢. 1: Charakteristika reverzni faze [20].

., ) Nepolarni nebo hydrofobni interakce.
Reten¢ni mechanismus

o van der Waalsovy sily nebo disperze
Vodné vzorky.
. téIni tekutiny (sérum, plazma, moc¢)
Matrice vzorku o punktaty
o vzorky vody
o vino, pivo a dalsi vodné vzorky
Analyty s nepolarnimi vlastnostmi.
Charakteristika analytu | vétsina organickych analyti
J alkyl, aromatické, alicyklické funkéni skupiny

39



Naruseni RP interakce rozpoustédlem nebo smési rozpoustédel
. vhodného nepolarniho charakteru.
Elu¢ni rezim o
. metanol, acetonitril, dichlormetan
J smes rozpousteédel
) drogy a metabolity v télnich tekutinach
Bézné aplikace ) analyza vod
J punktaty tkani

2.5.2 Komponenty SPE

Sorbent je ulozen v trubickach (kolonky tzv. cartridge) z polypropylenu, ze skla

anebo je slisovan se skelnymi vlakny do disku [19].

KOLONKY
e tvar injek¢ni stiikacky bez pohyblivého pistu [21]

¢ naplnény povrchové modifikovanymi sorbenty o rizné velikosti ¢astic [21]

Obrazek ¢. 10: Popis SPE kolonky [22].

LASOBMIK
VRSTVA SORBENTU — — FRITY
(POLYETHYLE N, TEFLON, OCEL)
VYLUEOVACT SPICKA —

V charakteristice SPE kolonky by mély byt uvedeny tyto udaje:

typ tuhé faze

e objem kolonky [0,4 - 15 ml]

e maximalni pritokova rychlost

e kapacita [1 - 500 (2800) mg]

e minimalni elu¢ni objem [10 pul - 50 ml]

e material kolonky [PP, sklo] [21]

40



EXTRAKCNI DISKY
Disky jsou vyrdbény ze skelnych vldken tvoficich matrici, na kterych jsou
"zakotveny" Castice Cistého nebo modifikovaného silikagelu - vysledkem je tuhy disk

na rozdil od SPE, kde je kolona naplnéna klasickymi ¢asticemi sorbentu [23].

Obrdzek ¢. 11: Extrakéni disk [23].

EXTRAKCNIDISK V SPE KOLONCE

o

e moderni forma SPE [21]

e obsahuji ve svém materialu tuhy sorbent [24]

e kompozitni tenké membrany z teflonu a piislusSného modifikovaného sorbentu
(az 90 vah. %) [21]

e membrany umistény v SPE kolonkach, pfediazen sedmivrstevny filtr [21]

e velka hustota disku [21]

e napromyvani kapalinou se pouziva vakuum [24]

e jejich pouziti se technicky podoba nejvice filtraci, jde ovSem o (filtraci
chemickou [24].

Vyhody:

e neni omezena pratokova rychlost

e zakoncentrovani vzorku ve velmi zké zon€ membrany

e K eluci sta¢i fadové pl rozpoustédla, a proto odpada odpafovani nadbyteéného
rozpoustédla pfed chromatografickou analyzou vzorku

e moznost pouziti né€kolika (az desitek) SPE kolonek ¢i diskil souc¢asné zkracuje

dobu potiebnou k ptipraveé vzorka [21].

MIKROEXTRAKCE PEVNOU FAZI
Dalsi modifikaci extrakce tuhou fazi je mikroextrakce tuhou fazi (Solid Phase

MicroExtraction — SPME). Je to revolu¢ni postup piipravy organickych vzorki
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k analyze bez pouziti rozpoustédel. Nevyzaduje slozitou instrumentaci. Vlakno
z taven¢ho kiemene pokryté zakotvenou fazi je ponofeno do kapalného vzorku nebo
umisténo nad kapalny vzorek do prostfedi nasycené¢ho t€kavymi analyty. Po urcitou
dobu se necha probihat sorpce na tuhou fazi. Nasleduje analyticky stupen, kterym
je obvykle plynova chromatografie. Vlakno nechame v davkovacim zafizeni termicky
desorbovat pfi teplotdch kolem 300 °C a anylyty vstoupi do chromatografické kolony,
kde se provede separace. Z divodu mechanické ochrany byva vlakno zasunuto v duté

ocelové jehle a napojeno na ocelovy pist [24].

2.5.3 Obecny postup SPE:

Obecny postup je slozen z 6 fazi:

1. Priprava vzorku pred extrakei

Cilem je vytvofit vzorek, jehoz fyzikalni a chemické vlastnosti podporuji zadrZeni
analytil v extrak¢ni kolonce. Tuhé vzorky je nutno prevést do roztoku. Jindy mohou byt
tuhé latky extrahovany kapalinou pied pouzitim SPE. Vzorky obsahujici tuhé necistoty
vyzaduji filtraci. Obsahuje-li vzorek castecky latky, na které se analyty adsorbuji,
musi se analyty nejdiive z téchto Casteéek desorbovat. Podobng, jestlize jsou analyty
chemicky vazany na velké molekuly ve vzorku (napf. 1é¢iva vazana na proteiny),

pro dosazeni u¢inné extrakce musi byt vazby rozruseny [24].

2. Preduprava kolonky
Solvatace kolonky

Aby casteCky silikagelu zadrZzovaly analyt, je nezbytné smaceni faze véazané
na silikagel matrici vzorku. Smacivost zajistime solvataci. Kolonku promyvame

metanolem, acetonitrilem nebo jinym organickym rozpoustédlem [24].

Predrovnovazna uprava (kondicionovani) kolonky

Po solvataci provedeme nasyceni kolonky Cistym rozpousStédlem analytu. Ustavi
se rovnovaha mezi sorbentem v kolonce a timto rozpoustédlem. Napt., je-li vzorkem
pufrovana fyziologickd tekutina, je vhodné prolit kolonu odpovidajicim pufrem; je-
li extrahovan vzorek v organickém rozpoustédle, kolona by se méla upravit tymz
organickym rozpoustédlem. Tento stupen vytvaii podminky podporujici retenci analytu
[24].
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3. Aplikace vzorku

Vzorek se nalije do kolonky a necha se dostate¢ny Cas protékat. Prili§ rychlé
provedeni by mohlo zpusobit, Zze se analyt nezadrzi Gplné [24]. Pritok pro optimalni
retenci je 1-2 kapky za sekundu [20]. Podle druhu pevné faze a vzorku dochazi
ke specifickym reakcim latek s pevnou fazi. Zadana skupina latek se selektivné sorbuje

a nesorbované latky (matrice) prochazeji volné kolonkou [21].

4. Promyvani kolonky

Ucelem jednoho nebo vice promyvacich krokd je selektivné eluovat nezadouci
sloudeniny z vazanych fazi, aniz by byly eluovany analyty. Casto jsou velmi vhodnou
volbou rozpoustédla, ve kterych jsou analyty nerozpustné [24]. Proplachnuti kolonky
vhodnym rozpoustédlem vede k vymyti zbytkti matrice vzorku z kolonky; zadané latky
zUstavaji sorbovany na pevné fazi [21]. Prutok pro eluci pfimési by mél byt fizen.

Pii velkém prutoku by se nemusely pfiméesi dostate¢né vymyt [24].

5. SuSeni
Pokud se elu¢ni rozpoustédlo vyrazné lisi od promyvaciho roztoku, kolonku

je tieba vysusit proudem inertniho plynu, nejéastéji dusiku [21].

6. Eluce analytu z kolonky

Kolonka se promyva eluénim rozpoustédlem, dochazi k selektivni desorpci
zadanych latek z pevné faze a k jejich vymyti z kolonky. Eluat se jima a dale upravuje,
napf. pro chromatografickou analyzu [21]. Béznym minimalnim eluénim objemem
je250 ul na 100 mg sorbentu. Opét je nezbytna kontrola rychlosti pritoku,

protoze pii rychlém pritoku se nemusi vymyt vSechen analyt [24].
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Obrdazek ¢. 12: Obecny postup provedeni SPE [22].

1.UPRAVA KOLONKY 2.APLIKACE VIORKU 3.PROMYTI KOLONKY 4.ELUCE CILOVEHO ANALYTU
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2.5.4 Vlastnosti SPE - pouziti, vyhody, nevyhody a aplikace
Pouziti SPE:

e odstranéni rusivych slozek matrice

e selektivni obohaceni (zakoncentrovani) vzorku

e izolace stopovych latek

e zm¢éna rozpoustédla vzorku [21].

Vyhody SPE:
e zakoncentrovani analytu pro zvySeni citlivosti
e odstranuje interference k zjednodusSeni chromatografie a zlepSeni kvantifikace

e chrani analytické kolony pfed kontaminanty [20].

Vyhody SPE ve srovnani s LLE:
e prace s mensSimi objemy vzorki, vétsi bezpecnost
e jednoduché provedeni

e rychlejsi a levngjsi (sniZena spotieba organickych rozpoustédel)

snadné skladovani a transport vzorkii zakoncentrovanych na kolonkach

(skladovani az 8 mésici pii -20 °C nebo 3 - 4 mésice pti 4 °C) [21].

Nejdilezitéjsi vyhodou oproti extrakci kapalina-kapalina je snizeni spotfeby

organickych rozpoustédel [19].
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Nevyhody SPE:
e pro nckteré specifické izolace nejsou na trhu vhodné SPE kolonky,

I kdyz sortiment SPE kolonek se neustale vyviji a zdokonaluje [21]

SPE aplikace:
e farmaceutické sloucCeniny a jejich metabolity v télnich tekutinach
e drogy V télnich tekutinach
e zneciSténi pitné a odpadové vody
e pesticidy a antibiotika v potravinach/zeméd¢lskych matricich
e odsolovani proteint a peptida
e frakcionace lipida

e voda a vitaminy rozpustné v tucich [20].
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2.6 Pouzity material pri extrakci

2.6.1 Krevni sérum
Krev patii mezi t€lni tekutiny, proudi v uzaviené cévni soustavé. RozliSujeme krev

nativni (srazlivou) a nesrazlivou [25].

Nativni krev je krev bez antikoagulacnich piisad. V této krvi se za normalnich
okolnostni aktivuji srazeci procesy a dochazi K jejimu srazeni. Odebereme-li nativni
krev do zkumavky, pozorujeme, ze se krev jiz za né€kolik minut srazi. Vznika Cervena
rosolovita hmota. V priabéhu n€kolika hodin se z této hmoty vylucuje slamové Zlutd,
prihledna tekutina — krevni sérum. Objem krevni sraZeniny se pfitom zmensSuje

a srazenina se méni na tuhy a pruzny krevni kola¢ — krevni koagulum [25].

Nesrazliva krev je krev, ve které jsou antikoagula¢ni piisady. Po centrifugaci

vznika plazma [25].

2.6.2 Slozeni krve
Krev obsahuje:
e plazmu (asi 55 % z celkového objemu krve)

e bunécné soucasti (asi 45 % z celkového objemu krve) [25]

Plazma obsahuje:

e vodu 92 %
e bilkoviny 7%
e ostatni (anorganické a organicke) latky 1%

Mezi bunécné soucasti patii:
e Cervené¢ krvinky (erytrocyty)
e bilé krvinky (leukocyty)
e krevni desti¢ky (trombocyty) [25].

Lyofilizovana plazma

Lyofilizace (vymrazovani, sublima¢ni suseni) je jednim z komeréné vyuzivanych
zpusobti suSeni. Pfi tomto postupu se material ureny k suSeni rychle zmrazi, a to tak,
aby se minimalizovalo poskozeni struktury vznikajicimi krystalky ledu.

Potom se material umisti do suSarny, v které je udrzovan tlak niz$i, nez je tlak vodni
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pary vtrojném bodu (610,5 Pa) a voda tak ze zmrazeného materialu sublimuje,
tzn. prechazi z pevné faze (ledu) ptimo do faze plynné (vodni pary). SuSeny material
si tak v maximalni mife zachova svou ptivodni texturu a aroma. Vodni para se odvadi
ze susiciho prostoru a kondenzuje ve vyparniku. Potfebné teplo (sublimacni teplo vody)

se ptivadi do suseného materialu bud’ vedenim, nebo mikrovinnym zatenim [26].

47



3. Prakticka ¢ast
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3.1.1

3.1 Pouzité pristroje, chemikalie a priprava vzorki
Pouzité pristroje a pomiicky

analytické vahy SARTORIUS ANALYTIC A200S

centrifuga EBA 21, Hettich

spektrofotometricky detektor Ocean Optics USB4000-FL

spektrofotometricky detektor Ocean Optics USB2000

digitalni pH-metr Hanna instruments pH212

hadicky teflonové - vnitini pramér 0,5 a 0,75 mm, Upchurch Scientific

lampa MICROPACK DH 2000, Deuterium, Halogen

MicroSIA pfistroj, FIAlab instruments, Inc., vybaveny 8 — cestnym selekénim
ventilem a nastavcem LAB-ON-VALVE

automatické pipety Biohit M

prutokova cela s optickou délkou 20 mm (teflon), FIAlab

spektrofotometr Agilent 8453

trepacka IKA MS3 basic

ultrazvukova lazenn Sonorex RK 100

zkumavky ependorf 1,5 ml

kolona na SIC - Chromolith® FastGradient S0x2mm RP-18e (Merck)

pfistroj SIChrom, FIAlab instruments, Inc., vybaveny 8 — cestnym selekénim
ventilem a silnéj$i pumpou Sapphire

dvoupolohovy ventil na pfepnuti kanalu (ru¢ni ovladani)

Pouzité chemikalie

methanol pro HPLC (Sigma-Aldrich, Praha)

acetonitril pro HPLC (Sigma-Aldrich, Praha)

voda ultra-¢ista, Millipore

LYOHUM N 10x5, 1, LOT 141407

vitamin D,, standard Ergocalciferol >98% (sm¢s enantiomert, HPLC), Sigma-
Aldrich

vitamin Dg, standard Cholecalciferol >98% (HPLC), Sigma-Aldrich

kyselina octova ledova >99%
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e sorbenty Waters Oasis HLB, Lichrolut MERCK RP-18, DSC-18, DSC-18Lt,
DSC-8, DSC-PH, DSC-CN

3.1.2.1 Charakteristika sorbentu waters Oasis HLB
Sorbent Waters Oasis HLB: Hydrophilic-Lipophilic Balance Sorbent, hydrofiln¢-

lipofiln€ vyvazeny sorbent reverzni faze [27].

Oasis HLB je vyjimecné Cisty, vysoce reprodukovatelny, patentovany kopolymer
syntetizovany v unikatnim slozeni, kter¢ je hydrofiln¢ a lipofiln¢ vyvazené
jak pro retenci silnou reverzni fazi tak pro smacivost s vodou. Sorbent je kompatibilni

se vzorkem nebo rozpoustédlem o pH 1 — 14 [27].

Sorbent se pouziva k adsorpci polarnich i nepolarnich sloucenin soudasné
z vodného prostiedi. Mezi typické aplikace patii analyza 1éCiv a jejich metabolitt
z biologickych tekutin a analyza latek, které znecistuji vodu. Sorbent HLB ma Sirsi
spektrum retence a je reprodukovatelngjsi nez sorbent C18 a vSechny ostatni kiemicité

sorbenty a polymery zaloZené na reverzni fazi [27].

Velikost pori: 80 A

Velikost ¢astic: 30 um

Funk¢ni skupiny: kopolymer m-divinylbenzenu a N-vinylpyrrolidonu [27].
3.1.3 Priprava roztoki

3.1.3.1 Piiprava roztoku na aktivaci sorbentu
Roztok zvoleny pro aktivaci sorbentu byl 70% acetonitril. Roztok byl ptipraven

smisenim 21 ml acetonitrilu a 9 ml vody.

3.1.3.2 Pfiprava nosného proudu a promyvaciho roztoku
Nosny proud byl ptipraven okyselenim ultra-¢isté vody ledovou kyselinou octovou
na pH 3. Tento roztok byl také pouzit pro promyti sorbentu v kroku,

kdy se kondicionoval sorbent a dale také pro vymyvani balastu matrice ze sorbentu.

3.1.3.3 Piiprava pracovnich roztoki standardi

Koncentrace zasobnich roztokt byla 1000 uM vit D, a D3 v ACN.
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Pracovni roztoky byly pfipraveny v postupné se snizujici koncentraci 50 umol/l, 25

umol/l, 10 umol/l, 5 pmol/1, 2,5 umol/l al umol/l.

Tabulka ¢ 2: Pracovni roztoky standardu vitaminu D».

C. Koncentrace Objem zasobniho Objem nosného proudu (ul)
(nmol/l) roztoku vitaminu D, (ul)

1. 50 75 1425

2. 25 37,5 1462,5

3. 10 15 1485

4, 5 750 ze smési 10 uM 750

5. 2,5 750 ze smési 5 uM 750

6. 1 750 ze smési 2,5 uM 750

7. BLANK 0 1500

Tabulka ¢. 3: Pracovni roztoky standardu vitaminu Ds.

C Koncentrace Objem zasobniho Objem nosného proudu (ul)
(nmol/l) roztoku vitaminu D3 (ul)

1. 50 75 1425

2. 25 37,5 1462,5

3. 10 15 1485

4. 5 750 ze smési 10 uM 750

5. 2,5 750 ze smési 5 uM 750

6. 1 750 ze smési 2,5 uM 750

Tabulka ¢. 4: Pracovni roztoky standardi vitaminu D; a Ds.

Koncentrace Objem zasobniho Objem zasobniho Objem nosného
(nmol/1) roztoku vitaminu roztoku vitaminu proudu (ul)
D, (1) D; (u))
50 37,5 37,5 1425

3.1.3.4 Piiprava vzorku

Vzorek byl piipraven z lyofilizované lidské plazmy LYOHUM N 10x5, 1, LOT
141407. Po otevieni lahvicky bylo pfidano 5 ml ultra ¢isté vody, lahvicka byla
stabilizovana 30 minut pfi laboratorni teploté. Pred analyzou bylo nutné vysrazet
bilkoviny z plazmy a nasledné pouzit nebilkovinnou frakci plazmy. Bylo pipetovano
500 ul plazmy, 500 pul acetonitrilu a 75 pl vitaminu D,. Vzorek byl sto¢en na centrifuze
5 minut pfi 5 000 otdCkach. Srazené bilkoviny byly zachyceny na sténach zkumavky-

ependorf. Ze zkumavky byla stazena pouze plazma bez bilkovin, ke stazené plazmé
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bylo ptfiddno 500 pl nosného proudu. Byl pfipraven i BLANK, ktery byl vytvotfen
stejnym zpusobem (bez pridani vitaminu D,).

3.1.3.5 Piiprava sorbentu

V této praci byly mikrocastice nahrazeny sorbentem z SPE kolonek. Po vyjmuti
sorbentu z SPE kolonky (vytvofenim malé dirky Sroubovakem a jeho naslednym
vysypanim do zkumavky-ependorf) bylo odvazeno pfiblizn€ 25 mg sorbentu a nasledné

byl sorbent rozpustén v 3 ml 70% acetonitrilu.

3.1.3.6 Piiprava elu¢niho roztoku

Roztok 100 % acetonitrilu v 50 ml nadobce.

3.1.4 Schéma BI pristroje a popis provedeni

MicroSIA piistroj, na kterém bylo méfeni provedeno, byl sestaven z pistové pumpy
opatiené dvoucestnym ventilem, osmicestného selekéniho ventilu, pratokové cely, UV-

lampy a detektoru.

Obrazek ¢. 13: Schéma pfistroje pouzivaného v diplomové praci.

Vstup z pumpy (3) —_—— Odpad (1)

Promyti kolony ===
(2)

€« Suspenze

sorbentu (7)

Rotor ventilu

Eluéni &inidlo =2 €& \zorek (6)

(4)

Mikrokolona vytvorena
ze suspenze sorbentu

<€

Pratokova cela
detektoru

52



Pribéh analyzy

Pfed kazdou analyzou byla pfipravena suspenze sorbentu. Vytvorena suspenze byla
davkovana selekénim ventilem z pozice ¢. 7 do reakéni civky pomoci zpétného toku.
Po piepnuti ventilu na pozici ¢. 5, byla suspenze nadavkovana do pritokové cely,
kde doslo k zachyceni sorbentu dutou zastrékou, optickym vlaknem. Nasledné byl
sorbent promyt nosnym proudem z portu ¢. 3. Po promyti sorbentu, byl davkovan
vzorek z pozice ¢. 6. Po davkovani vzorku, byl sorbent promyt opét z pozice ¢. 3
nosnym proudem, aby doslo k vymyti balastu. Dale byl sorbent promyt elu¢nim
roztokem z pozice ¢. 4, aby doslo k eluci analytu zachyceného na sorbentu. Proces
od davkovani vzorku az po vymyti analytu byl detekovan UV spektrofotometrem.

Na konci metody byl sorbent odstranén do odpadu pozici ¢. 1.
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4. Vyvoj a vysledky metody
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4.1 Vyvoj a optimalizace metody

4.1.1 Vybér vhodného sorbentu

Na zacatku prace bylo vybrdno 6 sorbentl, na kterych se dand metoda testovala.
Nejprve byla provedena metoda SPE manualné. Pomoci pistu z injekéni stiikacky byly
provedeny vSechny kroky obecného postupu SPE metody, od aktivace sorbentu
az po eluci analytu. Dtivodem manualniho provedeni SPE metody byla potieba zjistit,
jaké chemikalie jsou pro fungovani daného sorbentu nejvhodnéjsi. Material byl
Z jednotlivych krokt postupu ziskavan do zkumavek-ependorf a nasledné byl

analyzovan na spektrofotometru Agilent. Spektrofotometr méfil pti vinové délce 200 -
300 nm.

Pouzité sorbenty:

Lichrolut MERCK RP-18, DSC-18, DSC-18Lt, DSC-8, DSC-PH, DSC-CN.

Tabulka zobrazuje podminky, za kterych bylo provedeno prvni manualni provedeni
SPE.

Tabulka ¢. 5: Zkousené podminky manualné provadéné SPE.

Cinnost Pouzité ¢inidlo

Aktivace sorbentu | 1,5 ml 100% metanolu

Solvatace 2 ml vody

sorbentu

Aplikace vzorku | 1425 ul vody+ 75 ul vitaminu
D,

Promyti balastu 1,5 ml 5% metanolu (75 ul
metanolu a 1425 ul vody)

Eluce analytu 1,5 ml 100% metanolu

U vSech sorbentll byla naméfena nejvyssi absorbance ve fazi aplikace vzorku,
ve fazi eluce analytu byla absorbance vyrazné niz8i. Z vysledkd vyplynulo,

ze stanovené podminky nebyly pro efektivni extrakci vhodné.

Byla provedena zména v kroku aktivace sorbentu, sorbent byl aktivovan 100%
acetonitrilem a 100% etanolem. Provedené zmény nemély zadny vliv na ucinek
extrakce, stale vice davkovaného vitaminu D proteklo, nez bylo zachyceno. Byla
provedena extrakce, ve které byl vitamin D rozpustén ve ziedéné kyseliné octové o pH

3. Provedena zména byla okamzité pozorovana v efektivité extrakce. Z téchto vysledku
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vyplynulo, Ze je nutné pracovat stimto roztokem. Po tomto uspé€sném kroku bylo
pfistoupeno k optimalizaci jednotlivych krokd postupu extrakce. Byla testovana
aktivace sorbentu 100% metanolem a 100% acetonitrilem, u vSech sorbentt se lepsi
vysledky dostavily po aktivaci sorbentu acetonitrilem. Dale byla provedena zména
v kroku ¢. 2, sorbent byl promyvan vodou a ztedénou kyselinou octovou. Lepsich
vysledkti bylo dosazeno po promyti sorbentu zfedénou kyselinou octovou. Tabulka

zobrazuje vysledné podminky, za kterych bylo provedeni SPE nejlepsi.

Tabulka ¢. 6: Vysledné podminky manuéln¢ provadéné SPE.

Cinnost Pouzité ¢inidlo
Aktivace sorbentu | 100% acetonitril
Solvatace sorbentu | Ziedéna kyselina octova o pH 3
Aplikace vzorku 1425 pl okyselené vody + 75 ul

vitaminu D,
Promyti balastu Ztedéna kyselina octova o pH 3
Eluce analytu 100% acetonitril

Ztedéna kyselina octova byla zamérné€ pouzita i pro provedeni 4. kroku extrakce,
aby piiprava pfed samotnou analyzou byla co nejjednodussi a aby byla v systému

pouzivana stale stejna ¢inidla.

Ztedéna kyselina octova byla zvolena i jako nosny proud. Bylo zjisténo, Ze pokud
ub¢hl od piipravy roztoku delsi ¢as, zvysilo se pH a to mélo zna¢ny vliv na vysledky.
Analyza neprobihala, tak jako, kdyz byl nosny proud pfipraven v den analyzy.
Po upraveni pH se analyza viditelné zlepSila. Obrazek ¢. 14 porovnavd zaznamy
analyzy provedené se starSim nosnym proudem a s nové pfipravenym nosnym proudem
0 pH 2,99. V grafu jsou uvedeny analyzy 50 uM pracovniho roztoku, analyzovanych

za stejnych podminek, jen pfi odliSném stéii ptipravy nosného proudu.
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Obrazek ¢. 14: Ovlivnéni analyzy vitaminu D, pH nosného proudu.
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Z grafu je patrné, Zze pH nosného proudu melo vliv na pribéh celé analyzy, pti pH
cca 3 sorbent l1épe zadrzuje vitamin D. Pti zvySeni pH se odezva snizuje a vétSina

vzorku sorbentem protece bez zachyceni.

Byly vybrany dva sorbenty, na kterych bylo provadéno dalsi testovani, sorbent
DSC-PH, jelikoz mél v provadéné extrakci dlouhodobé nejlepsi vysledky a sorbent
Lichrolut MERK RP 18, ktery byl vybran z divodu porovnani rozdilnych vyrobci
sorbenti. Po urcité dobé testovani sorbenti bylo zjisténo, Ze sorbenty z divodu
nesmacivosti s vodou a velké jemnosti sorbentu byly rozptyleny po systému, dostavaly
se do pumpy a pumpu ucpavaly. Z toho divodu nebylo dalsi testovani na sorbentech
mozné a prace byla ukonéena. V praci bylo pokra¢ovano se sorbentem HLB OASIS,
ktery je smacivy s vodou a do systému by se nemél dostavat, coz bylo po pouziti

sorbentu potvrzeno.

Vysledné podminky byly nésledné dodrZeny v analyze na BI. Do vytvofeného
programu byly zahrnuty jednotlivé faze obecného postupu. V programu byly dodrzeny

stejné podminky, za jakych bylo provedeno manudlni stanoveni metody SPE.

4.1.2 Vyvoj prutokové rychlosti a davkovaného objemu analytu

V pribéhu vyvoje bylo testovano nékolik pratokovych rychlosti, které byly
Vv jednotlivych krocich metody ménény. V systému byly testovany pritokové rychlosti
5, 10, 20, 30, 40, 50, 100 pl/s. Pti vétsich prutokovych rychlostech byla cela analyza
rychlejsi, nevyhodou vyssich pritokovych rychlosti je nepiesné davkovani Pfi vyssich

prutokovych rychlostech dochazi také k rychlejsimu opotiebovani pistové pumpy.

57



Nejcastéji byly v systému pouzivany prutokové rychlosti 10, 20 a 30 pl. Zalezelo
na fazi, ve které se analyza nachdzela, nasdvani objeml probihalo pii vysSich
prutokovych rychlostech (urychleni analyzy), davkovani do pratokové cely a promyvani
sorbentu v pritokové cele probihalo pii nizsich prutokovych rychlostech z divodu
lepsiho zachyceni sorbentu v pratokové cele, pomalého pritoku analytu sorbentem

a dikladnéjsiho promyti sorbentu.

U davkovani analytu byl vyzkousen objem 100, 200, 300 a 500 ul. S objemy 100

vypovidajici.

4.1.3 Vyvoj davkovaciho objemu suspenze
Musel byt stanoven davkovaci objem suspenze, testovani davkovaného objemu

bylo zahajeno objemem 150 ul a bylo ukonéeno objemem 400 pl.

Tabulka ¢. 7: Stanoveni davkovaného objemu suspenze.

Davkovany objem (pl) Poznamka

150 Malo suspenze v priitokoveé cele.
170 Malo suspenze v priitokoveé cele.
190 Malo suspenze v priitokoveé cele.
210 Malo suspenze v priitokoveé cele.
230 Suspenze v pritokové cele dost, ale

Spatné plnéni, zachyceni na sténach,
nevytvoreni sloupce.

250 Dobré mnozstvi suspenze 1 tvar sloupce.
Pritokova cela naplnéna ze ¥a.

330 Dobré¢ plnéni cely.

400 Nadmérné plnéni cely.

Podle méteni byl za idealni davkovany objem suspenze uréen objem 250 pul,
u objemu bylo nejlepsi plnéni cely suspenzi sorbentu. U niZSich objemt bylo plnéni
cely suspenzi nedostatecné. U vysSSich objemi bylo plnéni cely zbyte¢né velké

az nadmérné.

Pti voleni davkovaciho objemu byla zkouSena i1 opakovatelnost plnéni priatokové
cely. Pii davkovaném objemu 250 pl byla dobra, kolona se plnila pfiblizné stejné.

Malé odchylky ve tvaru sloupce byly zptisobeny jemnosti sorbentu.
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4.1.4 Vyvoj zpusobu detekce a vinové délky

Detekce analytu byla zahdjena pouzitim fluorimetru z divodu citlivé detekce.
Nejprve byl detekovan pribéh celé analyzy, nasledné byla zvolena k detekci jen cast
analyzy od aplikace vzorku po vymyti analytu. Od detekce pribéhu celé analyzy bylo
ustoupeno z divodu problémil s reprodukovatelnosti analyzy. Jelikoz je fluorimetr
velice citlivy detektor, zaznamenaval kazdou vychylku (nejCastéji vniknuti bulbiny)
Vv pribéhu analyzy a analyza nebyla reprodukovatelna, proto byl fluorimetr nahrazen

spektrofotometrem. U spektrofotometru musela byt zapnuta deuteriova lampa.

Analyza byla métena pti vinovych délkach: 450, 390, 267 a 583 nm. VInové délky
byla povazovana vinova délka 267 nm, protoZze pii této vlnové délce ma vitamin D
absorb¢ni maximum. Pfi SIC analyze bylo méfeno pii vinovych délkach 325, 265 a 290

nm.

4.1.5 Vyvoj programu

Analyza byla ovladana pocita¢em, proto musel byt vytvofen program pro provedeni
analyzy. Vyvoj programu proSel mnoha zménami, nez byl vytvofen konecny program
podle, kterého byla analyza provedena. Byly zkouSeny rtizné moznosti slozeni
programu. Jednou ze zkousenych moznosti byla analyza za podminek, kdy suspenze
sorbentu nebyla po analyze odstranéna do odpadu a analyza probihala na stale stejné

suspenzi. Analyza neméla dobré vysledky a nasledné nebyla pouzita.

Tabulka uvadi popis zakladniho programu potfebného pro provedeni extrakce

metodou BI.
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Tabulka ¢. 8: Popis programu €. 1.

Krok ¢. | Jednotka Ptikaz

1. Dvoucestny ventil Poloha In

2. Pumpa Nasati 500 ul, rychlosti 30 ul/s

3. Dvoucestny ventil Poloha Out

4. Vicecestny ventil Poloha 7 — sorbent (suspenze)

5. Pumpa Vytlaceni 110 pul, rychlosti 30 ul/s
6. Pumpa Nasati 250 ul, rychlosti 20 ul/s

7. Pumpa Zadrzeni, prodleni 3 s

8. Vicecestny ventil Poloha 5 — pritokova cela

9. Pumpa Vytlaceni 400 pul, rychlosti 10 ul/s
10. Vicecestny ventil Poloha 3 — nosny proud

11. Pumpa Nasati 150 pl, rychlosti 30 ul/s
12. Vicecestny ventil Poloha 5 — pritokova cela

13. Pumpa Vytlaceni 200 pl, rychlosti 10 pl/s
14, Vicecestny ventil Poloha 6 — vzorek

15. Pumpa Nasati 100 pl, rychlosti 20 pl/s
16. Vicecestny ventil Poloha 5 — pritokova cela

17. Pumpa Vytlaceni 150 pl, rychlosti 10 pl/s
18. Spektrofotometr Mg¢feni absorbance

19. Spektrofotometr Me¢feni referen¢niho spektra

20. Vicecestny ventil Poloha 3 — nosny proud

21. Pumpa Nasati 150 pl, rychlosti 30 pl/s
22. Vicecestny ventil Poloha 5 — pratokova cela

23. Pumpa Vytlaceni 200 pl, rychlosti 10 pul/s
24, Vicecestny ventil Poloha 4 — elu¢ni ¢inidlo

25. Pumpa Nasati 150 pl, rychlosti 30 pl/s
26. Vicecestny ventil Poloha 5 — pritokova cela

217. Pumpa Vytlaceni 200 pl, rychlosti 10 ul/s
28. Spektrofotometr Konec méfeni referencniho spektra
29. Pumpa ZadrZeni, prodleni 5 s

30. Spektrofotometr Konec méfeni

31. Pumpa Nasati 250 pl, rychlosti 30 ul/s
32. Vicecestny ventil Poloha 1 — odpad

33. Pumpa Vyprazdni cely objem

34. Vicecestny ventil Poloha 5 — pritokova cela

35. Pumpa Nasati 250 pl, rychlosti 30 ul/s
36. Vicecestny ventil Poloha 1 — odpad

37. Pumpa Vyprazdni

38. Pumpa Pocka — konec analyzy

Tabulka uvadi popis zakladniho programu potiebného pro provedeni extrakce

metodou SIC.
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Tabulka ¢. 9: Popis programu €. 2.

Krok ¢. Jednotka Prikaz
1. Vicecestny ventil Poloha-2
2. Pumpa Nasati 2700 pl, rychlosti 70 ul/s
3. Pumpa Zadrzeni, prodleni 4 s
4. Vicecestny ventil Poloha-4
5. Pumpa Nasati 20 pl, rychlosti 5 pl/s
6. Vicecestny ventil Poloha-3-vzorek
7. Pumpa Nasati 2710 pl, rychlosti 10 pul/s
8. Pumpa Zadrzeni, prodleni 10 s
9. Spektrofotometr Mg¢feni referen¢niho spektra
10. Spektrofotometr Meéfeni absorbance
11. Pumpa Pocké-konec analyzy, spektrometr prestane
mefit
4.2 Vysledky analyzy vitaminu D, a D3

Nasledujici graf zachycuje pribéh analyzy 50 uM pracovniho roztoku standardu

vitaminu D, ktera byla provedena za podminek viz Tabulka ¢. 8: Popis programu ¢. 1.

Graf zachycuje detekci spektrofotometrem od davkovani vzorku, pies promyvani

sorbentu nosnym proudem pro odstranéni balastu az k vymyti analytu elu¢nim ¢inidlem

(zdznam od bodu ¢. 18 do bodu ¢. 30 v programu ¢. 1). Zaznam tohoto useku z celé

vvvvvv

(davkovani, promyti, eluce). Zaznam spektrofotometru je uveden pii vinové délce 267

nm.
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Obrazek ¢. 15: Prubéh analyzy vitaminu Dy.
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V Case cca 155 s je v grafu vidét oblast davkovani vzorku, je vidét nartst odezvy,

coz znaci, ze sorbent nezachytil vSechen vitamin D z roztoku a ¢ast vitaminu z roztoku
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sorbentem protékd. V case cca 185 s se zacne sorbent promyvat nosnym proudem
pro vymyti balastu, zde je vidét, ze ve srovnani s vitaminem D se balastu vymyva
pomérné malo (zpsobeno ¢istotou standardu). V posledni ¢asti grafu je v ¢ase cca 220
s vidét vétsi odezva. Odezva odpovida ¢asti analyzy, ve které dochazi k eluci vitaminu

D ze sorbentu 100% acetonitrilem.

Pro méteni bylo pfipraveno 5 pracovnich roztokl standardu vitaminu D5 S postupné
se snizujici koncentraci. Prvni méfena koncentrace roztoku byla 50 dale 25, 10 a 5
umol/l, posledni méfena koncentrace byla 2,5 umol/l. Pro méfeni byl pfipraven i roztok
blanku. Analyza byla provedena za podminek viz Tabulka ¢. 8: Popis programu ¢. 1.

Zaznam spektrofotometru je uveden pii vinové délce 267 nm.

Obrdazek ¢. 16: Analyza vitaminu D; véetné analyzy blanku.

1,4
1,2
1,0
08 50 UM
g —25uM
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BLANK

) 1T
-0,4

V grafu je vidét pribéh analyzy jednotlivych zasobnich roztoki standardu vitaminu

Cas (s)

D, i pribéh analyzy blanku. Z prvni Casti grafu je patrné, ze pifi davkovani roztoki
s vyssi koncentraci je 1 vySSi odezva (vic vitaminu protece a nezachyti se na sorbentu),
s niz§i koncentraci se zaroven sniZzuje i mnoZzstvi nezachycené¢ho vitaminu. Odezva
pfi eluci zachyceného vitaminu ze sorbentu se snizuje se snizujici se koncentraci.

U nizsich koncentraci je patrné, Ze dosahuji piiblizné stejnych hodnot jako ma analyza

blanku, zfejmé se jedna o odchylku méfeni.

Pro srovnani s analyzou vitaminu D; byla stanovena i analyza vitaminu D3. Byly
analyzovany pracovni roztoky standardu vitaminu D3 od koncentrace 50 pM Vv postupné

se snizujici koncentraci 25, 10, 5 a 2,5 pM, byla provedena i analyza 1 uM pracovniho
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roztoku standardu. Pfi analyze vitaminu D3 byly provedeny zmény v programu ¢. 1
V krocich ¢. 2, 17, 23,27.

Tabulka ¢. 10: Zmeény ¢. 1 v programu ¢. 1.

Krok ¢. Jednotka Prikaz

2. Pumpa Nasati 1000 pl, rychlosti 100 pl/s
17. Pumpa Vytlaceni 200 pl, rychlosti 10 pl/s
23. Pumpa Vytlaceni 250 pl, rychlosti 10 pl/s
27. Pumpa Vytlaceni 250 pl, rychlosti 10 pl/s

Byly zvySeny objemy vytlaCovani pumpou pro lepsi promyti sorbentu v prutokové

cele. Zaznam spektrofotometru je uveden pii vinové délce 267 nm.
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Obrdazek ¢. 17: Analyza vitaminu Ds.
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Analyza vitaminu D3 vySla podobné jako analyza vitaminu D; Stim rozdilem,

ze odezvy v casti, kdy se davkuje vzorek, byly mirné nizsi a odezvy u eluce analytu

byly vys$i. Analyza potvrdila, Zze vysledky u nizsich koncentraci uz nelze vnimat

jako odezvy, ale patrné se jedna o odchylky méfeni. U analyzy vitaminu D3 se také

potvrdilo, Ze za stavajicich podminek jsou nizké koncentrace neméfitelné.

Byla provedena i analyza 50 uM smési pracovniho roztoku standardu vitaminu D,

a D3, bylo zkouseno, zda dojde k neaditivnimu narastu odezvy anebo ¢aste¢né separaci

obou vitamint - vytvoteni ,,dvojpiku“. Analyza byla provedena za stejnych podminek

jako samotna analyza vitaminu D3. Zaznam spektrofotometru je uveden pti vinové délce

267 nm.

63



Obrazek ¢. 18: Soucasnd analyza vitaminu D a Ds.
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Analyza neni nijak vyrazné odliSnd od analyzy jednotlivych pracovnich roztoku

standardil vitaminu D; a D3 K narastu odezvy nedoslo a k vytvoteni ,,dvojpiku také ne.

4.2.1 Opakovatelnost analyzy

U metody byla zkouSena opakovatelnost plnéni kolony a opakovatelnost samotné
analyzy. Opakovatelnost plnéni kolony byla popséna vySe. Nasledujici graf ukazuje
opakovatelnost analyzy 50 uM pracovniho roztoku standardu vitaminu D,. Pfi analyze
byla provedena zména v programu ¢. 1 vkroku €. 2. Zaznam spektrofotometru
je uveden pii vinové délce 267 nm.

Tabulka ¢. 11: Zmény ¢. 2 v programu ¢. 1.

Krok ¢. Jednotka Prikaz
2. Pumpa Nasati 500 pl, rychlosti 100 ul/s

Obrazek ¢. 19: Opakovatelnost analyzy vitaminu D,.
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Jak je vidét z analyzy, 2 analyzy prob&hly téméf stejné, ale tfeti analyza byla
odlisna. Da se fict, ze je to charakteristicky znak metody. Vzdy probéhly 2 analyzy
podobné¢ a u tieti vitadé se vyskytly problémy, nejcastéji ve formé bublin,

které znemoznily reprodukovatelnost celé analyzy.

4.2.2 Stanoveni linearity odezvy

Byla provedena analyza fady pracovnich roztokd standardu vitaminu D, S postupné
se snizujici koncentraci 50, 25, a 10 uM. U téchto 3 roztoki byla zméiena linearni
odezva absorbance a byla vytvoiena kalibra¢ni kiivka. Analyza byla provedena
za stejnych podminek, jaké jsou uvedeny viz Tabulka ¢. 8: Popis programu ¢. 1.
Korelaéni koeficient vySel 0,9993 a reziduadlni odchylka 0,0204. Zaznam

spektrofotometru je uveden pii vinové délce 267 nm.

Obrazek ¢. 20: Roztoky vitaminu D; s postupné se snizujici koncentraci.
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Tabulka ¢. 12: Data pro kalibracni kiivku vitaminu D».
Koncentrace Absorbance | Poéet bodi n=3
pmol/l
50 1,278 Smérnice k=0,0194 | +0,0007
25 0,817 Absolutni ¢len 0=0,3168 | +0,0234
10 0,500 Korelaéni koeficient | r=0,9993
Rezidualni odchylka | s=0,0204
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Obrazek ¢. 21: Kalibrac¢ni kiivka vitaminu D,.
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Z kalibra¢ni kiivky a z hodnoty korela¢niho koeficientu je vidét, ze se odezva

vysSich koncentraci d4 povaZzovat za linearni.

Dalsi provedenou analyzou byla analyza fady pracovnich roztokli standardu
vitaminu D; s postupné se snizujici koncentracilO, 5 a 2,5 uM, u téchto 3 roztoku byla
zmétena linearni odezva absorbance a vytvofena kalibracni kiivka. Pfi analyze roztokl
byly provedeny zmény v programu v krocich €. 2, 17, 23, 27 viz Tabulka ¢. 10: Zmény
¢. 1 vprogramu ¢. 1. Korelacni koeficient vysel 0,9939 a rezidudlni odchylka 0,0120.

Zaznam spektrofotometru je uveden pii vinové délce 267 nm.

Obrdazek ¢. 22: Roztoky vitaminu D, s nizsi koncentraci.
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Tabulka ¢. 13: Data pro kalibracni kiivku (nizsi koncentrace) vitaminu D».

Koncentrace Absorbance | Pocet bodi n=3
pmol/l
10 0,513 Smérnice k=0,0200 | +0,0022
5 0,400 Absolutni ¢len g=0,3095 | +0,0147
2,5 0,366 Korela¢ni koeficient | r=0,9939

Rezidualni odchylka | s=0,0120

Obrdazek ¢. 23: Kalibra¢ni kiivka roztoku s nizkymi koncentracemi vitaminu D».
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Z kalibra¢ni fady a z hodnoty korela¢niho koeficientu nizsich koncentraci je patrné,

7e se odezva da stale povazovat za linearni, ale linearita je horsi, nez u ptredeslého

meéreni.

Byla provedena také analyza fady pracovnich roztokd standardu vitaminu Ds

S postupné se snizujici koncentraci 50, 25, 10 a 5 pM, u téchto 4 roztokl byla zmétena

linedrni odezva absorbance a také vytvorena kalibra¢ni kiivka. Pfi analyze roztoki byly

provedeny zmény v programu v krocich ¢. 2, 17, 23, 27 viz Tabulka ¢. 10: Zmény ¢. 1

v programu ¢. 1. Korelacni koeficient vySel 0,9816 a rezidudlni odchylka 0,0622

Zaznam spektrofotometru je uveden pii vinové délce 267 nm.
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Obrazek ¢. 24: Roztoky vitaminu D3 S postupné se snizujici koncentraci.
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Tabulka ¢. 14: Data pro kalibra¢ni kiivku vitaminu Ds.
Koncentrace Absorbance | Pocet bodi n=4
pmol/l
50 1,382 Smérnice k=0,0129 | £0,0018
25 0,957 Absolutni ¢len g=0,7075 | +£0,0506
10 0,875 Korela¢ni koeficient | r=0,9816
5 0,779 Rezidualni odchylka | s=0,0622
Obrazek ¢. 25: Kalibra¢ni kiivka vitaminu Ds.
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Odezva se nedd povaZzovat za linearni, je to vidét jak z kalibrani kiivky,

tak z hodnoty korela¢niho koeficientu.
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4.2.3 Zména davkovani u analyzy vitaminu D,

Jelikoz se pfi analyze pracovnich roztoki standardu jak vitaminu D,, tak vitaminu
D3 potvrdilo, ze je méfeni nizkych koncentraci nereprodukovatelné, byla provedena
analyza 5 pM pracovniho roztoku standardu vitaminu D, za zménénych podminek
analyzy V krocich ¢. 15 a 17. V grafu je porovnana analyza 5 uM pracovniho roztoku
standardu vitaminu D, stanoveného za podminek puvodnich viz Tabulka ¢. 8: Popis
programu €. 1 S analyzou se zménénymi podminkami viz Tabulka ¢. 15: Zmény ¢. 3
v programu ¢. 1. Hlavni rozdil spoc¢iva v davkovaném objemu roztoku. Prvni odezva
patii 5 uM roztoku, kterého bylo davkovano 100 pl a druha odezva patii 5 M roztoku,
kterého bylo davkovano 500 upl. Zaznam spektrofotometru je uveden pii vinové délce
267 nm.

Tabulka ¢. 15: Zmény ¢. 3 v programu ¢. 1.

Krok ¢. Jednotka Prikaz
15. Pumpa Nasati 500 pul, rychlosti 20 pl/s
17. Pumpa Vytlaceni 650 pl, rychlosti 10 pl/s

Obrazek ¢. 26: Zména objemu davkovani 5 pM pracovniho roztoku

standardu D,.
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Doslo k nartstu odezvy i u nizké koncentrace, potvrdilo se, Zze se zvySenim

davkovaného objemu se zvysi odezva.

Stejny experiment byl proveden s koncentraci 2,5 puM pracovniho roztoku
standardu vitaminu Dy, byly ponechany zménéné podminky analyzy viz Tabulka ¢. 15:
Zmény €. 3 v programu ¢. 1. V grafu je porovnana analyza 2,5 uM pracovniho roztoku
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standardu vitaminu D,, stanovené¢ho za puvodnich podminek viz Tabulka ¢. 8:
Popis programu ¢. 1 S analyzou se zménénymi podminkami. Koncentrace roztoku je
stejnd 2,5 uM. Davkovany objem U prvni odezvy je 100 ul a ddvkovany objem U druhé

odezvy je 500 pl. Zaznam spektrofotometru je uveden pii vinové délce 267 nm.

Obrazek ¢. 27: Zména objemu davkovani 2,5 uM pracovniho roztoku standardu

vitaminu D».
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Doslo knérGstu odezvy i u nizké koncentrace. Tvrzeni, Ze se zvySenim

davkovaného objemu se zvysi odezva, se potvrdilo.

Nasledujici graf ukazuje porovnani odezvy 25 pM pracovniho roztoku standardu
vitaminu D, za podminek uvedenych viz Tabulka ¢. 8: Popis programu ¢. 1 a odezvu 5
UM za podminek, kdy doSlo ke zméné Vv krocich €. 15 a 17 viz Tabulka ¢. 15: Zmény
¢. 3 v programu ¢. 1. U prvni odezvy pattici 25 pM roztoku byl davkovany objem 100
ul, u druhé odezvy pattici 5 uM byl davkovany objem 500 pl. Zaznam spektrofotometru

je uveden pii vinové délce 267 nm.
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Obrazek ¢. 28: Davkovani 100 pl 25 uM roztoku a 500 pl 5 uM roztoku vitaminu D,.
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Odezvy jsou priblizné stejné velké a vzajemné si odpovidaji.

4.2.4 Analyza plazmy naspikované vitaminem D,

Po analyze standardu bylo pfistoupeno k analyze 50uM lyofilizované plazmy

naspikované vitaminem D,. Situace méla simulovat analyzu lidského vzorku. Analyza

byla provedena za podminek, viz Tabulka ¢. 16: Zmény ¢&. 4 vprogramu ¢. 1

s ptidanymi kroky &. 54-57.

Tabulka ¢. 16: Zmény ¢. 4 v programu ¢. 1.

Krok ¢. Jednotka Prikaz
2. Pumpa Nasati 1000 pl, rychlosti 100 pl/s
15. Pumpa Nasati 500 pl, rychlosti 20 pl/s
17. Pumpa Vytlaceni 700 pl, rychlosti 10 ul/s
21. pumpa Nasati 500 ul, rychlosti 30 ul/s
23. Pumpa Vytlaceni 600 pl, rychlosti 10 pl/s
27. Pumpa Vytlaceni 250 pl, rychlosti 10 pl/s
Mezi 27.-28. | Pumpa Zadrzeni, prodleni 3 s
53. Dvoucestny ventil Poloha In
54, Pumpa Nasati 2000 pl, rychlosti 100 pl/s
55. Vicecestny ventil Poloha 5 — pritokova cela
56. Pumpa Vyprazdnéni, rychlosti 10 ul/s
57. Pumpa Pocka — konec analyzy

Graf prub¢hu analyzy 50 pM naspikované plazmy vitaminem D,. Davkovany

objem byl 500 pl. Zaznam spektrofotometru pti vinové délce 267 nm.
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Obrazek ¢. 29: Analyza 50 uM naspikované plazmy vitaminem D..
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V prvni ¢asti grafu je v ¢ase cca 180-210 s vidét velka odezva znacici nezachyceny
vitamin D, a soucasné i latky obsazené v plazmé. V druhé ¢asti grafu v ¢ase cca 240 —
270 s je vidét ¢ast, kdy byl vymyt balast ze sorbentu. V posledni ¢asti grafu v Case
cca 340 s je odezva odpovidajici eluovanému vitaminu D,. Z analyzy je patrné, ze se
Cast vitaminu D, z plazmy zachyti a vét$i Cast je nezachycena a sorbentem pouze

projde.

Za stejnych podminek jako naspikovana plazma byl méten i blank (analyza Cisté
plazmy). V grafu je porovnani méteného blanku a 50 uM naspikované plazmy. Analyza
probéhla za stejnych podminek jako analyza naspikované plazmy. Zaznam

spektrofotometru je uveden pii vinové délce 267 nm.

Obrazek ¢. 30: Porovnani blanku a 50 pM naspikované plazmy vitaminem D».
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Ze srovnani je patrné, Ze pfi stanoveni nizkych koncentraci se opravdu jedna
0 odchylku méfeni. Reprodukovatelné vysledky pro stanoveni nizkych koncentraci

mohou byt ziskany pouze pii zvyseni davkovaného objemu.

Graf srovnani odezvy 50 uM pracovniho roztoku standardu vitaminu D, a analyzy
50 uM naspikované plazmy vitaminem D,. Analyza standardu byla provedena
za podminek, viz Tabulka ¢. 8: Popis programu ¢. 1, analyza naspikované plazmy byla

provedena podle zménéné analyzy, viz Tabulka ¢. 16: Zmény ¢. 4 v programu ¢. 1.

Obrazek ¢. 31: Srovnani odezvy analyzy standardu a naspikované plazmy.
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Pro srovndni je uvedena odezva po analyze pracovniho roztoku standardu
a po analyze naspikované plazmy. Je vidét, Ze odezvy si tvarem vzajemné odpovidaji,
neodpovidaji si velikosti a to i pies stejnou koncentraci, divodem vetsi odezvy je jiné
davkovani. Naspikované plazmy bylo davkovano 500 pl, pracovniho roztoku standardu
bylo davkovano 100 ul. Absorbance 50 uM pracovniho roztoku standardu vitaminu D,
je 1,278 a absorbance 50 uM naspikované plazmy vitaminem D, je 1,831. Koncentrace

se u analyzy plazmy zvysila 5x. Odezva by méla odpovidat koncentraci 250 uM.

4.2.5 Analyza vzorku na SIC

Po analyze na BI byl eluovany vitamin D, zachycen do zkumavky-ependorf.
Na piistroj byl napojen ventil, ktery umoznil eluci analytu do zkumavky, po ukonceni
promyvani sorbentu acetonitrilem, byl ventil oto¢en do polohy, kterda vyvod uzavfela.
Eluovany analyt byl pouzit pro dal$i detekci na SIC s kolonou Chromolith®
FastGradient 50x2mm RP-18e (Merck) s mobilni fazi 100% acetonitril a priutokem

0,6 ml/min, a nastiikem 20 upl. Analyza na SIC byla provedena z divodu ovéfeni,
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zda se podafilo z plazmy opravdu néjaky vitamin D, zachytit a nasledné i eluovat.

Analyza 50 pM naspikované plazmy vitaminem D,. Analyza probéhla za podminek,

viz Tabulka ¢. 9: Popis programu ¢. 2. Méfeni bylo provedeno pii 3 vinovych délkach:

325 nm, 265 nm a 290 nm.

Obrazek ¢. 32: Podrobna analyza 50 pM naspikované plazmy vitaminem Dj.
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Sipka oznaGuje oblast analyzovaného vitaminu Dy, po piedchozi analyze na BI.

V dalsich grafu je pik vitaminu D, zvétSen.

Graf zobrazuje podrobnou analyzu 50 uM naspikované plazmy vitaminem D».

Obrazek ¢. 33: Zobrazeni piku vitaminu D, z 50 pM naspikované plazmy.
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Po zvétseni je vidét, ze pii vinové délce 265 nm je absorbance piku vitaminu D,

0,024. To znamena, ze mald odezva vitaminu D, je po analyze metodou BI

prokazatelna.
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Analyza 5 pM naspikované plazmy vitaminem D;. Analyza na SIC prob¢hla

za podminek, viz Tabulka ¢. 17: Zména v programu ¢. 2 supravou V kroku ¢. 5

od ptivodniho programu.

Tabulka ¢. 17: Zména v programu ¢. 2.

Krok ¢.

Jednotka Prikaz

5. Pumpa Nasati 50 pl, rychlosti 5 ul/s

Obrazek ¢. 34: Podrobna analyza 5 uM naspikované plazmy vitaminem D».

Absarbance
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-0,2 Tda

290 nm
110 120 1z0 140 150 160

tas (s)

Sipka oznaCuje misto, ve kterém se nachazi pik vitaminu Dj. V dalsim grafu

je znazornéna podrobné&jsi analyza.

Obrazek ¢. 35: Zobrazeni piku vitaminu D; z 5 pM naspikované plazmy.
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0,015

325 nm
265 nm

290 nm
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Cas (s)

Pii vlnové délce 265 nm je absorbance piku vitaminu D, 0,046. Zvétseni odezvy

odpovida zvétseni davkovaného objemu z 20 pl na 50 pl.
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Analyza 5 pM pracovniho roztoku standardu vitaminu D, na Bl a jeho nasledna
analyza na SIC. Analyza na SIC byla provedena za podminek, viz Tabulka ¢. 17: Zména

v programu ¢. 2 s tpravou v kroku ¢. 5.

Obrazek ¢. 36: Analyza eluovaného standardu na SIC.

1
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c 04 e 325, 11T
<
_E 02 In'l.' — 255 N
= | — N 290 nm
i} | —
y
. 1'1 120 140 1ao 180 200
0z W
-0.4

Cas (s)
Sipka oznaduje misto, ve kterém se nachazi pik vitaminu D,. V dalsim grafu je

znazornéna podrobnéjsi analyza vitaminu D,

Obrazek ¢. 37: Podrobna analyza standardu na SIC.

0,13
0,11
0,09

0,07 325nm

265 nnm

Absorbance

0,05

0,03 \M

0,01

290 nm

150 155 160 165 170

Cas (s)
Absorbance piku vitaminu D; je pfi vinové délce 265 nm 0,112,

4.2.6 Stanoveni vytéZnosti metody
Absorbance vitaminu D, z naspikované plazmy je 0,046. Absorbance vitaminu D,
z pracovniho roztoku standardu je 0,112. Vytéznost metody = (vySka piku vzorku/vyska
piku vnitiniho standardu) * 100 %. Vytéznost = 0,046/0,112 * 100 % = 41,07 %.
Vytéznost metody je 41,07 %.
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5. Diskuze
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Velky vliv na prubéh analyzy ma druh pouzitého sorbentu. Vlastnosti sorbentu
ovliviuji jak analyzu, tak i funkénost celého systému. Pied provedenim extrakce touto
metodou je tieba dobie znat vlastnosti daného sorbentu a pouzivat pouze vodou smacivé
sorbenty. Spatné zvoleny sorbent se miZe rozptylit po Systému a piistroj zanaset.
Rozptyleny sorbent znesnadiluje, az znemoziuje provést analyzu a samoziejm¢ také
hrozi riziko poskozeni systému.

Faktory, které ovliviiuji fungovani celé analyzy, jsou nejenom typ sorbentu,
ale i prace s vybranym sorbentem, jeho aktivace, umisténi v priutokové cele (vytvoreni
tzv. mikrokolony) a stabilita vytvofené kolony béhem provedeného méfeni. Nizka
stabilita kolony béhem méfeni je zfejmé jednim z hlavnich didvodi netspésnosti
metody. Sorbent se uvoliuje, prochazi priutokovou celou a tim dochazi k ovlivnéni
vysledkti analyz pracovnich roztoki standardu a velké odezvy v prub&éhu méfeni

slepého roztoku (blanku).

Vysledky analyzy jednotlivych koncentraci pracovnich roztokl standardu vitaminu
D jsou ovlivnény pouzitim davkovaného objemu, pii malych davkovacich objemech

je efektivita metody mnohem nizsi, nez pii velkych davkovacich objemech.

Dalsim faktorem, ktery mize ovliviiovat prubéh analyzy, je pH nosného proudu.
Optimalni pH nosného proudu se pohybuje pfiblizné kolem 3. Roztoky s vyssim pH

neposkytuji efektivni extrakci.

Z dosazenych vysledki je patrmé, Ze metodu ovliviiyji jakékoli zmény
v podminkach provedené analyzy, z toho vyplyva, ze zkousena metoda je velice citliva

ke zménam podminek a je tedy malo robustni.
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6. Zaver
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V praci bylo prokézano, Ze nahrazeni mikrocastic v systému BI sorbentem z SPE
kolonek je mozné stejné jako technické spojeni dvou navzijem nezavislych metod.
Metodu SPE se podafilo miniaturizovat a zaroven automatizovat se vSemi Kroky,
které jsou nutné pro spravné provedeni metody SPE. Po analyze plazmy naspikové
vitaminem D mikrocasticovou analyzou byla provedena analyza na sekvenc¢ni injekéni
chromatografii. Z vysledkt vyplyva, Zze zkousena metoda je schopna ¢ast vitaminu D

extrahovat a nasledné je mozné provést chromatografickou separaci.

Metoda se jevi jako linearni pii stanoveni vySSich koncentraci v rozsahu 50-10
umol/l, korelaéni koeficient je 0,9993. U analyzy nizSich koncentraci v rozsahu 10-2,5
umol/l je korela¢ni koeficient 0,9939, coz je mozné stale povazovat za linearni odezvu
absorbance, ale u analyzy vitaminu D3 pro koncentrace vrozsahu 50-5 pmol/l
je korelaéni koeficient 0,9816, coz se za linearni odezvu povazovat neda. Divodem
neschopnosti presné uréit, zda je metoda linearni nebo ne, je nizkd opakovatelnost

analyzy. Nevyhodou je také nizky rozsah stanovenych koncentraci.

U analyzy blanku a nizkych koncentraci za podminek davkovani 100 pl
jsou velikosti odezvy hodné podobné. Z toho vyplyva, Zze se pravdépodobné jedna
0 odchylku méfeni a za téchto podminek neni mozné nizké koncentrace stanovit.
Pokud chceme stanovit niz§i koncentrace, je nutné pouzivat davkovaci objem

minimalné 500 pl.

Bylo provedeno manualni zpracovani metody SPE, které bylo tspésné a potvrdilo
spolehlivost metody, slozitost automatizace metody SPE spolehlivost metody
neprokazala. V praci bylo testovano 7 sorbenti, za vhodny sorbent pro systém spojeni

SPE a Bl muze byt oznacen pouze jeden HLB OASIS od firmy Waters.

Byla provedena optimalizace. Optimalni podminky pro analyzu jsou: analyzu
provést se sorbentem HLB OASIS, rozmichat (vytvofit suspenzi) cca 25 mg sorbentu
v3 ml 70% acetonitrilu (dojde k aktivaci sorbentu). Davkovany objem suspenze
sorbentu je 250 ul. Jako nosny proud pouzit ziedénou kyselinu octovou o pH 3,
davkovany objem nosného proudu pro promyti pratokové cely je 150 ul. Vzorek
po deproteinaci metanolem smichat se zfedénou kyselinou octovou v poméru 2:1
a davkovat objem 500 pl. Balast ze sorbentu je vymyt nosnym proudem 0 objemu
500 ul a analyt je eluovan 150 pl 100% acetonitrilu. Zminéné objemy jsou davkované

ze zasobnikl, pro vytlaceni do pritokové cely je nutny objem o 100 ul vétsi z diivodu
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vytlaceni celého obsahu aspirovaného objemu. Pro spravnou analyzu je nutné dodrzet
piesné potfadi provadénych krokt. Davkovani suspenze sorbentu do prutokové cely,
promyti cely nosnym proudem, davkovani vzorku, promyti sorbentu nosnym proudem,
promyti sorbentu elu¢nim ¢inidlem a odstranéni sorbentu do odpadu. Pritokova rychlost
analyzy se pohybuje mezi 10 - 30 pl/s, zalezi na fazi, ve které se analyza nachazi.
Nasavani objemil probiha pfi vyssi prutokové rychlosti. Davkovani do prutokové cely
probiha pii nizSich rychlostech z dtvodu leps$iho zachyceni sorbentu v cele, lepsiho
zachyceni vzorku na koloné a lepsiho promyti sorbentu. Hlavni vlnova délka

pfi detekovani spektrofotometrem je 267 nm.

Po analyze naspikované plazmy vitaminem D na BI bylo provedeno ovéteni
zkousené metody sekvencni injekéni chromatografii, diky této analyze byl ziskan tdaj

0 vytéznosti. Vytéznost systému je za optimalnich podminek 41,07 %.

Prace, ktera se Snazila o automatizaci, miniaturizaci a zrychleni SPE metody
ve spojeni s BI byla metodou experimentalni a §lo o prvni kroky ve vyvoji. V praci
je naznaceno, Ze uréitda moznost spojeni téchto dvou metod je mozna, ale je nutny dalsi
vyvoj. Z vysledku vytéznosti vyplyva, ze za stanovenych podminek a za soucasného
provedeni je metoda neefektivni. Navrhovala bych vyzkouset jiné moznosti spojeni

metod extrakénich s metodou BI, protoze potencidl spojeni téchto metod je velky.
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