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1 Uvod

Melatonin je hormon produkovany epifyzou s maximem sekrece v noci b&éhem
spanku, jehoz tvorba podléha vyrazné cirkadialni rytmicité a je inhibovana svétlem.
Je to derivat hydroxyindolu, obdobné jako serotonin, piresné¢ N-acetyl-5-
methoxytryptamin. Pro jeho fyziologické pusobeni, je podstatna jak methoxy
skupina na aromatickém jadru, tak i acetyl skupina vdzana na aminu postranniho
fetézce, indolové jadro naopak nezbytné neni a muze byt nahrazeno jinym
aromatickym jadrem, napf. naftalenem.

Melatonin byl poprvé isolovan v roce 1958 A. B. Lernerem™ a jeho kolegy
z hovézich epifyz , malych endokrinnich zlaz s tehdy jesté nerozpoznanou tlohou.
Od té doby byl melatonin nalezen ve vSech dosud zkoumanych Zivych organismech,
od jednobunééné moiské fasy Gonyaulaux polyedra az po vyssi rostliny, napf.
merlik 1ékafsky, bazobratlé Zivocichy, jako jsou plo§ténky, a oratlovce-plazy, ptaky
i savce, vcetné Cloveéka. Melatonin byl tedy béhem vyvoje druhl zakonzervovan.
Podstatné je, ze u vSech zivych organismu, at’ uz jsou aktivni ve dne jako ¢lovek, ¢i
v noci jako mali hlodavei, se melatonin tvoii vyhradné v noci, je to tedy jakysi
signal noci, ktery predava do organismu informaci o denni dob&"!" Denni rytmus
V tvorbé je pohdnén rytmem v aktivit¢ enzymu arylalkylamin N-acetyltransferazy,
ktery katalizuje acetylaci serotoninu na N-acetylserotonin, prekursor melatoninu
(aktivita tohoto enzymu v epifyze potkana je napf. v noci az stonasobné i mnohem
vyS$$i nez ve dne). Tento robustni rytmus je fizen biologickymi hodinami, které se
nachazeji v mozku ve dvou shlucich nervovych bunék ulozenych blizko k¥izeni, tj.
chiasmatu, optickych drah a nazyvan proto suprachiastmaticka jadra. K 24-
hodinovému dnu jsou biologické hodiny a tudiz i rytmicka tvorba melatoninu
synchronizovany pravidelnym stfidanim svétla a tmy, zejména svétlou periodou
dne.

Melatoninovy signal, tj. vysoka hladina v télnich tekutinach v noci, nepfenasi
pouze signal o denni dobé¢, ale téz o délce dne, tj. o rocni sezéné.Je tudiz soucasti
fizeni denniho i roéniho programu savc¢iho organismu.

Vysoka no¢ni hladina melatoninu v krvi se pohybuje fadové v koncentraci 10™°
M, Ize tedy predpokladat, Ze melatonin bude fyziologicky pusobit pfi takto nizkych

hladinach. Tomu odpovidaji i hodnoty nalezenych disociacnich konstant pro vazbu
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melatoninu na vysoce afinitni receptory na povrchu bunék, a to v rozmezi 10" az
10" M™!. Tyto melatoninové receptory byly u savci nalezeny piimo v biologickych
hodinach v suprachiasmatickych jadrech, kde navazany melatonin mtze ovliviiovat
ro¢ni cykly, napt. v reprodukéni aktivité, a sporadicky v riznych ¢astech mozku
Vv zavislosti na zivo¢isném druhu. Mimo mozek byly u savct tyto receptory nalezeny
i v o¢ni sitnici, kde se melatonin téZ tvofi, a dale v cévach, sleziné a ledvinach.

Kromé¢ vySe zminénych chronobiologickych ucinkl, které jsou zfejmé
zprostfedkovany vazbou melatoninu na specifické receptory, se melatonin pfipisuje
jesté cetné dalSi pusobeni, které neni vétSinou jeSté probadano u lidi a jen
nedostate¢né u savcl. Melatonin tdajné plisobi proti nadorovému bujeni a starnuti.
Tento G¢inek, pokud by byl skuteéné dostate¢né prokazan, by mohl souviset se
schopnosti melatoninu zbavovat organismus volnych radikald s nesparovanym
valen¢nim elektronem, které mohou dlouhodobé poskozovat velké molekuly jako
jsou napt. bilkoviny nebo nukleové kyseliny. Tento ,,Cistici“ G¢inek melatoninu by
se vSak zfejm¢ mohl projevovat jen pii farmakologickych davkach. Ani posilujici
ucinek melatoninu na uméle zeslabeny imunitni systém savct nebyl zcela jesté
provéfen. Ostatni G¢inky pfipisované melatoninu, napf. zvySeni sexualni potence,
zabranéni poceti, prodlouzeni délky zivota, ochrana kardiovaskularnimi
onemocnénimi apod. jsou zatim spiSe vyslovenym pfanim nez vysledkem hlubokého
badani.

V soucasné dobé je mozné odpoveédné prohlasit pouze to, Ze melatonin plisobi
jako chronobiotikum.

Podstatou mé bakalaiské prace bylo izolovat hlavni metabolit melatoninu- 6-
sulfatoxymelatoninu (SaMT) extrakci na pevné fazi (SPE) a nasledné detekovat

SaMT metodou HPLC s fluoroscenéni detekci.



2 INDOLOVE SLOUCENINY- TRYPTOFAN

Jedna se o heterocyklické aminoslouéeniny, jejichz zaklad struktury je tvofen
indolovym kruhem slozenym z benzenového jadra spojeného s péticlennym kruhem

obsahujicim dusik®®..

2.1 Metabolismus tryptofanu
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Tryptofan je jednim z prekurzorti vyznamnych biologicky aktivnich
latek. Metabolismus tryptofanu probiha pies 3-hydroxyantranilovou kyselinu a
cestou indolovych derivati, ktera dava vzniknout dvéma vyznamnym biogennim

aminim: tryptaminu (indol-3-ethylaminu) a serotoninu (5-hydroxytryptaminu)
[34]



Serotonin je neurotransmiterem v mozku i perifernich tkanich a funguje
téZ jako lokalni hormon. Tvofi se hydroxylaci a dekarboxylaci z tryptofanu a
jeho sekrece podléha cirkadidlnimu rytmu s nartstem v prabéhu v noci.
Serotonin se podili na piijmu potravy, regulaci krevniho tlaku a také ma
vazokonstrikéni G¢inky. Dale ma vliv na védomi, spanek, smyslové vniméni a

téZz motorickou aktivitu.
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Pomoci enzymu monoaminooxidazy (MAO-A) a aldehyddehydrogenazy
je serotonin inaktivovan a v podobé kyseliny 5-hydroxyindoloctové vylu¢ovan

moc¢i. Meéfeni mocové exkrece 5-hydroxyindoloctové kyseliny se vyuziva
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k diagnostice karcinoidu (patologické,pfesahuje-li mnozstvi 8 umol (15mg) za
den) %) Na udrzeni ¢innosti CNS se té2 podili i tryptamin.

Serotonin je prekurzorem dal§iho vyznamného metabolitu tryptofanu -
melatoninu (N-acetyl-5-methoxytryptaminu). Melatonin je pomoci metabolické
aktivity enzymu arylalkylamin N-acetyltransferazy syntetizovan acetylaci ze
6-
N-

serotoninu. Metabolismus melatoninu podléha hydroxylaci za tvorby
hydroxymelatoninu (6-HaMT) a také demethylaci, pii které se tvoii
acetylserotonin (NAS).

je

vyhodnéjsi jeho stanoveni pomoci méfeni jeho hlavniho metabolitu 6-

Z dtvodi nizkych fyziologickych hladin (pg/ml) melatoninu,

sulfatoxymelatoninu (SaMT) v mo¢i. 6-sulfatoxymelatonin slouzi jako hlavni

ukazatel mnoZstvi melatoninu tvofeného epifyzou [,
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3 PREDUPRAVA VZORKU PRI ANALYZE
BIOLOGICKEHO MATERIALU

Pti analyze biologického materialu je nutna prediprava vzorkd, nebot’ se jedna 0
slozity systém obsahujici velké mnozstvi vysokomolekuldrnich, ale i
nizkomolekularnich latek. Sledované analyty jsou ve vzorcich obsazeny v malych
mnozstvich (ppb-ppm), a aby mohly byt dale analyzovany, at’ uz pro identifikaci ¢i
kvantifikaci, je nutna jejich co nejiplnéjsi izolace z matrice. Cilem izolace je tedy
upravit vzorek do formy vhodné pro naslednou analyzu latky.Ve vétSiné pripadu je
nutné, vzhledem k detekénimu limitu dostupné analytické instrumentace , sledovany
analyt zaroven zakoncentrovat. Pfi upravé vzorku je tfeba brat v tivahu i stabilitu
analytd, tj. jejich sklon k degradaci (tepelné, chemické, enzymatické apod.). Pfi

uprave biologickych vzorki se ve vétsing ptipadi pouziva:

1) Extrakce z kapaliny do kapaliny (liquid-liquid extrakce, LLE)

2) Extrakce na pevnych fazich (solid phase extraction, SPE)

Uprava vzorku (extrakce) pred samotnym stanovenim sledovaného
analytu je nejdalezitéjsi ukon, ktery vede ke kone¢nému zjisténi obsahu latky
v matrici. Idealni extrakéni metoda by méla byt rychla, levna a nenaro¢na na
provedeni. M¢la by poskytovat dostatecny a reprodukovatelny vytézek
sledovanych analytll bez jejich ztraty a degradace a dale by méle poskytovat
extrakt ihned pouZitelny k analyze bez dalSich koncentracnich a Cdisticich
krokti.Jak vyplynulo ze statistického vyzkumu, ktery provadél casopis LC/GC
vroce 1991, na pfipravu vzorku a zpracovéni dat se spotiebuje pfiblizné 85%
¢asu spojeného s chromatografickou analyzoum]. Proto je tieba tomuto kroku

vénovat odpovidajici pozornost.
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3.1 SPE-extrakce na pevné fazi
Podstata

SPE se sklada zpfivedeni kapalného nebo plynného zkouseného vzorku
(roztoku) do kontaktu se sorbentem, v disledku ¢ehoZ je analyt selektivné
adsorbovan na povrch pevné faze. Nasleduje oddéleni sorbentu od roztoku a
pfidani dalsich rozpoustédel (kapalnych nebo pevnych) s riiznou funkci. Prvni
rozpoustédlo v poradi ma funkci promyvaci a jeho tukolem je odstranit
adsorbované slozky matrice, zatimco druhé, eluéni rozpoustédlo zptsobuje

selektivni desorpci analytu!®,

SPE je technika , ve které se analyt sorbuje na tuhou fazi z faze kapalné.
Interakce analytu s tuhou fazi musi byt silnéjs$i neZ s fazi kapalnou, ve které je
analyt rozpustén.

SPE je nejcastéji pouzivana pti zpracovani kapalnych vzorkd, predevsim
pro extrakci stfedné tékavych a netékavych latek, jejich zakoncentrovani a
odstranéni nezadoucich latek, ruSicich nasledna analytickda stanoveni. Po
extrakei na tuhou fazi je analyt v roztoku, obsahuje minimum interferujicich

latek a je v dostatecné koncentraci.

3.1.1 Vyhody SPE oproti LLE

Extrakce na pevné fazi (SPE) je stile vice a vice pouzivana technika
k ptipravé vzorki, divodem je Siroka fada vysoce kvalitnich a nyni bé&zné
dostupnych materiald. Pii pouziti SPE se 1ze vyhnout fadé problémd, které jsou
jiz tradiéné spojovany s dal$i metodou pfipravy vzorkl, s extrakci kapalina-
kapalina (LLE).
organickych rozpoustédel , ktera jsou Casto fazena mezi latky jedovaté, nicici
ozonovou vrstvu, ale i jinak nebezpecné.

SPE umoznuje automatizaci celého postupu a tim lze dosdhnout
pozadovaného vysledku snadno a rychle. A v neposledni fadé, regenerace SPE

kolonky dovoluje opétovné pouziti,éimz klesa i cena procesu.
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LLE vyzaduje drahé specialni laboratorni sklo a automatizace procesu je
zde obtizn¢ proveditelna a tim i ¢asova narocnost je podstatné vyssi. Mezi dalsi

nevyhodu LLE patii tvorba emulzi a nizka citlivost.

3.1.2 Pribéh SPE
Cely proces SPE se dély do péti po sob¢ jdoucich krokd:
Aktivace sorbentu (wetting)
Uprava sorbentu (conditioning)
Aplikace vzorku (adsorption)

Promyvani sorbentu (washing)

vV V. V V VYV

Uvolnéni analytu (elution)

1. Aktivace sorbentu

Aktivace sorbentu se provadi pro zajiSténi maximalniho vzajemného
kontaktu mezi kapalnou a pevnou fazi pfi adsorpci. Pfi zvlhéeni vhodnym
rozpoustédlem jsou vazané alkylové fetézce sorbentu solvatovany, coz zlepsuje
podminky adsopce. Nedostate¢né provedeni az vynechani tohoto kroku vede k e
snizeni vytéznosti.

Podle druhu sorbentu se voli vhodné rozpoustédlo. Pro normalni fazi se
obvykle vyuziva nepolarniho rozpoustédla. U nepolarnich a iontoménicovych

sorbentll je vhodné pouzit s vodou misitelné rozpoustédla (napt. methanol).

2. Uprava sorbentu

Princip Upravy sorbentu spocivd v odstranéni nadbytku aktivacniho
rozpoustédla a piiprava sorbentu pro naslednou adsorpci analytu.

U reverznich fazi se jako promyvaci rozpoustédlo pouziva voda nebo
vodny roztok pufru, u iontoménicového sorbentu lze pouzit pufr o pH, pfi

kterém se vyskytuji vazané funkéni skupiny a analyt s opaénym nabojem.
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Normalni faze jsou obvykle promyvany organickymi rozpoustédly, v kterych je
dany vzorek rozpustén.
Pokud dojde k vysuSeni sorbentu pted tim nez je aplikovan vzorek, je

nutné opé€t zopakovat promyti sorbentu.

3. Aplikace vzorku-adsorpce

Pii prichodu zkoumaného roztoku sorbentem dochazi k zadrzovani
stanovované latky na sorbentu. Pfiméfeny pruchod roztoku vzorku skrz
extrakéni kolonku Ize optimalizovat pomoci vakua nebo pozitivniho tlaku.
Stupent pritoku ma ur¢ity vliv na zadrzovani ur¢itych sloucenin ve vzorku.
Obecné zvySeni pratoku nad urcitou kritickou hodnotu mé za nésledek pokles
zlomového objemu ( vyjadiuje maximalni mnozstvi vzorku, které muze byt
aplikovano na kolonku nez dojde k saturaci sorbentu a vymyti analytu®™), nizsi
vytéznost a eluéni objem. Pritok rozpoustédla kolonkou je ovlivnén jejim
vybérem. Obvykle by stupefi pritoku u iontoménic¢ové faze nemél piesahovat 2
ml/min a pro ostatni SPE faze se uvadi 5 ml/min. U diskt rychlost pritoku lze
byt az 50 ml/min.

sxr

Nejvhodnéjsi je odkapavaci zpisob pritoku, pokud faktorem neni Cas.

4. Promyvani sorbentu

Pfi promyvani sorbentu je pozadovano, aby analyt zistal absorbovan a
nezadouci slozky matrice byly vhodnym rozpoustédlem odstranény. Jako
rozpoustédlo 1ze pouzit ten samy roztok, ve kterém je rozpustén vzorek nebo jiné
rozpoustédlo, které nebude odstraiiovat poZzadované slouceniny.

Obvykly objem promyvaciho roztoku se voli tak, aby neptesahoval
celkovy objem extrakéni kolonky a u SPE diskd se objem pohybuje v rozmezi
5-10 ml.

5. Eluce
Eluce je poslednim krokem kompletni SPE metody. Ma za ukol uvolnéni

analytu z pevné faze eluci analytu za pouziti vhodného rozpoustédla.
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U elucniho rozpoustédla je nutna jeho dostate¢na eluotropni sila, ktera
zpusobi rozruSeni vazby analyt — sorbent. Rovnéz objem rozpoustédla musi
stacit k uvolnéni celého mnozstvi analytu ze sorbentu™. Pfi pouziti mensiho
objemu eluéniho rozpoustédla, nez byl pivodni objem vzorku naneseny na

[10]

sorbent, umozni zkoncentrovani stanovované latky* . Pomér objeml vzorkl

(V1) a elu¢ni faze (V,) nam udava koncentracni faktor f.

Tab.1 Charakteristika bézné pouzivanych rozpoustédel v SPE

polarita rozpoustédlo | misitelnost
s vodou
nepolarni silna slaba hexan ne
d prevracena | normalni isooktan ne
J faze faze chloroform ne
) 0 J dichlormethan ne
! 0 J tetrahydrofuran | ano
! 1 i) diethyl eter ne
! 0 ! ethyl acetat mirné
i 0 ! aceton ano
f 4 l acetonitril ano
. 4 ! isopropylalkohol |ano
methanol ano
polérni Slabé Silni’l
voda ano
prevracena normalni
f' s kyselina octova |ano
aze aze

3.1.3 Hlavni interakce v pribéhu SPE

P1i extrakci na pevnych fazich se mohou vyskytovat rizné interakce mezi

analytem a sorbentem, analytem a slozkami matrice nebo mezi matrici a

-14 -



sorbentem'®). Je vyhodné posilit interakce analyt-sorbent, zatimco interakce
analyt-matrice a matrice sorbent potlaéit[g].

Ziedénim roztoku, deproteinizaci nebo filtraci se dosahne sniZeni
nezadoucich interakci. Zménou pH nebo polarity zkousené¢ho roztoku se posili
adsorpce. ZvySenim polarity adsorp¢niho prostiedi se zlepsi vazba nepoldrni
slouCeniny na nepolarni sorbent a sniZzenim polarity adsorp¢niho prostiedi
napomahd k vazb& polarni slouceniny na polarni sorbent’®. Eluce zpravidla
vyzaduje opa¢né podminky, nez které vyzaduje adsorpce. To znamena, kdyz
adsorpce analytu probyha v prostfedi o vysoké polarité, snizenim polarity se
usnadni eluce. K roztrzeni vazebnych sil analyt-sorbent a uvolnéni analytu
z pevné faze zajistuje eluéni rozpoustédlo, které se zpravidla voli na zakladé
jeho eluotropni sily a sloucitelnosti s naslednou analytickou metodou napf. u
HPLC, eluotropni sila rozpoustédla by mela byt mensi nebo rovna sile pouzité
mobilni faze®. U iontom&nicové pevné faze se dosdhne uvolnéni analytu
zvySenim iontové sily rozpoustédla nebo zménou pH, coz zpisobi, ze skupiny
slabych elektrolyt, které jsou vazané na sorbentu pfestanou byt nabité.
Disperzni sily ptsobici na analyt na nepolarnim sorbentu se ptrerusi pisobenim
nepolarniho rozpoustédla.

Lze konstatovat, Ze provedeni SPE je pomérné komplikovana zalezitost,
ktera vyzaduje dikladnou optimalizaci jednotlivych krokt, hlavné adsorpce a

eluce'®.

Prehled hlavnich interakcnich mechanismii v zavislosti na druhu pouzité

pevné faze:

1) Obracena faze
(polarni kapalna faze, nepolarni modifikovana faze)
Hydrofobni interakce:
e nepolarni-nepolarni interakce
e van der Waalsovy nebo disperzni sily

(jedna se o slabé sily,zvySeni se projevi v polarnim prostiedi)

-15-



2) Normalni faze

(nepolarni kapalna faze, polarni modifikovana faze)

Hydprofilni interakce:
polarni-polarni interakce
vodikové vazby

n-1 interakce
dipol-dipol interakce

dipol-indukovany dipol interakce

3) lontovyménna faze

Elektrostaticke sily

pfitazlivost mezi nabitymi skupinami slouceniny-nabitymi skupinami
povrchu sorbentu

(k potlaceni dochazi zménou pH nebo pfidanim kompetitivniho iontu do

roztoku)

4) Adsorpce

interakce slouc¢enin s nemodifikovanymi materialy

3.1.4 Prehled druhi sorbenti v SPE

Nejdilezitéjsim krokem SPE je volba spravného sorbentu. Pred vybérem

je tieba zjistit co nejvice dat o vzorku, to znamena:

Chemicka povaha stanovované latky- jeji funkéni skupiny, schopnost
ionizace, rozpustnost

Vlastnosti matrice- pH, iontova sila, vodna nebo organicka povaha
matrice

Koncentrace analytu ve vzorku

Mez detekce a citlivosti

Stupen koncentrace a cistoty, které je potfeba dosahnout

Na zakladé¢ téchto znalosti Ize zvolit typ faze a velikost kolonky.
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Mechanismus retence v SPE je stejny jako v kapalinové chromatografii, a
proto i pouzivané sorbenty jsou velice podobné. Pouzivaji se:

1. reverzni faze — uhlikové,polymerni,na bazi silikagelu

2. normalni faze

3. iontové vyménné faze
a cela fada dalSich sorbentd.

Jednotlivé druhy sorbentli se mezi sebou mohou kombinovat.

1. Reverzni faze
Organickéd rozpusténa latka je adsorbovana z polarni faze na nepolarni
sorbent. K eluci se vyuzivaji organicka rozpoustédla (napf. methanol).
a) Uhlikové sorbenty
e aktivni uhlik, vyznacujici se vysokou sorpcni kapacitou a
termalni stabilitou
e porézni a grafitovy uhlik
o uhlikové pryskyfice
Uhlikovy povrch se skladd z atomd v hexagonalni kruhové struktufe,
vzajemné propojenych a navrstvenych v grafitovych plochach.
Hexagonalni kruhova struktura je siln¢ selektivni pro planarni aromatické
nebo hexagonalni kruhové molekuly. Zadrzovani analytu je spiSe zavislé
na jeho struktufe (tvar a velikost) nez na interakcich funkcnich skupin

analytu s povrchem sorbentu.

b) Polymérni sorbenty
Radi se vedle fazi vazanych na SiO, mezi nejvice pouzivané.

e Styren-divinylbenzen kopolymerové pryskyfice ( ST-DVB)
se pouzivaji k extrakei relativné€ lipofilnich, ale ve vodé rozpustnych
organickych sloucenin. ST-DVB Ize také pouzivat ve smesi
s akrylatovymi pryskyFicemi, které se vyznacuji vyssi polaritou a tudiz

vys$$i afinitou pro polarni slouceniny.
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Mezi dalsi polymémni sorbenty Ize zafadit 1 polyuretanové,

polypropylenové a polytetrafluorethylenové faze.

¢) Faze vazané na SiO;

Patii mezi nejvice pouzivané sorbenty. Obsahuji alkylové nebo arylové
skupiny substitovaného silanolu vazaného k silikagelovému zakladu.
Vyhodou je vysoka kapacita a casté pouziti v HPLC kolonach, coz tvoii

kompatibilitu mezi SPE kolonkou a HPLC kolonkou.

Priklady SPE Discovery na obracenych fazich

SPE kolonky se silikagelem DISCOVERY jsou uréeny pro aplikace
z oblasti farmacie, biochemie, analyzy potravin, analyz zivotniho prostiedi,

petrochemie a agrochemie.

DSC-18
Polymerné vazana oktadecylova faze, (18% C), endcappovana.
Vysoké procento vazaného uhliku zvysuje sorpcni kapacitu a zarucuje zvySené

vytézky. Pouziva se pro analyzy organickych latek z vodnych matric.

DSC-18Lt

Monomerné vazana oktadecylova faze, (11% C), endcappovana. Nizké
procento vazaného uhliku zvysSuje retenci slabé polarnich hydrofobnich molekul.
Zaroven snizuje retenci velkych hydrofobnich molekul, které jsou zadrzovany na
bézné fazi CI8 piili§ siln€. Sorbent nabizi celou fadu novych moZnosti
predevSim v analyzach biologickych dostupnosti, kdy selektivné separuje

jednotlivé metabolity. Nizsi retence zrychluje tento pfedseparacni krok.

DSC-8
Monomerné vazana oktylova faze, (9% C), endcappovana. Pro eluci 1ze
nasledné¢ pouzit slabsi organickd rozpoustédla vniz§i koncentraci nebo

anorganické pufry s odpovidajici iontovou silou.
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DSC-Ph
Monomerné vazana fenylova faze, (7% c), endcappovand. Polarita je
podobna jako u faze oktylové. Pti retencich se uplatiiuji specifické vlastnosti

aromatického cyklu a tedy i zvySena afinita sorbentu pro aromatické molekuly.

DSC-CN

Monomerné vazana kyanopropylova faze, (7% C), endcappovana. Faze
je s vyhodou pouzivana ve dvou modech, tedy jako normalni i obracena faze.
Jako obréacena faze se pouziva pro predseparace siln¢ hydrofobnich latek, které

jsou na jinych sorbentech zadrzovany pfilis silné.

DPA-6S

Polyamidova pryskyfice. Pouziva se pro sorpci polarnich latek, které
obsahuji OH skupiny (fenoly), ale i celou fadu pfirodnich latek (taniny,
chlorofyl, huminové kyseliny, farmakologicky aktivni terpenoidy, flavonoidy,

kyselina gallové, aromatické karboxylové kyseliny apod.).

Priklady SPE Supelclean ENVI obracené fiaze

SPE kolonky Supelclean s ozna¢enim ENVI byly specialné vyvinuty a
testovany pro aplikace z oblasti zivotniho prostfedi podle pozadavkii US EPA.

ENVI-18
Polymerné vazana oktadecylova faze , (18% c), endcappovana. Vysoké
procento vazaného uhliku zvySuje sorpéni kapacitu a zaroven zarucuje lepsi

stabilitu sorbentu pfi praci v extrémnich podminkéach pH.

ENVI-8

Monomerné vazana oktylova faze, (14% c),m encappovana.
Hisep

Je hydrofobni nosi¢, pokryty hydrofilnim polymerem. Porézni polymer
zabranuje adsorpci velkych nezadoucich molekul do silikatového povrchu.Do
porit v polymeru mohou vnikat pouze malé hydrofobni molekuly, napt. 1éCiva,

zatim co velké interferujici molekuly, napft. proteiny, nejsou zachyceny.
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Supelclean grafitizovany neporézni uhlik
ENVI-Carb — plocha specifického povrchu 100 m?/g
ENVI-Carb C - plocha specifického povrchu 10 m/g
ENVI-Carb X - plocha specifického povrchu 250 m?/g
ENVI-Carb Y - plocha specifického povrchu 25 m%/g

Neporézni struktura uhlikové faze umoziuje rychlé analyzy.

ENVI-Chrom P

Styren/divinylbenzenovy kopolymer, vysoce zesitovany, s velikosti
Castic 80-160 um. Faze je pouzivana i jako adsorbent. Vysoce rezistentni
k extrémnim hodnotdm pH. Nejcast&ji se pouziva k extrakcim aromatickych a

fenolickych latek.

ENVI-Florisil
Kiemicitan hotfecnaty, vysoce polarni materidl siln¢ adsorbuje polarni

latky z nepolarnich matric.

LC-18 — polymerné vazana oktadecylova faze, (10% C)
LC-8 — monomerné vazana oktylova faze, (9% C)
LC-4 — endcappovana, méné hydrofobni nez LC-18 a LC-8

LC-Ph — monomerné vazana fenylova faze, (5,5% C)

2. Normalni faze

Slouzi k extrakci polarnich sloucenin rozpusténych v nepolarnim
rozpoustédle pomoci adsorpce na polarni sorbent. Rozpoustédlo k uvolnéni
analytu z pevné faze je obvykle vice polarni nez analyt, s vyssi eluéni silou. Pro
SPE na normalnich fazich se pouzivaji aminopropilové, kyanopropylové a

propyldiolové fazel,
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Piehled SPE Discovery normalni faze

DSC-Si
Nemodifikovany kysele prany silikagel patii mezi nejpolarnéjsi sorbent
pouzivany jako normalni faze. Pouziva se pro separace strukturné¢ podobnych

molekul postupnou eluci rozpoustédly se stoupajici polaritou.

DSC-Diol
Polymerné vazany 2,3 dihydroxypropoxypropyl (7% C). Je to polarni
sorbent , velmi Casto pouzivana stacionarni faze, u které se s vyhodou vyuziva

tvorby vodikovych mustki.

DSC-CN

Monomerné vazana kyanopropylova faze (7% C), endcappovana.Faze je
s vyhodou pouzivana ve dvou modech, tedy jako normalni i obracena faze. Jako
normdlni faze je pouzivana pro analyty, které jsou na fazich diolovych a na

silikagelu zadrzovany pfilis silné.
DSC-NH;
Polymerné véazany aminopropyl. Faze je téZ pouZivana i jako slaby

ionex.Faze je velmi polarni s moZnosti tvorby vodikovych miistkt.

Prehled SPE Supelclean normalni faze

LC-CN, LC-Diol, LC-NH;

3. Iontoménicové sorbenty

Umoziuji  selektivni  extrakei  sloucenin s nébojem[gl. Hlavni
mechanismus extrakce analytu z matrice je zaloZzen na vysokoenergetické
iontové interakci se sorbentem. Polarni slougeniny proto mohou byt extrahovany

z vody a z polarnich organickych rozpoustédel.
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Pii extrakci je pH na takové hodnoté, pii niz je molekula analytu
ionizovana. Analyt je adsorbovan na opa¢né nabité skupiny sorbentu. Zménou
pH dochazi k eluci, ¢imz skupiny pfestanou byt nabité a umozni uvolnéni latky

z pevné faze. Dalsi moznosti eluce je zvySeni sily kompetitivniho iontu®.

V zavislosti na podminkach ionizace se iontoméni¢ové sorbenty déli do
dvou skupin:
a) Silné iontoméniée: vyménna mista jsou ionizovana pii kazdém pH.
b) Slabé iontoménice: jejich ionizace je na pH zavisla.
Slabé iontoménice se pouzivaji tehdy, kdyz je analyt, tak mocné piitahovan
k silnému iontoménici, Ze eluce neni mozna.
Podle druhu ménéného iontu se iontoméniCové sorbenty rozliSuji do
dvou typu:
a) Katexy: silné obsahuji sulfonovou skupinu, slabé pak skupinu
karboxylovou.
b) Anexy: silné obsahuji kvartérni aminovou skupinu, slabé sekundarni
aminovou nebo aminopropylovou skupinu.
Vysoka selektivita iontoméniCovych sorbentll je dana Sirokou Skalou
dostupnych materialti. Selektivita je ovlivnéna pH, iontovou silou a prﬁtokem[lo].
V mé praktické casti jsem SPE provadéla na iontoménicovém sorbentu,

konkrétné na koloné LC-SAX.

Prehled SPE Supelclean iontoménicu

Anexy:
LC-SAX

Sklada se z alifatické kvartérni amino skupiny vazané na silikdtovém
povrchu. Kvartérni amino skupina je silnd baze a vyskytuje se jako positivné
nabity kation, ktery vyméiuje nebo pfitahuje aniontové skupiny v roztoku —
odtud termin silny anion méni¢ (SAX- strong anion exchanger). pKa kvartérniho
aminu je velmi vysoké (vy$si nez 14), coz zpisobuje, Ze ve vodném roztoku jsou
vazané funkéni skupiny nabity pfi kazdé hodnoté pH. LC-SAX se tedy pouziva
k izolaci silnych aniontd (velmi nizké pKa, <1) nebo slabych aniontl (stfedné

nizké pKa, >2) zroztoku o takovém pH, pii kterém analyt nese naboj. Pfi

-22 -



extrakci kyselych aniontii, pH roztoku musi byt o dvé jednotky vyssi, nez pKa,
pii kterém dany analyt nese naboj. Zkoumany analyt je v mnoha pfipadech silné
nebo slabé kysely. Z divodu tak silnych vznikajicich vazeb, LC-SAX se
k extrakci silnych aniontd pouZiva jen tehdy, kdyz nasledna eluce silného
aniontu neni vyZadovana. Slabé anionty lze izolovat z LC-SAX, protoze je lze
eluovat pomoci kyselého roztoku o pH, pfi kterém jsou slabé anionty
zneutralizovany (o dvé jednotky pH nize nez jeho pKa).

Pro eluci silnych aniontovych skupin se pouziva kolona LC-NH,,

LC-NH;

Vyuziva se hlavné pfi SPE na normadlni fazi, ale 1ze i pouzit jako slaby
iontoméni¢ (WAX — weak anion exchanger) pii extrakci z vodnych roztoka.
Sklada se z alifatické aminopropylové skupiny vazané k silikdtovému povrchu.
pKa primarni amino funkéni skupiny je kolem 9,8. Jako anex lze LC-NH, pouzit
pouze Vv pripadé€, ze extrakce probiha z roztokd o pH alespon o dvé jednotky
nizsi nez 9,8. pH opét musi mit takovou hodnotu, pfi které aniontové skupiny
analytu nesou naboj. LC-NH; se tedy pouziva k izolaci jak silnych, tak slabych
aniontl, protoze funkéni amino skupina na silikaitovém povrchu mize byt

zneutralizovana a anionty eluovany.

Katexy:
LC-SCX

Sklada se z kyselé alifatické skupiny ( napf. kyselina benzensulfonova )
vazané na silikatovy povrch. Sulfonovéd skupina je siln¢ kyseld (pKa <1) a
pfitahuje nebo vyménuje skupiny kationtli v roztoku — od tud termin silny kation
méni¢ (SCX-strong cation exchanger). Vazana funkéni skupina nese naboj
Vv celém rozmezi pH, proto 1ze izolovat silné nebo slabé kationty, pokud pH
roztoku odpovida pH, ve kterém analyt nese naboj. Pro eluci silnych kationtti se
musi pouzit LC-WCX.

LC-SCX ma nejvetsi vyuziti v extrakcei silnych nebo slabych bazi.
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LC-WCX

Sklada se z kyselé alifatické karboxylové skupiny ( napt. karbyxypropyl )
vazané na silikatovy povrch. pKa ma kolem 4,8 , v roztoku bude negativné
nabita pii pH, které je alespoil o dvé jednotky vy$si nez tato hodnota. LC-WCX
se tedy vyuziva kizolaci a eluci slabych i silnych kationtli, protoze kysela

karboxylova funk¢ni skupina mize byt zneutralizovana a kation eluovan.

Piehled SPE Discovery iontové vyménné faze

DSC-NH;

Polymerné véazany aminopropyl. Faze je s vyhodou pouzivana ve dvou
modech, tedy jako normalni faze nebo slaby ionex. Chova se jako slaby anex
spKa 9,8. Pfi pH 7,8 nebo niz§im je funkcni skupina pozitivné nabita. Jako
slaby ionex je s vyhodou pouzivana pro silné anionty, které jsou na silnych

anexech zadrzovany pfilis silné.

DSC-SAX
Polymerné vazany kvartérni amin. Pouziva se pro extrakci slabych
aniontl, jako jsou tfeba karboxylové kyseliny, které nejsou na slabych anexech

zadrzovany dostatecné.

DSC-WCX

Polymerné vazany karboxypropyl. Chova se jako slaby katex s pKa 4,8.
Pti pH 6,8 nebo vyssim je funkéni skupina negativné nabita. Nejcastéji se
pouziva pro silné kationty, které jsou na silnych katexech zadrzovany prilis

silné.
DSC-SCX

Polymerné vazana kyselina benzensulfonova. Chové se jako silny katex

spKa<1,0.
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4. Ostatni sorbenty

a)

b)

c)

3.15

Sorbenty s atomem kovu

Atom kovu je imobilizovan v polymernim nebo silikagelovém sorbentu
pomoci kovalentni vazby mezi funkénimi skupinami sorbentu a
vnitinimi orbitaly kovu. Ostatni volné orbitaly vazi ligandy z mobilni
faze. Analyt je uvolnén z vazby zménou pH nebo pfitomnosti takového
ligandu v mobilni fazi, ktery vytvéaii s atomem kovu pevngjsi vazbu*.
Sorbenty zaloZené na rozpoznani molekul

Na zékladu tvofeném SiO; maji kovalentni vazbou vazany protilatky.
SmiSend a vicezpiisobova SPE

Jedna se pouze o splsob uspofadani, nikoliv o druh sorbentu.

- SmiSené sorbenty disponuji jak nepolarnimi, tak i iontoménicovymi
funk¢énimi skupinami. Analyt je zadrzovan na pevné fazi ob&éma
mechanismy.

- Vicezptsobova SPE pouziva dvou nebo vice pevnych fazi najednou.
10]

Ucelem je zlepsit vycisténi vzorkul

Konstrukce a dopliiky pro SPE

Kapalny vzorek prochazi SPE kolonou plsobenim rtznych sil, které

zavisi na dané konstrukci pouzitého pfistroje. Zatizeni pro provedeni SPE se

vzorktl najednou.

1. Jednoduchy kolonovy procesor

Kapalny vzorek je vpraven na SPE kolonku a volné protéka skrz sorbent

nebo pomoci stiikatky napojené pies adapter na SPE kolonku se vytvofi

dostate¢ny pozitivni tlak, jehoz silou kapalina prochazi skrz kolonku. Pozitvni

tlak Ize ziskat pomoci vzduchu nebo dusiku.

-25-



2. Vakuova nadoba s gumovou zatkou

SPE kolonka se vzorkem je napojena pfes gumovou zatku na vakuovou
nadobu, ktera pomoci vakua nasava vzorek skrz kolonku. Vzorek je jiman do
zkumavky umisténé ve vakuové nadobé.
3. Centrifuga

SPE kolonka se vzorkem je umisténa do zkumavky, ktera je vpravena do
centrifugy. Pomoci sil vznikajicich rotaci vzorek prochdzi skrz kolonku do

zkumavky.

4. Zarizeni na soucasné zpracovani 12 a 24 vzorkii — Vacuum Manifold

Mezi nejznamngji se fadi dva typy Visiprep ™ SPE Vacuum Manifold —
supelco.

Zatizeni se sklada z vika se Sroubovacimi ventily, kontrolujicimi pratok a
ocelovou jehlou, sklenéné nadoby z manometrem na méfeni vakua a

viceucelového stojanku pro: 1 ml, 2 ml, 5 ml,10 ml odmérné banky.

Visiprep DL Disposable LINER SPE Vacuum Manifold

Je specialni typ, ktery je pouzivan s teflonovymi hadickami opatfenymi
polypropylenovym luer zakoncenim, do kterého se vkladaji SPE kolonky.
Teflonova hadicka se méni pred kazdou analyzou, aby nedoslo ke kontaminaci

z ptedchozich vzorkd.

Dolpiiky:
Zarizeni na vysuSeni sorbentu — Visidry Drying Attachment

Je susici zafizeni ( umisténé v horni ¢asti pristroje ), které lze pouzivat
jednak na vysuSeni SPE kolonek pro pifipad pouzivani nemisicich se
rozpoustédel a nebo pro odpaiovani vzorkd. Napoji se na zdroj inertniho plynu,

nejcastéji dusiku, ktery je potom veden jednotlivymi kolonkami.
SPE Vacuum Pump Trap Kit

Je nadobka, kterd se pouZiva na zachycovéni vSech rozpoustédel, kterymi

se promyva i vymyva, aby byla ochranéna vakuova pumpa.

-26 -



3.1.6 Hlavni faktory ovliviiujici provedeni SPE

Cilem této kapitoly je obecné shrnuti vyznamnych okolnosti, které by se
méli brat vzdy v uvahu, jak pred zapodetim, tak i v prub&hu SPE, aby bylo
dosazeno co nejlepSich vysledkli. Mnohé jiz bylo uvedeno v pfedchozich

kapitolach.

1) Vybér elu¢niho rozpoustédla (viz.eluce)

2) Pritok rozpoustédla kolonkou béhem SPE (viz.adsorpce)

3) Kapacita SPE kolonky

Je definovana jako maximalni mnozstvi latky (analytu a ostatnich slozek
matrice) ze zkouseného roztoku, které mize byt zadrzeno danym mnozstvim
sorbentu'®,

Mnozstvi sorbentu musi byt dostateéné pro retenci veSkerého
analytu ve vzorku. Kapacita kolonky zavisi na poctu aktivnich mist
sorbentu, jeho typu a objemul™®’.

Mnozstvi sorbentu, které ma byt pouzito, se fidi pomérné

jednoduchymi pravidly:

a) Obracena a normalni faze, adsorbenty-obsah analyttl, které maji byt
zachyceny, by nemél byt vétsi nez 5% hmotnosti sorbentu (pokud
pouzijeme 100 mg v 1 ml trubicce, vzorek by mél obsahovat

maximalné 5 mg anlytd).

b) Tontoméni¢e — je tfeba pocitat siontové vyménnou kapacitou

sorbentu.
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Pro volbu velikosti kolonky plati nasledujici tabulka:

Mnozstvi vzorku Velikost MnozZstvi sorbentu
kolonky/pramér
disku
<lml 1ml 50 mg/100 mg
1 ml-250 ml, pomala rychlost | 3 ml 500 mg
extrakce
10 ml-250 ml rychlé extrakce | 6 ml 500 mg
10 ml-250 ml, velka kapacita | 6, 12, 20, 60 ml 1,2,109
sorbentu
<1litr 6, 12, 20, 60 ml 1,2,10¢9
100 ml-1 litr 47 mm disk -
> 1 1, velka kapacita sorbentu | 90 mmdisk -

4) Regenerace kolonky

Pro opétovnou potfebu lze sorbent po pouziti opét zregenerovat.
Tontoménicové se promyvaji kyselym nebo zasaditym roztokem, hydrofobni
sorbenty se obnovuji promytim organickym rozpoustédlem. Pfi opétovném
pouziti sorbentu se musi dbat na to, aby nedoslo k tzv. ,,pamétovému
efektu‘‘, ktery zplsobuje zvySeni vytéZnosti analytu na regenerované

kolonce. Proto se doporucuje pouzivat sorbent pouze jedenkrét[a‘“].
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4 CIL PRACE

Katedra biofyziky se jiz dlouho zabyva nalezenim vhodnych podminek pfi
stanoveni SaMT metodou HPLC s naslednou spekirefetometrickou—UV nebo
fluorimetrickou detekei a jeho izolaci z biologického materialu, tedy z mo¢i, kde se
melatonin vyskytuje ve velmi nizkych fyziologickych hladinich (pg/ml), coz znaéné
stéZuje moznosti stanoveni. Hlavnim piedpokladem uspésnosti prace je Gprava
vzorku (extrakce) pfed samotnym stanovenim a v zhledem k detekénimu limitu

SaMT sledovany analyt zaroven zakoncentrovat.

Cilem bakalaiské prace je provedeni SPE pomoci kolonky Supelclean LC-SAX
a zjistit na HPLC s fluorescenéni detekci, zda doslo k pozadované sorbci, eluci a
v neposledni fadé k dostacujicimu zakoncentrovani SaMT z roztoku, pii pouziti
Na,SO, jako elu¢niho &inidla. Posoudit, zda kolonka LC-SAX je vyhovujici pro
danou analyzu.

Vhodnost pouziti SPE kolonky Supelclean LC-SAX jsem piedpokladala pro jeji
podobné vlastnosti (polymerné vazany kvartérni amin) s kolonkou Discovery DSC-
SAX, ktera byla na katedfe biofyziky zkoumana a osvéd¢ila se jako vhodna pro
danou analyzu za danych podminek®.

SPE kolonka Discovery a Supelclean se vSak li§i v mechanismu navazani
kvartérni amino skupiny na silikagel, c0z muze mit znaény vliv na odli$nou
kompetici mezi sorbentem-analytem- elu¢nim rozpoustédlem Na,SO4a tim i vliv na

pozadovanou sorbci, eluci a koneéné zakoncentrovani SaMT z roztoku.

! Hamernikové M., Kliméankova K., Kosikova V. : Nepublikované vysledky.
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5 VYSLEDKY EXPERIMENTALNI CASTI A DISKUSE

V experimentalni ¢asti bakalafské prace jsem se zaméfila na pedupravu vzorku
pfi analyze biologického materidlu, konkrétné na extrakci na pevné fazi pomoci
kolonky LC-SAX. Snazila jsem se zjisti, zda kolonka Supelclean LC-SAX je téz
vhodna pro tuto analyzu jako osvéd¢ena kolonka Discovery DSC-SAX.

Analyzu jsem provadéla pouze na zfedéném standartnim roztoku SaMT, na

vzorku moci jsem analyzu po zhodnoceni dosazenych vysledkt dale neprovadéla.

Pouzité pristroje a chemikalie

Pti HPLC analyze SaMT a jeho izolaci z roztoku jsem pouzila:
1. Pristroje a vybaveni

Vysokotlaké ¢erpadlo LC-10 ADyp, Sehimadzu

Fluorescenéni detektor RF-10Ax,, Sehimadzu

Kolona Supelco-Discovery HS Cig (15 cm * 4,6 mm * Spum)
SPE kolonka Supelclean LC-SAX (500 mg, 3ml),Supelco

2. Chemikdlie
Octan amonny-HRLEC, Sigma-Aldrich
6- Hydroxymelatonin, pfipraven na Katedfe biofyziky a fyz. chem-Aldrich

Methanol Chromasolv pro HPLC, Sigma-Aldrich
Siran sodny, p. a. Lachema
Ultracista voda pro HPLC, Faf

5.1 Izolace SaMT z roztoku
Cilem bylo izolovat SaMT z roztoku vzorku za pouziti extrakce na pevné fazi
pomoci SPE kolonky Supelclean LC-SAX. Snazila jsem se ziskat SaMT ve formé

vhodné pro dalsi analytické méteni.
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5.1.1 Extrakce na pevné fazi
1. Adsorpce

Adsorbovala jsem SaMT na iontovyménny sorbent. K adsorpci jsem pouZila 1
ml ziedéného-roztoku standardtu SaMT. Ziskany chromatogram ukazal, Zze doslo k

zachyceni SaMT na sorbentu pii dané koncentraci.

2. Eluce

Eluce adsorbovaného roztoku standardu SaMT z pevné faze jsem se pokousela
dosahnout pfidanim 1 ml Na,SO, jako elu¢niho rozpoustédla. Z chromatogramu
jsem zjistila, Ze po ¢tyfikrat opakovaném ptidani 1 ml eluéniho Einidla zacalo
dochazet doslo-k &asteéné-eluci SaMT ze sorbentu. Eluce byla skonéena po ptidani
kolika ml elu¢niho ¢inidla.

Postup prace: Sorbent kolonky jsem pied pouzitim nejprve aktivovala
promytim 2 ml MeOH a 2 ml ultragisté vody. Roztok SaMT o koncentraci 1,4.10
mol/ml uréeny pro analyzu jsem pfipravila smisenim 0,3 ml roztoku SaMT
(o koncentraci 1,4.10° mol/ml) s 3 ml ultracisté vody. Adsorpce vzorku na sorbent
probihala za pouziti vakua pfi prutokové rychlosti 0,5 ml/min. VSechny kroky
postupu jsem nasledné ovétovala HPLC analyzou sebranych jednotlivych podili.

Eluci jsem provadéla promytim sorbentu 1 ml 100 mM Na,SO;. Zadouci eluéni
rychlost se pohybovala kolem 0,5 ml/min. Jednotlivé frakce jsem jimala do
zkumavek a nésledné opét métila pomoci HPLC. Promyvani elu¢nim ¢inidlem jsem
opakovala az do té doby, kdy chromatogramy jiz ziistaly bez detekéni odezvy (doslo
k uplné eluci SaMT ze sorbentu).

Mezi jednotlivymi nanesenymi podily rozpoustédla jsem dbala na to, aby

nedoslo k vyschnuti sorbentu.

5.2 HPLC analyza SaMT

V této Casti jsem se zabyvala detekcei jednotlivych frakei jimanych pii extrakci

na pevné fazi.
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Postup prace: Nejprve jsem proméfila Cisty roztok standardu SaMT-pismy
nastiikem-na-HPEC keolonu, poté jsem aplikovala jednotlivé frakce sorbpce a eluce
jimané pfi extrakci na pevné fazi.

Analyzy probéhly za nasledujicich chromatografickych podminek:

mobilni faze 100 mM NHsAc : MeOH ( 4:1), pfed zacitkem méfeni odplynéni
pomoci helia, kolona Supelco-Discovery HS Cig, fluoroscenéni detekce (excitaéni
vlnova délka 303, emisni vlnova délka 393 nm), smycka 20 pm, pritok mobilni

faze 1ml/min, teplota 20°C.

5.3 Naméi‘ené hodnoty, zhodnoceni vysledki a diskusze

Analyza prvnich tfi jimanych elu¢nich frakci prokdzala pfitomnost pouze
balastnich latak, SaMT zistal bez detekéni odezvy, ve ¢tvrté frakei se odhalil kromé
pikd balastnich latek pik patiici SaMT v oblasti t, 12,4 min, coZz odpovidalo t,
standardu SaMT. Chromatogram obsahoval pik patfici SaMT az do devaté frakce,
dal8i méteni frakci zGstala v oblasti t; SaMT bez detekéni odezvy (viz. piiloha ¢€.1)

Vytéznost se zda byt stoprocentni, integraci vSak nelze provést presné, z divodu
interference piki SaMT se sousednim pikem, ktery nebyl identifikovan (viz. ptiloha
¢.2).

Pii HPLC analyze sebranych frakci se dana kolonka Supelclean LC-SAX
neosvédcila, jako pii pouziti kolonky Discovery DSC-SAX. V pribéhu eluce doslo
krozmyiti vzorku SaMT do Sesti frakci, tedy nedo$lo k pozadovanému

zakoncentrovani.

Vysledky, kterych jsem dosahla, nelze kvantitativné vyhodnotit._ Vzhledem

k tésnému sousedstvi ne¢ekaného mohutného piku neznamého ptvodu se nepodatilo
na CSW stanici spolehlivé integrovat plochu pod pikem SAMT. Z &asovych duvodu

nebyl tento interferujici pik zkouman, pravdépodobné néjakym omylem doslo ke

znecisténi roztoku standardu.
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6 ZAVER

V posledni dobé se hojné mluvi a piSe o melatoninu jako o mozném zazracném
1éku konce 20. stoleti. V zahranici, zejména ve Spojenych statech, 1ze melatonin
koupit, obdobné jako vitaminy, nebo-li jako dopln€k vyzivy. Co to melatonin
vlastné je , jak se v Zivych organismech tvofi, jaké mohou byt mechanismy jeho
molekularniho pasobeni a k 1é¢€bé jakych poruch by bylo mozné jej pouzivat, jsem
shrnula v Gvodu teoretické ¢asti bakalaiské prace. Dale jsem se zaméfila na izolaci
hlavniho metabolitu melatoninu 6-sulfatoxymelatoninu (SaMT) z biologického
materialu metodou serpee—extrakce na tuhé fazi (SPE). SnaZila jsem se shrnout
Podala jsem ptehled nejbéznéji pouzivanych sorbentii a rovnéz piehled konkrétnich
kolonek Supelclean a Discovery pouzivanych v SPE.

Kolonka Supelclean LC-SAX byla pfedmétem navazujici praktické G&asti
bakalaiské prace, kde jsem provadéla stanoveni SaMT ze vzorku podle jiz znamé a
spolehlivé metody analyzy, ktera umoznuje ziskat zakoncentrovany a vycistény
analyt, pomoci kolonky Discovery DSC-SAX.

Vzhledem K odli§né upravé a ¢isténi vzorku na kolonce Supelclean jsem doséahla
jinych vysledkd. Nepodafilo se mi dany analyt zakoncentrovat, ¢imz se kolonka LC-
SAX neosvéd¢ila pii tomto zpiisobu analyzy, za pouZziti Na,SO4 (100 mM) jako
elu¢niho rozpoustédla.

V piipadé pokracovani analyz SaMT na kolonce Supelclean LC-SAX bude

pravdépodobné nutné pouzit vhodnéjsi eluéni rozpoustédlo.
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8 GRAFICKA PRILOHA

Piiloha ¢. 1: Prabéh eluce SaMT
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Legenda:
E: eluce SaMT

4-9: potadové ¢islo jimané frakce

t;SaMT: 12,34 min
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Voltage [mV]

Piiloha €. 2: Interference SaMT piki s neidentifikovanym pikem v té€sné

blizkosti, nelze provést pfesnou integraci.
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