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Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra analytické chemie

Kandidat: Mgr. Lenka Popovska
Skolitel: PharmDr. Petr Chocholous, Ph.D.
Nazev diplomové prace: Sekvencéni injekéni analyza Bl - LOV - vyvoj techniky pro Gpravu

vzorku extrakci na tuhou fazi |

Antioxidacni vlastnosti fenolickych latek mohou pozitivné ovliviiovat terapii a
prevenci nemoci spojenych s oxida¢nim stresem, jako jsou napf. maligni onemocnéni,
aterosklerdza a kardiovaskularni choroby, neurodegenerativni choroby (Alzheimerova a
Parkinsonova nemoc), revmatoidni artritida, virovd onemocnéni, pocinajici benigni

hyperplasie prostaty (BHP), prostatitida aj.

Tato prdce se vénuje analyze fenolickych kyselin, predevsim kyseliné ferulové,

Castecné pak také kyseliné protokatechové a o-kumarové.

Kyselina ferulovd byla odzkousena v péti koncentracich (10,000 pg/ml,
5,000 pg/ml, 2,500 pg/ml, 1,250 ug/ml a 0,625 pg/ml), na étyfech rlznych aniontové
vyménnych sorbentech (TMAHP, QAE - A25, SAX-BOND a SAX-DSC), pfi ctyfech
raznych pH (5,0, 6,0, 7,0 a 8,5) promyvaciho pufru a tfech raznych pH (1,5, 2,0 a 2,5)

pufru eluéniho, a byla sledovana jeji absorbance pfi vinovych délkach 325 a 240 nm.

Dale byla hodnocena manipulace s jednotlivymi sorbenty, pfedevsim prakticka

stranka jejich pouziti ve formatu LOV (laboratof na ventilu).

Po celkovém zhodnoceni vsech ¢tyrech sorbentd pfi riznych podminkach méreni
byly ureny jako nejlepsi sorbenty SAX-BOND a QAE-A25 a jako nejvhodnéjsi
podminky pro dalsi analyzu pH promyvaciho pufru 5,0 a pH elu¢niho pufru 1,5.



Abstract

Charles University in Prague
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Title of diploma thesis: Sequential injection analysis Bl - LOV - development of

technique for sample treatment using solid phase extraction |

Antioxidant activity of polyphenolic compounds can positively affect the therapy
and the prevention of diseases associated with oxidative stress, e.g. cardiovascular
diseases, atherosclerosis, neurodegenerative diseases (Alzheimer’s and Parkinson’s
diseases), rheumatoid arthritis, virus diseases, neoplasms, benign prostatic

hyperplasia (BHP), prostatitis etc.

This diploma thesis deals with the analysis of phenolic acids, namely ferulic acid

and also protocatechuic acid and o-coumaric acid.

The ferulic acid was analysed within five concentrations (10,000 pg/ml,
5,000 pg/ml, 2,500 pg/ml, 1,250 pug/ml and 0,625 pg/ml), four different strong anion
exchangers (TMAHP, QAE - A25, SAX - BOND and SAX - DSC), five different pH (5,0, 6,0,
7,0 a 8,5) of washing buffer and three different pH (1,5, 2,0 a 2,5) of elution buffer.

Absorbance of the ferulic acid was measured at wavelengths 325 and 240 nm.

In this thesis was also assessed handling with each sorbent, especially convenient

use within LOV (Lab On Valve) format.

After overall assessment of all four sorbents within various conditions of analysis
were chosen two suitable sorbents — SAX - BOND and QAE - A25, and were chosen
appropriate conditions for the future research - pH of washing buffer 5,0 and pH of

elution buffer 1,5.
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1 Uvod

Fenolické latky, mezi které patfi i kyselina ferulovd, jsou vyznamné antioxidanty,
které mohou mit nezanedbatelny vyznam pfi léCbé ¢i predchazeni riznych onemocnéni.

Tyto molekuly se hojné vyskytuji v rostlindch, které jsou pouzivany v lidovém lécitelstvi.

Aby mohly tyto slou¢eniny postoupit od lidového |écitelstvi k mediciné zaloZzené
na dlkazech, je zapotrebi je zrostlin nejprve vyizolovat, poté precistit a nakonec
identifikovat a prfesné stanovit. VSechny tyto kroky jsou jiz velmi dobfe zvladnuté a
v soucasnosti prevazuje snaha o maximalni zjednoduseni téchto postupl, redukci
objemu poutzitych cinidel, s ¢imZ souvisi i nizsi cena a ochrana Zivotniho prostredi, a

v neposledni fadé jejich automatizace, se kterou se poji i vyssi efektivita a rychlost.

Nejcastéjsi metodou pro Upravu vzorku pred samotnou analyzou je SPE (extrakce
na tuhou fazi). Tuto elegantni metodu je mozné jeSté miniaturizovat a zautomatizovat,

coz je vysledkem mnohaletého vyvoje priitokovych technik.

Od prvnich pocatkl pratokovych metod uplynulo uz vice nez 40 let, v pribéhu
kterych se tyto metody posunuly od pritokové injekéni analyzy pres sekvenéni injekéni
analyzu, sekvencni injekéni chromatografii az k laboratofi na ventilu, ktera kombinuje

vyhody sekvencéni injekéni chromatografie a miniaturizace v jednom systému.

Bl - LOV, neboli mikroéasticovda analyza vlaboratofi na ventilu, patfi
k nejnovéjsSim metodam pratokové analyzy. Mezi jeji vyhody patii velka variabilita, ktera
nachazi uplatnéni zejména v oblasti vyzkumu — v testovani moznych i nemoznych
usporadani prltokového analyzatoru, typl sorbentll, promyvacich a elu€nich pufrq,

vzorkud, metod detekce, zplisobl vyhodnocovéani a programovani jednotlivych operaci.

Tato diplomova prace se zabyva Bl - LOV analyzou, prostfednictvim které se snazi
dat zaklady pro upravu rostlinného vzorku tak, aby bylo v budoucnu mozné od sebe
oddélit jednotlivé fenolické kyseliny v automatizovaném systému, ktery provede vse od
jejich zachyceni na tuhou fazi, pres vymyti balasti az nakonec k jejich postupné eluci,

identifikaci a stanoveni obsahu kontinualné a sam.
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2 Cil

Cilem této prace bylo vyzkouset a popsat chovani kyseliny ferulové a dalSich
fenolickych kyselin o rliznych koncentracich na ¢tyfech rozdilnych iontové vyménnych
sorbentech pro extrakci na tuhou fazi za ménicich se podminek — pH promyvaciho pufru

v rozmezi hodnot 5,0 — 8,5 a pH elu¢niho pufru 1,5 - 2,5.

Dale pak urcit, za jakych podminek a se kterym sorbentem bude nejvhodnéjsi
provést nasledné méreni na jiném analyzatoru, s externi kolonkou a se smésnym

vzorkem vice fenolickych kyselin.
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V4

3 Teoreticka ¢ast

3.1 FENOLICKE KYSELINY

Fenolické latky patfi do Siroké skupiny antioxidant(, tedy latek, jejichz molekuly
omezuji aktivitu kyslikovych radikalt. Zamérné se proto priddvaji do potravin, kde svym
antioxida¢nim pulsobenim prodluZuji jejich stalost. Pfirozené se nachdzeji v plidé a

v rostlinach, predevsim v kofenech, listech a plodech [1, 2].

Antioxidacni vlastnosti téchto slou¢enin mohou pozitivné ovliviiovat terapii a
prevenci nemoci spojenych soxidaénim stresem, jako jsou napf. malignity,
aterosklerdza a kardiovaskularni choroby, neurodegenerativni choroby (Alzheimerova a
Parkinsonova nemoc), revmatoidni artritida, virova onemocnéni aj. Pocinajici benigni
hyperplasie prostaty (BHP) a prostatitida jsou pfiklady ¢astych potizi, které jsou v lidové
mediciné tradicné |é¢eny pomoci lécivych rostlin (rGzné druhy rodu Epilobium, napft.

Epilobium parviflorum, Epilobium arisatum a zastupci ¢eledi Onagraceae) [1, 3].

Etiopatologie BHP je nejasna, ke vzniku BHP vede pfilisSna proliferace bunék,
kterda muizZe byt indukovdna nerovnovdhou mezi androgeny, estrogeny a rdstovymi
faktory, nebo oxidacnim stresem. Fenolické slouceniny byly oznaceny jako potencidlni
inhibitory enzymu 5a - reduktazy, ktery je s témito problémy spojeny, a proto by mohly
byt uzitecné v prevenci BHP, nebo jako nedilna soucéast Ié¢by androgen - dependentnich
chorob. BHP je nejcastéjsi neoplazie, ktera se vyskytuje v muzské populaci. U muzi ve
veéku 60 let je prevalence BHP pres 50 % s tendenci se s veékem zvySovat. Hrubé odhady

naznacuji, ze pres 90 % muzské populace ve véku 90 let trpi nékterou formou BHP [3].

Podle struktury rozdélujeme fenolické Iatky do nékolika skupin (obrazek €. 1).
Prvni skupinu tvofi flavanoly odvozené od heterocyklického flavanu. Dalsi skupinu tvofi
aromatické hydroxykyseliny, kam patfi derivaty kyseliny skoficové, kyseliny benzoové a

jejich estery [1, 3].

Derivaty kyseliny benzoové: kyselina gallova, jeji dimer kyselina

hexahydroxydifenova, kys. gentisova, vanilova, syringova, protokatechova aj. Kyselina
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gallovd je zakladem hydrolyzovatelnych tfislovin celedi Rosaceae (pf. Filipendula

ulmaria), Asteraceae (pt. Solidago virgaurea) a Salicaceae (p¥. Salix alba).

Derivaty kyseliny skoficové: kys. o-kumarova, m-kumarova, p-kumarova, kavova,
sinapova, ferulova, chlorogenovd aj. jsou nejvice obsazeny v zastupcich celedi

Asteraceae, Lamiaceae a Boraginaceae.

Estery kyseliny benzoové a skoticové se vyskytuji pfedevsim v fadech Lamiales,

Oleales, Asterales a Celedi Fabaceae (pf. Myroxylon balsamum var. pereirae) [4].

Struktura flavanu

COOH
o] OH \\\
Ry R,
R4 Rz R-’f Rz
3 3
Kyselma benzoovd a jeji dervaty Kyselina skoficové a jeji derivaty

k. benzoova: R;=R,=R;=R,=H k. skoricova: Ri=R,=R;=Ry=H

k. gallova: Ri=H.R;=R;=R;=0H. k. kavova: Ri=Ry=H.R;=R;=0H

k. gentisova: Ry=R4y=0H.R;=R;=H k. o-kumarova: R;=0OH.R;=R;=Ry=H

k. vanilova: R;=Ry=H R,=0CH; R;=0H k. m-kumarovda: R;=R3;=R,=H.R,=0H

k. syringova: Ry =H.R,=R;=0OCH;. R;=0H k. p-kumarova: Ry =R,=R,=H R;=0H

k. protokatechovéd: Ry =R, =H.R3 =Ry =O0OH k. ferulova: R;=R;=H R,=0CH;. R;=0H
k. sinapova: Ry=H.R;=R;=0CH;. R;=0H

Obrdzek ¢. 1: Vzorce vybranych fenolickych kyselin odvozenych od kyseliny benzoové a kyseliny skoficové.
Prevzato a upraveno dle [1, 3, 4].
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3.2 PRUTOKOVA INJEKCNI ANALYZA A PRIBUZNE TECHNIKY

RGzicka a Hansen navrhli roku 1975 prvni koncept FIA (Flow Injection Analysis),
jenZ spustil vinu zkoumani, ktera trva jiz pfes Ctyficet let, zaméstnava tisice védcl a

doposud vedla ke vzniku vice nez 20 000 publikaci v mezinarodni védecké literature [5].

Na téma FIA bylo od jejiho vzniku publikovano mnozstvi specializovanych
monografii a doslo k fadé vyznamnych pokrokd jak v oblasti FIA, tak i SIA (Sequential
Injection Analysis) a pozdéji k predstaveni pritokovych systém( LOV (Lab On Valve) a Bl
(Bead Injection) [5].

FIA a ji pribuzné metody nachdzeji uplatnéni zejména v monitorovani
pramyslovych procesu (napf. pfi vyrobé potravin, napojl, IéCiv, kosmetiky) a pfi

monitorovani zivotniho prostredi (vody, pldy apod.) [5].

Hlavni vyhodou FIA je moZnost zautomatizovat Sirokou S$kdlu klasickych
chemickych reakci vyuzivanych kanalyze za pouzZiti jednoduchého zafizeni, které
poskytuje plnou kontrolu nad jednotlivymi operacemi. FIA odstranila obtéZujici opakujici
se manualni ukony, které jsou provadény pfi klasické laboratorni praci, jez je oproti FIA
jesté navic méné presna, trva déle, spottebuje vice reagencii i vzorku a v neposledni fadé
neumoznuje zachytit kinetiku probihajici reakce, coz je v nékterych pripadech dualezité;si

nez samotny vysledek reakce [5, 6].

3.2.1 Schéma pfistroje

Zjednodusené schéma FIA systému muzeme vidét na obrazku €. 2. Nejjednodussi
jednoliniova FIA pouZiva peristaltickou pumpu, ktera pohani nosnou kapalinu do reakéni

smycky a dale do detektoru.

Priitokova rychlost je fizena pumpou, kterd mlzZe vytvaret rtizné pritokové
rychlosti v pribéhu jednoho cyklu chemické analyzy (vyhodou je vyssi citlivost a nizsi

detekéni limit), nebo pracovat rychlosti konstantni.
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Typicky systém FIA pracuje pritokovou rychlosti v rozmezi 1 — 2 ml/min, objem
vstiiknutého vzorku je 50 — 300 pl, primér hadic¢ky obvykle 0,8 mm, jeji délka do2 m a

rychlost analyzy obvykle 1 — 2 vzorky za minutu [7].

PERISTALTICKA VZOREK
PUMPA

Misici CivkAa
SEOEHT 4 ._ DETEKTOR

PROUD

ODPAD

Obrdzek ¢. 2: Schéma FIA pfistroje. Peristaltickd pumpa ddvd do pohybu nosny proud, do kterého je pres
injekéni ventil naddvkovdn vzorek. Ten putuje do misici civky a reaguje s reakénim &inidlem obsaZeném
v nosném proudu. Produkt reakce (at'jiZ zcela probéhlé nebo teprve probihajici) je zaznamendn detektorem
a putuje ddle do odpadu. Prevzato a upraveno dle [7].

3.2.2 Princip

Obrazek €. 3 ndm zjednodusené ukazuje princip FIA. Prvnim krokem je odméreni
presného objemu vzorku a jeho vstfiknuti do proudu reagencniho ¢inidla. Jak se zéona
vzorku (¢ervené) pohybuje, dochazi k jeho promichdavani s reagenénim cinidlem pomoci
disperze a vznika reakéni produkt (Zluté). Mira promiseni a délka reakéni doby je fizena
pratokovou rychlosti, objemem kanalu a geometrii kanalu. Proto je ¢asovy interval mezi
nastfiknutim vzorku a detekci analytu reprodukovatelny. VSechny vzorky podstupuji
tentyZ proces, coz umozinuje porovnani zaznamu standardd s neznamymi vzorky.
Detektor umistény na konci priatokovych hadi¢ek zaznamenava u kapaliny prochazejici
pratokovou celou zménu barvy nebo jiného parametru, kterd umozni detekovat produkt

reakce [7].
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INJEKTOR
DETEKTOR

A =>

Reagent

Reagent

Obrdzek ¢. 3: Princip FIA. V Cdsti obrdzku A dochdzi k nastriknuti vzorku (Cervené) do proudu reakcniho
Cinidla (modre). V dsti B je zndzornéno postupné smiseni vzorku s reagencnim cinidlem a vznikajici
produkt reakce (oranZové). Cdst C zndzorriuje vstup produktu reakce (oranZové) do detektoru. Pfevzato a
upraveno dle [7].

3.2.3 Miseni pomoci disperze

Klasické chemické analyzy jsou provadény jednotlivé v kadinkdch nebo
zkumavkach, coz umoziniuje homogenni a rychlé promiseni vzorku s reagencnim
¢inidlem. Naproti tomu jsou pritokové techniky zaloZeny na fizené disperzi zony vzorku,
ktera wvytvafi koncentracni gradient, zatimco vzorek putuje systémem smérem

k detektoru [6, 7].

Odezva detektoru pritokového injekéniho systému je proto vysledkem dvou
kinetickych déja: fyzikalniho procesu disperze zény vzorku a chemického procesu
tvorby produktu reakce. Navic musi byt FIA systém zhotoven tak, aby byla radialni
disperze co nejvétsi, zatimco axialni disperze mohla byt fizena podle potieby dané

reakce.

Zatimco reakce sjednim reagencnim dCinidlem mohou byt provedeny na
nejjednodussim jednokanalovém pfristroji, vétSina FIA technik pouZiva vicekanalové

pfistroje, ve kterych je nékolik reagencnich ¢inidel spojeno s nosnym proudem. Reakéni
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smés putuje pratokovym kandlem bud konstantni priatokovou rychlosti (cFl = constant
Flow Injection) nebo programovanou pratokovou rychlosti (pFl = programmed Flow

Injection) [7, 8].

3.2.4 Zakladni procesy, na kterych jsou zaloZzeny pritokové injekéni techniky

Davkovani vzorku: za pocatecni ¢as analyzy se povaZzuje okamzik nadavkovani
vzorku do systému.

Rizena disperze zény vzorku: k Fizené disperzi (rozmyvani) zény vzorku dochazi
pfi jeho prlchodu systtmem. Tento proces tvofi dobfe definovany koncentracni
gradient, ktery si mGZeme predstavit jako zénu vzorku segmentovanou na ¢asti s rdznou
koncentraci, kde nejvyssi koncentrace (cmax) odpovida maximalni vysce piku. Protoze je
snadné lokalizovat maximum vysky piku, vétSina FI metod pouziva tuto veliinu jako
hlavni vystup. K optimalizovani dané analyzy je uzite¢né védét, do jaké miry byl vzorek
zfedén ve Fl systému a po jakou dobu byl dostupny pro probéhnuti chemické reakce.

Reprodukovatelné casovani procesu: jedna se o dobu, kterd uplyne od
nastfiknuti vzorku do systému po dosazeni maximalni vysky piku. Tato doba je u

stejného vzorku vidy stejna [7, 9].

3.2.5 Dvojité piky

Vstriknuti prilis velkého objemu vzorku do systému zpUsobi vznik dvojitych pikd,
jak ndm ukazuje obrazek €. 4. K tomuto jevu dochazi proto, Ze do stfedu zény vzorku se
nedostane reagencni Cinidlo. Tento jev Ize odstranit zmensenim objemu vstfikovaného
vzorku, nebo pouzitim dvoukandlového pfistroje vybaveného T - bodem, ktery mizeme
vidét na obrazku ¢. 5. Pomoci T - bodu je do systému kontinudlné pridavano reagencni
¢inidlo, pfiéemz lokalni turbulence zajistuje jeho dikladné promichani v radidlnim

sméru [6, 7].
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Obrdzek ¢. 4: Dvojité piky. V Casti obrdzku A je riiZové zndzornéna sirokd zona vzorku pred reakci, v ¢dsti B
je zobrazena tato zéna po reakci s reagencnim Cinidlem (Zluté je zndzornén produkt reakce, cervené
nezreagovand stredni oblast zony vzorku, ke které se reakcni Cinidlo nedostalo), v ¢dsti C je zobrazen
dvojity pik (stfedni propad odpovidd nezreagovanému vzorku). Pfevzato a upraveno dle [7].

REAGENT

Obrdzek ¢. 5: T-bod. Zéna bazické formy pH indikdtoru (modrad) je spojena s proudem kyseliny a vznikd
neutrdlIni produkt reakce (Zlutd). V T - bodé se v radidlnim sméru vytvari lokdlni turbulence, kterd mad za
ndsledek okamZité smiseni proudici zony vzorku s reagencnim Cinidlem. Prevzato a upraveno dle [7].
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Zvoleni spravného objemu vzorku, ktery ma byt vstfiknut do systému je
uzite¢nym nastrojem pro optimalizaci vSech FIA technik. UmoZiiuje Upravu senzitivity a
detekéniho limitu, verifikaci linedrniho rozsahu detektoru pfi rliznych vinovych délkach

a automatické redéni vzorku.

ProtoZe S| techniky jsou zaloZeny na jednokandlovém zafizeni, objemy
vstfiknutych vzorkd a reagencnich cinidel musi byt dikladné zvoleny a pratok
programovan tak, aby zpétnym tokem a zrychlenim bylo zajisténo dlikladné promiseni

reagencii [7].

3.2.6  Maximalizace citlivosti procesu

e snizenim prUtokové rychlosti — pro pomalejsi reakce

e zvySenim objemu vzorku vstfiknutého do systému (ale ne pfilis)
e pfidanim reagencnich ¢inidel do systému pres T - body

e zvySenim koncentrace reagencnich Cinidel

e zvySenim teploty systému

e poutzitim delsi pritokové cely

e poutzitim Bl (Bead Injection) — zakoncentrovani analytu

3.2.7 Prutokova rychlost programovatelnd vs. konstantni

Se zvétsujici se délkou pritokového kanalu klesa maximalni vyska piku a jeho tvar
se méni z asymetrického na symetricky, zdkladna se rozSifuje a ¢as, ve kterém pik
dosahuje maxima, vzruista. Toto je zdkladni omezeni systému, zaloZzeného na konstantni
pratokové rychlosti, protoZe jediny zpuUsob, jak prodlouzit inkubacni dobu, spociva

v prodlouzZeni pratokového kanalu [7, 8].

Pouziti programovatelného pritoku (pFl), namisto konstantniho (cFl), umoziiuje
prodlouzit inkubacni ¢as zpomalenim nebo zastavenim proudu a naopak zrychlit proud
pfi promyvani systému. Programovani prltokové rychlosti déld jak FIA tak SIA

efektivnéjsi, protoZze umoznuje minimalizovat objem pouZitych reagencii i vzorku.
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Zastaveni pratoku poskytuje delsi reakéni ¢as bez nebezpecdi rozmyvani vzorku a
poskytuje vyssi citlivost. VyZaduje méné reagencii a produkuje méné odpadu nez
kontinualni pratok. Umoznuje miniaturizaci diky zmenseni délky mezi injektorem a
detektorem. Principem je zastaveni vybrané ¢asti zony vzorku v detektoru. Pokud reakce
nedosahla rovnovahy cestou do detektoru, bude vznik reakéniho produktu zaznamendan

krivkou reakéni rychlosti, jak mizeme vidét na obrazku €. 6 [6, 7].

U peristaltickych pump je nizsi reprodukovatelnost nez u pump pistovych [7].

DETEKTOR
v co
STOP
STOP
B |
STOP
GO

Obrdzek C. 6: Zastaveni prutoku a vznik reakcniho produktu (Zluté) primo v detektoru. Pfevzato a upraveno
dle [7].
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3.2.8 Aplikace

FIA nachazi vyuziti v zemédélstvi a analyze rostlinného materialu, kontrole kvality

vody a Zivotniho prostfedi, v chemickém primyslu, oceanografii atd.

VyuZiva se mimo jiné Fl titrace, On Line rozklad vzorku (UV nebo mikroviny u
analyzy organickych i anorganickych latek) a separace sloZek vzorku pfi pritoku
systémem (extrakce na tuhou fazi, membranova separace, extrakce z kapaliny do

kapaliny, extrakce mezi plynem a kapalinou) [7, 10].

3.2.9 Pfistroj

Komeréné dostupné Fl pfistroje se znacné lisi ve svém designu a aplikacich.

Design spada do dvou kategorii: ,éerna skfinka” nebo , oteviena architektura®.

U cerné skrinky md uZivatel omezeny pfistup k funkcim systému, vcetné
programovani softwaru, je idedlni pro rutinni analyzy, udrzba a feseni problémU musi

byt provadény autorizovanym servisem.

U pfistroje s otevienou architekturou mlze uzivatel modifikovat pfistroj podle
svych potreb, kontrolovat zrakem kapaliny proudici v hadi¢kach, pridavat komponenty
navic a cely systém tak upgradovat a v neposledni fadé cely proces programovat podle

potreby.

K dalsimu rozvoji FIA patfi nahrada klasické peristaltické pumpy pumpou
pistovou, mezi jejiz vyhody patfi rezistence ke korozivnim chemikaliim, presné Ffizeni
pratoku, moZnost programovatelného priatoku a odpada problém s mechanickym

opotrebovanim hadiéek [7].
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3.2.10 Komponenty

Ventil: dvoucestny nebo vicecestny.
Pumpa: peristaltickd nebo pistova.

Hadicky: nejcastéji se pouZivaji hadicky s vnitfnim pridmérem 0,5 — 0,8 mm, jsou
barevné odliSené pro snadny vybér spravného priiméru pouhym pohledem. Mohou byt
z teflonu i jinych chemicky a mechanicky odolnych polymer(, nebo z nerezavéjici oceli,
jejiz vyhodou je tepelna vodivost, nepropustnost pro plyny a minimalni adsorpce

chemikalii na vnitfni sténu.

Prutokova cela: opticka vidkna maji vyznamny viliv na cely design FI
analyzatoru. Pritokovou celu je moZné vyjmout ze spektrofotometru a umistit ji

dovnitF pritokového kandlu, cozZ je zakladem pro LOV (Lab On Valve) design.

Zdroje svétla: LEDs (Light Emitting Diodes) jsou miniaturizované
elektroluminiscencni svételné zdroje, které pokryvaji rozsah od 270 do 810 nm. Jejich
vyhodou je mala velikost, nizkd spotfeba energie, robustnost a dlouhd Zivotnost.
Wolfram - halogenové (360 — 2500 nm) a deuterio — wolfram - halogenové zdroje svétla

(215 — 2000 nm) jsou oproti LEDs drazsi s kratsi Zivotnosti.

Detektor: pres 60 % pratokovych analyz vyuZivd pro detekci UV -VIS
spektrofotometrii, zbyla ¢ast pfipada na fluorescenci, atomovou absorpci, voltametrii a

optické a elektrochemické senzory.

Software: existuje nékolik programd, které jsou doddvany s FIA a SIA systémem
(napt. FIALab, GlobalFIA), nebo jsou dostupné samostatné. Vyvoj softwaru je nikdy
nekoncici proces, jelikoz pozadavky a potfeby analyzy jdou neustadle kupredu. Idedlni
software by se mél vyznacovat automatickou optimalizaci metody, moznosti integrace
Sirokého spektra perifernich zafizeni bez potfeby znalosti programovani, mél by byt

schopen komunikovat s dalSimi softwary, databazemi a statistickymi programy [7, 10].
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3.3  SEKVENCNI INJEKCNI ANALYZA

Sekvencni injekéni analyza (Sequential Injection Analysis, SIA) patfi do skupiny
pratokovych analytickych technik, které umoZziuji racionalizovat a automatizovat sloZité
postupy pti analyze velkych sérii vzorkd instrumentdlnimi metodami, a tak podstatnym
zplUsobem zvySovat produktivitu zejména rutinnich stanoveni. SIA byla vyvinuta béhem

odstranovani nevyhod a nedokonalosti techniky pritokové injekéni analyzy (FIA) [11].

3.3.1 Princip a vlastnosti metody SIA; srovnani s technikou FIA

U konvencni FIA je zéna vzorku injikovana davkovacim ventilem do kontinualniho
nosného proudu a misi se s Cinidlem za vzniku produktu reakce pfi plynulém pritoku
jednotlivych zdén vicekandlovym systémem smérem k detektoru. Technika SIA pouziva
odlisny princip, jehoZ charakteristickym rysem jsou oddélené métici cykly. Nejprve jsou
zony nosného meédia, vzorku a cCinidla postupné (jedna po druhé) aspirovany do
jednokandlového systému s vyuZitim selekéniho vicecestného ventilu a pistového
Cerpadla a poté je pohyb pistu ¢erpadla (tok) obracen, ¢imz dojde k promiseni zény
vzorku a cinidla a vznikly produkt je dopraven do detektoru (obrazek €. 7); tim je jeden
mérici cyklus ukonéen. V tomto jednoduchém pripadé je ziskan vysledny analyticky
signal ve formé piku podobné jako je tomu u FIA; v podstaté se jednd o zaznam zmény
koncentraéniho gradientu reakéniho produktu pfi pridchodu jeho zény detektorem.
Rozdily se projevuji v geometrii nosného proudu. FIA vyuZiva pfimy konstantni tok,

zatimco zakladem SIA jsou zmény pfimého a zpétného toku [11].
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Obrdzek & 7: Princip metody SIA. Cdst obrdzku A - aspirace vzorku (¢ervené) do systému pomoci zpétného
toku. Cdst B - aspirace reagencniho Cinidla (tmavé modre) a tvorba produktu reakce (#luté) na rozmezi
vzorek/Cinidlo. Cdst obrdzku C - miseni vzorku a reagentu ve vétsi mife a nardstajici zéna vzniklého
produktu (Zluté). Césti obrdzku D a E - obrat sméru proudéni (pistovd pumpa nenasdvd, ale vytlacuje),
vznikly reakcni produkt putuje do detektoru. Veskery pohyb kapalin zajistuje jedna pistovd pumpa,
synchronizaci pohybu kapalin zajistuje vicecestny ventil. Pfevzato a upraveno dle [7].

3.3.2 Schéma pfistroje

Typicka zdkladni konfigurace prislusného SIA systému je schematicky znazornéna
na obrazku ¢. 8. Systém je tvoren jednokanalovym dvousmérnym pistovym cerpadlem,
vicecestnym selekénim ventilem, vhodnym detektorem, misici civkou, kterd slouzi
zaroven jako pojistka proti vniknuti vzorku a d¢inidel do cerpadla, a spojovacim
materialem (obvykle plastové hadic¢ky s vnitfnim primérem 0,7 - 0,8 mm). V podstaté
se da fici, Ze SIA systém pracuje v cyklu naprogramovanych pohyb(l pistu ¢erpadla,
synchronizovanych s prepindanim pozic selekéniho ventilu. Pfesnd synchronizace a
opakovatelnost téchto krokd je nutnou podminkou k dosazeni reprodukovatelné
disperze jednotlivych z6n v SIA systému a tim i kziskani reprodukovatelného
koncentraéniho gradientu reakéniho produktu, resp. odpovédi detektoru. Z uvedenych
skutec€nosti vyplyva, Ze nezbytnou soucasti SIA systému musi byt i pocitac s prislusSnym
programovym vybavenim, ktery fidi kroky méficiho cyklu a souéasné sbird, uchovava a

vyhodnocuje vystupni data [11].
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Obrdzek ¢. 8: Schéma SIA pristroje. Pistovd pumpa aspiruje vzorek a reagencni Cinidlo do misici civky, kde
dochdazi ve vétsi mire k jejich promiseni a vzniku reakcniho produktu. Pri obraceném pohybu pistu pumpy,
tedy dopredu, putuje produkt reakce do detektoru a ndsledné do odpadu. Vse je synchronizovano pomoci
vicecestného ventilu. Prevzato a upraveno dle [7].

Pritokové rychlosti a doba trvani jednoho méficiho cyklu v SIA se prakticky nelisi
od FIA. Zatimco ve FIA je v rdmci jedné série méreni davkovany objem vzorku fixni, coz
je dano konstantni délkou davkovaci smycky, u SIA je mozno v jednotlivych cyklech
objem vzorku cilené ménit v rozsahu jednotek aZz stovek pl programovanim objemu
nasatého pumpou; timto postupem Ize jednak optimalizovat disperzi zény vzorku (a tedy
citlivost stanoveni) podle koncentrace analytu a také pohodIné provadét kalibraci,

pokud jeden z kanalli selekéniho ventilu propojime s roztokem standardu [11].

SIA ma proti FIA nesporné vyhody: i kdyZ se pracuje s nékolika roztoky, které je
nutno definovanym zplsobem vnést do systému, probiha analyza v jednokanalovém
usporadani s jednim ventilem a jednim cerpadlem. Objemy roztok( jsou dany délkou
pohybu pistu Cerpadla. Pfi zastaveném toku je moziné provadét kinetickd méreni,
napr. urcovat fad reakci, stejné jako ve FIA. Tyto postupy vedou k optimalizaci reakéniho
Casu, uspore Cinidel a eliminaci interferujicich signall pozadi. ProtoZe SIA pracuje
s malymi objemy vzork( a Cinidel a vyuziva zastaveni a zménu sméru toku, spotieby

Cinidel a vzorkl i objem odpadu jsou podstatné nizsi nez u FIA, kde jsou jednotlivé
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roztoky Cerpdny kontinualné. Velkou vyhodou SIA je jeji flexibilita, dana snadnou
zménou parametrl méreni prostfednictvim kldvesnice pocitace, aniz je tfeba ménit

konfiguraci SIA systému [11].

Vstupni jednotkou SIA systému je Cerpadlo, které generuje definovany tok
nosného proudu. Pohyb pistu Cerpadla je fizen krokovym elektromotorem. Délku a
rychlost pohybu pistu Ize libovolné ménit. Dalsi alternativou je pouziti peristaltickych
Cerpadel, ty predstavuji fesSeni s niz8i pofizovaci cenou a Sirokou dostupnosti, ale
vzhledem k jejich snadnéjSimu mechanickému opotfebovani jsou viak v SIA systémech
peristaltickd Cerpadla pouZivana spiSe jako pomocna zafizeni vedle hlavni pistové

pumpy [11].

Dalsi soucasti systému je vicecestny selekéni ventil. Nejcastéji se jednd 0 6, 8 a
10 - cestné ventily firmy Valco. Selekéni ventil pfedstavuje jednotku, kterd ridi sefazeni
jednotlivych zén v misici civce, zajistuje pripojeni vsech poZadovanych roztok( k
systému, jejich aspiraci, a po obraceni toku i transport zén do detektoru. Casovéani poloh

selektoru a jejich synchronizaci s pohybem cerpadla fidi a kontroluje pocitac [11].

Reakéni (misici) civky v SIA systémech jsou jednodussi a kratSi nez u FIA zafizeni.
Bud'slouzi pouze k promichani zén, nebo mohou obsahovat reaktivni ndplf, napf. pevné
nosi¢e simobilizovanymi enzymy nebo magnetické polymerni castice s aktivnim
povrchem. Zptisob umisténi misici civky v SIA systému neni zcela ustdlen. Casto byva
jedina reakéni civka zafazena mezi Cerpadlo a selekéni ventil. Druhd civka muze byt
eventudlné umisténa pred detektorem, ale u rychle probihajicich reakci se

nepouziva [11].

Detektory v SIA nejsou systémové omezeny, jejich volba zdlezi na druhu pouzité
analytické reakce. VyuZivaji se zejména spektrofotometrické, fluorescenéni a
elektrochemické detektory s ptislusSnymi pratokovymi celami. U spektrofotometrickych
detektord se nejcastéji vyskytuje Z - cela s optickou délkou 10 mm a vnitfnim pramérem
1,5 mm. Ddle lze vyuzit tzv. jet - ring celu, fontdnovou celu, univerzalni sendvi¢ovou
membranovou celu, nebo celu mikroobjemovou. V ramci elektrochemické detekce se
vedle béznych amperometrickych pratokovych cel ¢asto uplatiiuji iontové selektivni a

enzymové elektrody [11].
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Mechanické soucdsti SIA systému (Cerpadlo, selekéni ventil) a detektor jsou
propojeny prostfednictvim prislusnych prevodniku a digitdlnich vstup( a vystupt téchto
jednotek s pocitacem, ktery fidi cely proces automatické analyzy vcetné sbéru,
zpracovani a ukladani dat. Klicovy vyznam zde ma kvalitni obsluiny program SIA
systému, bez néhoz nelze automaticka SIA méreni provadét; prislusny software musi téz
»umét" zpracovat a vhodnym zplsobem prezentovat vysledky méreni. Béiny je
automaticky vypocet vysky, plochy a dalSich parametrt piku (¢as dosazeni jeho maxima,
Sirka piku v urcité vysce), kalibracnich parametr(i a koncentrace vzorku. Tyto programy,
jako napf. Flowtek, Fialab, Labpro, Lab - data a Mat - lab vétSinou poskytuji také funkci

automatické kalibrace a tvorbu grafl pro prehledné zndzornéni vysledkt analyzy [11].

Stejné jako je tomu u zafizeni FIA, i do SIA systému je mozZno zaradit rlizné
doplrikové moduly. Jsou to zejména jednotky pro kapalinovou extrakci, dialyzu a difuzi

plynl pfes membranu [11].

3.3.3 Uplatnéni SIA v praxi

Rychlost, jednoduchost, flexibilita a plna automatizace predurcuji techniku SIA
jako velmi vhodny prostfedek vsude tam, kde je nutno analyzovat velké série vzorki
(napf. rutinni analyzy vod, potravin, krve, moci), sledovat zmény koncentrace dualezitych
analytQ v prabéhu rlznych procesl (fizeni a optimalizace biotechnologickych vyrob,
monitorovani hladin lé¢iv nebo jejich metaboliti v télnich tekutindch pacient() nebo
studovat odpovéd bunék, membran ¢i organd na rGzné vnéjsi podnéty (napf. ve

farmaceutickém vyzkumu).

MozZnost uplatnéni SIA ve farmacii se vztahuje nejen na kontrolu kvality a
ucinnosti léciv, ale také na hodnoceni déle trvajicich stabilitnich studii. Ve vyrobni
technologii pomaha tato metoda zjistit stejnomérnost obsahu ucinné latky v rdznych
farmaceutickych ptipravcich a rychlost jejiho uvolfiovani z dané Iékové formy (disolucni
testy). Vyznamna je také moznost vyuziti SIA pti studiu vazby |éCiv Ci toxickych latek na

krevni bilkoviny [11].
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3.4 TECHNIKY ZALOZENE NA MIKROCASTICICH

Techniky zaloZené na mikrocasticich (Bead Injection, Bl) jsou tfeti generaci FIA
technik. Pfi jejich nejjednodussim provedeni je pfesné definovany objem suspenze
mikrocastic vstfiknut do pratokového systému, kde jsou ¢astice zachyceny na uréeném
misté. Nasledné je do systému vstfiknut vzorek, jehoZ zéna projde skrz vrstvu pevnych
Castic (mikrokolonu). Molekuly vzorku reaguji s funkénimi skupinami (bioligand, iontové

vyménna nebo C - 18), které jsou uchyceny na povrchu mikrocastic [7, 12].

Zadrzené molekuly analytu jsou spektroskopicky detekovany bud' ve své plvodni
formé, nebo po reakci s chromogennim ¢i fluorescenénim Cinidlem. Nebo mohou byt
z Castic eluovany a detekovany nize po proudu. Na konci analyzy jsou castice

transportovany zpétnym tokem na jiné misto v systému, nebo vypustény do odpadu [7].
Strucné schéma Bl techniky je zachyceno na obrazku €. 9.

Hlavni vyhodou BI je adsorpce cilového analytu na povrchu c&astic, zatimco
ostatni (nezadrzené) c(asti vzorku jsou odplaveny do odpadu. Tento zpUsob

zakoncentrovani analytu zvysuje citlivost analyzy i sniZzuje detekéni limit [7].
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Obrdzek & 9: Princip Bl techniky. Cdst obrdzku A — do systému je vstfiknuta suspenze mikrocdstic, kterd je
ndsledné zachycena na predem urceném misté — vytvori mikrokolonu,; B — do systému je vstriknut vzorek,
jehoZ zona se pohybuje smérem k sorbentu; C — vzorek prochdzi skrz cdstice, na jejichZ povrchu dochadzi
k zachyceni analytu, ostatni nezachycend matrice odchdzi do odpadu spolu s nosnym proudem;
D - vpraveni chromogenniho substrdtu do systému; E - analyt, zachyceny na pevnych mikrocdsticich,
reaguje s chromogennim substrdtem za vzniku barevného nebo jinak detekovatelného produktu;
F — konecné vymyti dstic ze systému, nebo jejich regenerace. Pfevzato a upraveno dle [7].

3.4.1 Material

U ¢astic, pouzivanych pfi Bl technikach, musi byt zndma jejich velikost, tvar a
material, ze kterého jsou vyrobeny. Céstice musi byt sférické a o velikosti v rozmezi
20— 150 um. Mensi ¢astice je obtizné zachytit a navic kladou vétsi odpor protékajici
kapaliné. Castice vét$i mohou v pritokovém systému uviznout a vytvofit zatku. Neni
nezbytné nutné, aby byla velikost Castic zcela stejnd, zvlast kdyz optické vldkno

pratokové cely spojuje odezvu velkého poctu ¢astic do jednoho signalu.

Dale jsou preferovany mikrocastice z mékkych polymerd, jelikoz tvrdé (ze skla,

nebo siliky) mohou poskrabat ventil [7].
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Pro Bl spektroskopii je navic poZadovana cCirost Castic, to spliuji materialy
Sephadex a Sepharosa, které jsou pro Bl aplikace idealni, jsou prihledné a mohou byt
monitorovany UV - VIS a fluorescencné. Mikrocastice z téchto materidll jsou dostupné
s Sirokou Skalou navazanych funkénich skupin, napf. iontové vyménné, C - 18, protein A.
Mohou byt pouzity také pro analyzu anorganickych vzorkd, pro zakoncentrovani analyt(
ve stopovych mnoistvich a pro selektivni zachyt biomolekul, jako jsou antigeny a

protilatky [7].

Mechanické vlastnosti jednoho materidlu se mohou odliSovat, napf. Castice

Sepharosy 4B jsou elasti¢téjsi nez 6B, které jsou vice zesitované.

Cytodexové castice jsou velmi jemné a kiehké, mohou byt pouZity jako nosice

pro zivé bunky pti fluorescenéni mikroskopii.

Grafitové Castice jsou velmi pevné, byly pouzity jako obnovitelny elektrodovy

material pro voltametrii u enzymovych analyz.

Obvyklé mnoZstvi castic tvoficich kolonku je od 2 do 10 pl, coZ odpovida

primérné 2 000 — 10 000 ¢astic [7].

| cctj

SEPHADEX GRAPHITE CYTODEX POLYSORB

Obradzek ¢. 10: Vzhled mikrocldstic z riiznych materidli. Prevzato a upraveno dle [7].
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3.4.2 Schéma pfristroje pro Bl analyzu ve formatu LOV

LOV (Lab On Valve), laboratof na ventilu znamenad, Ze hlavni ¢ast analyzy se
odehrdva pfimo uvnitf vicecestného ventilu, jak je zndzornéno na nasledujicim obrazku

(& 11) [7, 12].

SUSPENZE
CAsTIC

ELUCNI
¢INIDLO

DETEKTOR DETEKTOR

ouTt

Obrdzek ¢. 11: Schéma pristroje pro Bl analyzu ve formdtu LOV. Suspenze Cdstic je zpétnym tokem o vysoké
pritokové rychlosti aspirovdna pres port #6 do misici civky. Poté je ventil prepnut do polohy #2
(na obrdzku) a Cdstice jsou dopraveny do mista, kde dojde k jejich nashromdZzdéni a vytvoreni
chromatografické kolonky diky optickému vidknu, které vytvori jeji dno. Transport Cdstic je provadén pri
stfedni pritokové rychlosti (pfi nizké pritokové rychlosti nedochadzi ke stabilnimu usazeni kolonky).
Ndsledné je ventil prepnut do polohy #5, zpétnym tokem dojde k aspiraci vzorku a po pfepnuti do polohy #2
je roztok vzorku protlacen nizkou pritokovou rychlosti skrz vytvorenou kolonku, kde dojde k zachyceni
analytu na povrch jednotlivych mikrocdstic. Poté je ventil prepnut do polohy #4, zpétnym tokem dojde
k aspiraci eluc¢niho Cinidla a po prepnuti do polohy #2 je toto Cinidlo tlaceno skrz kolonku, ¢imzZ dojde
k uvolnéni analytu z vazby na sférické Cdstice a jeho postupu do pritokové cely, jejiZ okraje jsou tvoreny
optickymi vidkny (jedno jako zdroj zareni, druhé vstupuje do detektoru).

Typy pratokovych cel. A — prutokovd cela pouZivand k detekci analyti po eluci, kdy dochdzi k obnoveni
chromatografické kolony; B — pritokovd cela vhodna pro Bl spektroskopii. Pfevzato a upraveno dle [7].
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Mozné problémy u Bl techniky

Castice mohou ucpat pritokovy systém

urcit pfesné mnozstvi ¢astic aplikovanych do systému je obtizné

hustota vytvorené , kolonky” nemusi byt vidy stejna

muze dojit k nechténému presunu ¢astic do jinych ¢asti systému a ndsledné
kontaminaci dalSich vzorku

nemusi se podafit kompletni odstranéni ¢astic z pratokové cely

kvlli nejednotnosti svételné absorpce pevnych castic neni spektroskopické

méreni zcela spolehlivé [7].

Vhodné vyvinuta a spolehliva SIA metoda tyto problémy minimalizuje.

3.4.4 Aplikace Bl technik

Techniky zaloZené na mikrocasticich je mozné aplikovat v mnoha oborech.

Podtrzené metody jsou podrobné rozebrany nize.

Biochemie: bioligandové metody, DNA metody, enzymatické metody, metody

pro detekci patogen(, mikroafinitni chromatografie
Monitorovani Zivotniho prostredi: detekce tézkych kov(, radionuklidd apod.
Oceanografie: detekce Zivin, kontaminant

Farmakologie: metody zkoumani bunécného metabolismu, redoxnich procest

v Zivych bunkach, studium bunécnych receptori a jejich ovliviiovani

Biotechnologie: imunoanalytické metody, DNA metody, monitorovani

imobilizace proteint v redlném c¢ase, monitorovani vazebné kapacity a kinetiky

chromatografickych technik [7].

Imunoanalytické metody

Imunoanalytické metody jsou metody zaloZzené na reakci antigen — protilatka

(Ag — Ab). Protilatka, specidlné pripravend knavazani urcitého antigenu (tedy

pozadovaného analytu) je uchycena na povrch sepharosovych mikrocastic. Tyto Castice

jsou umistény vsystému tak, Ze vytvofi kolonku mezi dvéma optickymi vlakny.
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Po prichodu vzorku skrz kolonku dojde k zachyceni analytu (antigenu) na povrchu
mikrocastic. Skrz Castice prochdzi zareni (UV —VIS), jehoz zeslabeni (diky navdzanym
analytlim) zachycuje detektor [7].

Nativni proteiny jsou monitorovdny UV spektrofotometrii v rozsahu vinovych
délek 220-280 nm. Znacené biomolekuly mohou byt monitorovany také VIS
spektrofotometrii nebo fluorescencné [7].

Prikladem takovéto bioligandové metody je stanoveni znaceného inzulinu

(obrazek ¢. 12).

@+

Obrdzek ¢. 12: Bioligandova metoda pro stanoveni inzulinu (o). Cdstice jsou zachyceny v systému,
ndsledné je vstfiknuta protildtka a za ni inzulin = protildtka je uchycena na mikrocdsticich a na ni se vdZe
inzulin. Prevzato a upraveno dle [7].

Bioligandové metody

Jednim z principd bioligandovych metod je tvorba vazby mezi avidinem a

biotinem, na které je zaloZena fada stanoveni. Jednim z nich je stanoveni DNA.

Jednoretézcova biotinylovana DNA je zachycena agardzovymi casticemi
pokrytymi streptavidinem (pfipraveny v pritokovém systému), nasledné dochazi k jeji
derivatizaci pomoci oligreenu (fluorescenéniho barviva) a detekci fluorescenéniho zareni
(obrazek ¢.13). Nakonec musi byt castice ze systému odstranény, jelikoz vazba

avidin — biotin je nestépitelna [7].

Cilem stanoveni jednoretézcové DNA bylo urdcit aktivitu/pfitomnost telomerazy

(enzymu, ktery selektivné prodluzuje jedno vldkno DNA) [7].
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Obrdzek ¢. 13: Zachyceni biotinylované DNA agardzovymi ¢dsticemi pokrytymi streptavidinem a ndslednad
derivatizace DNA fluorescencnim barvivem (oligreen). Pfevzato a upraveno dle [7].

Metody pouzivané ve farmakologii

Pouziti Zivych bunék jako biosenzorl pro objasnéni interakci receptor — ligand
umoziuje zkoumat receptory v jejich nativnim stavu, coz déla tuto analyzu fyziologicky
relevantni. Mérenim bunécné odpovédi (jakou je napf. uvolnéni vapniku) mlze byt

urceno, Ze receptor, na ktery je navazan ligand, je funkéni [7].

BI techniky byly pouzity k rozliseni fady antagonistl muskarinovych receptord.

Bylo sledovano, do jaké miry antagonisté tlumi indukované vyplaveni vapniku [7].

Studium bunécéného metabolismu

Jednim ze sledovanych déji bunécného metabolismu je spotfeba glukdzy.

Mikrocastice (z Cytoporu) s adherovanymi mysimi hepatocyty jsou vstriknuty do
systému, kde vytvofi na uréeném misté kolonku. Analyza spotfeby glukdzy je zalozena
na vzniku NADH z NAD (pomoci enzymu glyceraldehyd - 3P - dehydrogenazy). Pribéh
analyzy je monitorovan v redlném c&ase absorbanci NADH pfi 340 nm. Analyza ma

linedrni rozsah pro glukézu v koncentraci 0,1 — 5,6 mM [7].
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3.5 SEKVENCNI INJEKCNI CHROMATOGRAFIE

Sekvencni injekéni chromatografie (Sequential Injection Chromatography, SIC) je
metoda vznikld spojenim dvou technologii: kapalinové chromatografie a sekvencni
injekéni analyzy. Kombinuje vysokou separacni ucinnost s Sirokou Skdlou mozZnosti

programovani pratoku [7, 13].

K vyhodam SIC patfi, Ze objemy a pritokové rychlosti vzorku a elucnich Cinidel je
mozno rdzné programovat, vzorek lze pred vlastni separaci derivatizovat, pomocné
operace, jakymi jsou napf. tvorba gradientu, kondicionovani kolonky, nebo jeji
promyvani, Ize urychlit, k SIC systému Ize pfipojit dalsi zafizeni a klasicky SIC pfistroj stoji

pfiblizné o polovinu méné nez HPLC [7, 14].

3.5.1 Princip

Stejné jako u klasickych chromatografickych technik je SIC zaloZena na
programovatelném prdtoku mobilni faze, coz umoznuje snadnou tvorbu eluéniho
gradientu. Vysledkem je zjednoduSeni instrumentace a snizena spotfeba

roztok( [13, 14].

Pfi vétsiné analyz je do pristroje nejprve vpraven elucni roztok, do jehoz zdny je
pomoci reverzniho toku aspirovan vzorek. Vicecestny ventil je poté prepnut tak, aby

vzorek putoval na kolonu, kde dojde k jeho separaci. [7].

Programovani pritoku umozni zvolit objem vstfiknutého vzorku a dovoluje
predkolonovou derivatizaci, tvorbu eluéniho gradientu, urychleni regenerace kolony a

jeji rychlejsi promyti [7, 13].
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3.5.2 Pfistroj a material

Pfistroj ma jednoduchou konstrukci, hlavnimi komponentami jsou pistova
pumpa a vicecestny ventil. Software umoziuje provadét veskeré Upravy v separa¢nim
procesu bez prestavovani hardwaru pfistroje. Vysoce spolehlivy motor pistové pumpy
umoznuje presné odméreni objema kapalin jak pfi klasickém, tak pfi zpétném toku a to

do tlaku 3447 kPa a pritokové rychlosti 9 ml/min [7].

SIC pouziva externi chromatografickou kolonu, umisténou mezi vicecestny ventil
a detektor [14]. Detektor muize byt bud UV - VIS nebo fluorescencni a je rovnéz umistén

externé [7]. Schéma SIC pfistroje mizZeme vidét na obrazku ¢. 14.

Chromatografickd kolona, kompatibilni se separaci pfi tlaku 3447 kPa, muze byt

bud monoliticka, nebo ¢asticova [15].

Sol - gel monolitické kolony jsou tvoreny jako jediny kus porézniho silikagelu,
maiji vy3$si porozitu nez klasické HPLC kolony. Nabizeji dobrou separacni U¢innost a nizky
pratokovy odpor (zpétny tlak), ktery je dan pritomnosti makropdrt (~ 2 um). Nejcastéji
pouzivané jsou monolitické kolony s reverzni fazi, nachazi Siroké uplatnéni pfi separaci

proteint, oligonukleotid(, |éCiv, organickych kyselin a enantiomera [7, 13].

U casticovych kolon je stacionarni faze tvofena pevnymi sférickymi jadry, ktera
jsou pokryta poréznim silikagelem. Pevné jadro je pro analyty neprostupné zatimco
porézni silikagelovy obal je pokryt funkénimi skupinami (C - 18, RP - Amid, fenyl - hexyl,
HILIC aj.), které na sebe analyty vazi. Tento typ kolon nedosahuje tak vysokého stupné

porozity jako kolony monolitické, a tudiz vytvari vyssi zpétny tlak [7, 15].
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Obrdzek ¢. 14: Schéma SIC pfistroje. Separacni kolona i detektor jsou umistény samostatné, mimo
vicecestny ventil. Pistovd pumpa zajistuje jak klasicky tok dopredu, tak i tok zpétny. Pufr zde slouZi jako
mobilni faze. Vzorek je zpétnym tokem aspirovdn do systému, poté putuje na kolonu, kde dojde k zadrZeni
nékterych jeho sloZek. Ndsleduje promyti kolony pufrem a poté aplikace elucniho Cinidla, které uvolini
analyty zvazby. Pro postupnou eluci strukturné podobnych molekul z chromatografické kolony Ize
s vyhodou vyuZit elucni gradient, ktery lze ziskat misenim elucnich Cinidel v rizném poméru. Jednotlivé
analyty jsou zaznamendny detektorem a vyhodnoceny v pfislusném programu. Pfevzato a upraveno
dle [7].

3.5.3 Porovnani SIC a kapalinové chromatografie

SIC poskytuje porovnatelnou ucinnost separace jako HPLC (viz obrazek ¢. 15).
Rozdil spociva v limitaci SIC hardwaru (maximalni objem pistové pumpy, nizka tolerance
zpétného tlaku, nizkd gradientovd schopnost), ktery preduréuje SI chromatografii

dostacujici pouze pro separaci mensiho poctu slozek smési (cca 5) [7, 14].
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Obrdzek ¢. 15: Chromatogramy totoZného vzorku, jednou analyzovaného pomoci SIC, podruhé pomoci
HPLC. Zkratky: MP...methylaparaben; PB...propylparaben; BP...butylparaben; SD...diklofenak sodny.
Prevzato a upraveno dle [7].

3.5.4 Dalsivarianty SIC

e SIC na velmi kratkych kolonkach
Velmi kratké kolony (10 — 50 mm) mohou byt pouZity pfi velmi nizkém tlaku,
takZe jsou vhodné i pro FIA systém. Jsou ale schopny rozliSit pouze dvé az tfi
slozky analyzované smési [7, 16].

e Sekvencni injekéni iontové vyménna chromatografie

e Postkolonova derivatizace
Vyzaduje kontinualni zdsobeni derivatizacnim ¢inidlem, a proto je nezbytné
pouzit druhou nizkotlakou pumpu spojenou se systémem pomoci T - bodu, ktery
je umistén mezi kolonou a detektorem (znazornén na obrazku ¢. 16). Tato
metoda umoznila excelentni separaci opidtd a biogennich aminli v moci za

pouziti chemiluminiscencni derivatizace a detekce [7].
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Obrdzek ¢. 16: Postkolonovd derivatizace. Derivatizacni Cinidlo je pomoci nizkotlaké pumpy hndno pres
T - bod do systému, kde reaguje s analyty, které vychdzeji z kolony rozseparované. Cilem této derivatizacni
reakce je zajistit produkty, které budou sndze detekovatelné. Pfevzato a upraveno dle [7].

e Predkolonova derivatizace
K derivatizacni reakci dochazi jesté pred vstupem analytd na kolonu. Cilem je
upravit jejich vlastnosti tak, aby byly na zvoleném sorbentu dobre oddélitelné.

e Elucni gradient
Pocatecni davka slabého eluéniho Cinidla je aspirovana do misici civky, uvnitf
které je jiz pfipraveno silné eluéni Cinidlo. Dojde k jejich spojeni a ¢astecné i
vzadjemnému promichani. Takto vznikly eluéni gradient je poté dopraven na
kolonu, kde dochdazi k postupnému vymyvani zachycenych analytd. Jedind
pumpa SIC systému je schopna pomoci programovani pritoku vytvorit Sirokou

Skalu koncentracnich gradienta [7].
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3.6 EXTRAKCE NA TUHOU FAZ

Extrakce na tuhou fazi (Solid Phase Extraction, SPE) je v soucasné dobé jednou
z nejCastéji uzivanych technik dostupnych pro rychlou a selektivni pfipravu vzorku. Jeji
podstatou je zachyceni molekul latky na tuhém sorbentu, pfes ktery protéka vzorek. Pri
extrakci se vyuzivd chemickych vlastnosti molekul, které se vdusledku

mezimolekulovych interakci adsorbuji na sorbent [17].

SPE c¢asto nahrazuje extrakci mezi dvéma kapalinami, jelikoz vyrazné snizuje
spotfebu organickych rozpoustédel a umoZniiuje zafadit proces separace do

automatizovaného systému [7].

SPE je diky své univerzdlnosti Siroce vyuzivdna, a to napf. pro Cisténi latek,
zakoncentrovani stopovych mnozstvi latek, pfevod analytu z jedné specifické matrice do
jiné (napf. zvodné do organické), derivatizaci (analyt je zachycovdn na sorbent,

preveden na derivat a poté eluovan) [7, 18].

Existuji dva hlavni principy SPE. Prvnim a nej¢astéjsim je adsorpce analytu na
tuhou fazi, zatimco balastni latky vzorku protékaji skrz sorbent pry¢. Tento princip se
vyuziva v pfipadech, kdy je analyt pfitomen ve vzorku pouze ve velmi nizké koncentraci.
Druhy zpUsob je zaloZen na zachyceni balastnich latek ze vzorku pevnou fazi a priichodu
analytu skrz sorbent bez zachyceni. Tento pfistup je volen v pfipadé, Ze je kyZzeny analyt

pritomen ve vzorku ve vysoké koncentraci [19].

Podrobnéjsi popis prvniho principu (obrazek ¢. 17): kapalny vzorek prochazi pres
SPE kolonku a poZadované analyty jsou zachyceny materidlem sorbentu v koloné.
Nezddouci pfimési jsou zkolonky odstranény promytim spravné zvolenymi
rozpoustédly. Nakonec jsou poZzadované analyty ziskany z kolonky pomoci eluéniho
¢inidla v podobé vysoce Cistého extraktu. Tento extrakt miva vyssi koncentraci analytu,

nez pGvodni vzorek [17, 19].
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Obradzek ¢. 17: Postup u SPE. 1. Kondicionovadni (zvlhceni pevné faze matrici vzorku), 2. Davkovani vzorku
(vzorek prochdzi skrz pevnou fazi, kde dojde k zachyceni analyti ze vzorku), 3. Promyti kolonky (odstranéni
neZddoucich prfimési vhodnym rozpoustédlem), 4. Eluce (uvolnéni analytt z vazby na tuhou fdzi a jejich
vymyti). Pfevzato a upraveno dle [20].

Extrakce se provadi pomoci extrakénich kolonek (obrazek €. 18) o nejriznéjsich

velikostech a naplnich sorbentd [17].

< Télo kolonky (obvykle z polypropylenu,
nékdy sklenéné)

Frity s pory (obvykle z polyethylenu,

Sorbent
orben nékdy z Teflonu nebo nerezavéjici oceli)

Obrdzek ¢. 18: Extrakcni kolonka. Do téla kolonky je aplikovdn roztok vzorku, ten protékd skrz sorbent. Na
sorbentu se zachyti poZadovany analyt, vse ostatni protece pry¢. Po propldchnuti sorbentu je do téla
kolonky aplikovdno elucni ¢inidlo, které pri prichodu sorbentem uvolni analyt z vazby. Ten je ndsledné
zachycen do zkumavky. Cely proces je mozno urychlit pouZitim centrifugy, vakua na vystupu kolonky nebo
tlakem na vstupu kolonky. Prevzato a upraveno dle [18, 21].
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3.6.1 Sorbenty

Sorbenty jsou tvoreny ¢asticemi o velikosti v prliméru 50 um, které kladou maly

odpor protékajici kapaliné a v kolonce jsou uzavieny pomoci frit.

SPE kolonky obsahuji sorbenty zalozené nejcastéji na bazi chemicky
modifikovanych castic silikagelu. Pfi této modifikaci se na povrchové silanolové skupiny
chemicky navazuji skupiny rtiznych vlastnosti, které rozhoduji o vyslednych vlastnostech

sorbentu (viz tabulky ¢. 1, 2 a 3). Cést silanolovych skupin Ize ponechat volnych [17].

3.6.1.1 Nepoldrni sorbent (sorbent s reverzni fdzi)

Nepoldrni sorbenty se vyznacuji hydrofobnimi vlastnostmi. Analyty jsou na nich

zadrzovany pomoci hydrofobnich interakci (van der Waalsovy sily) [21], viz obrazek €. 19.

o A,
= R

.

"*-w./"m..f“‘m/rl

Obradzek ¢. 19: Retence nepoldrniho analytu (Cervené) na nepoldrnim sorbentu (sorbentu s reverzni fdzi,
modre). Prevzato a upraveno dle [20].

Lze je vyuzit pro extrakci nepoldrnich a stfedné poldrnich slouéenin. Pouziti se
podoba aplikaci reverznich fazi u HPLC. Jako rozpoustédlo vzorku se pouziva polarni
kapalina (napf. voda), ze které se nejselektivnéji vazi nejméné polarni latky [17]. Jako
eluéni cinidla se pouzivaji kapaliny s niz$i polaritou nez voda (napf. methanol,
dichlormethan, chloroform, hexan) [20]. Nejc¢astéjsi funkéni skupiny nepolarnich

sorbentl jsou uvedeny v tabulce ¢. 1.
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Tabulka ¢. 1: Funkcni skupiny vyskytujici se na nepoldrnich sorbentech. Nejcastéjsimi funkénimi skupinami
vyskytujicimi se na nepoldrnich sorbentech jsou oktadecyl, oktyl, ethyl, cyklohexyl, fenyl a kyanopropyl.
Prevzato a upraveno dle [17].

Oznaceni Funkéni skupina -R

C18 oktadecyl e e e T T T T T T T
C8 oktyl P N

2 ethyl A

CH cyklohexyl /\‘Cii&

PH fenyl @

CN kvanopropyl AN CN

3.6.1.2 Poldrni sorbent

Poldrni sorbent je selektivni pro polarni slou¢eniny [17], ty jsou na ném
zadrzovany pomoci hydrofilnich interakci (vodikové vazby, m-m interakce, vazba

dipdl - dipdl, interakce dipdl - indukovany dipdl) [21], viz obrdzek €. 20.

Obrdzek C. 20: Retence analyti s poldrnimi skupinami (¢ervené) na poldrnim sorbentu (modre). Prevzato
a upraveno dle [20].

Vzorek byva vétsSinou rozpustén v organické fazi. Jako elucni Cinidla se vyuzivaji
polarni rozpoustédla (v porovndni s rozpoustédlem vzorku), jako napf. ethery, ketony,

chloroform, dichlormethan aj. [20].
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Tabulka ¢.2 uvadi nejCastéji se vyskytujici funkéni skupiny na polarnich
sorbentech. U prvnich dvou zde uvedenych skupin se sekunddrné uplatiiuje iontova
vyména, protoZe silanolovd skupina je slabé kyseld a vyménuje kationty a
aminopropylova skupina slabé zasaditd a vyménuje anionty. Aktivni silanolové skupiny
velmi ochotné zachycuji vihkost ze vzduchu, proto se musi kolonky uchovavat v suchém

prostredi [17].

Tabulka ¢. 2: Funkcni skupiny vyskytujici se na poldrnich sorbentech. Nejcastéjsimi funkcnimi skupinami
vyskytujicimi se na poldrnich sorbentech jsou silanol, aminopropyl, 3-(2,3-dihydroxypropoxy)propy! a
kyanopropyl. Pfevzato a upraveno dle [17].

Oznaceni Funkeni skupina R

Silika silanol ——0OH

NH2 amuinopropyl NS NH,

DIOL 3-(2.3-dihydroxvpropoxy)propyl 0 OH
OH

CN leyanopropyl AT e

3.6.1.3 lontové vyménny sorbent

lontové vyménné sorbenty rozdélujeme na aniontové vyménné (anexy) a

kationtové vyménné (katexy) a kazdy z nich jesté dale na silny a slaby.

Na iontové vyménném sorbentu dochazi k zadrZeni analytu pomoci iontovych

interakci typu elektrostatickych pritazlivych sil [21, 22], viz obrazek €. 21.
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KATEX ANEX

OH
Na
R.__'NH
| S GDH - —— —
Si~_ > Sin o~ ~NRy ~
Na

CH

Obrdzek ¢. 21: lontové vyménné sorbenty. Sorbent typu KATEX (aniont, modre) na sobé zadrZuje analyty
(kationty, cervené) vyménou za svij kationt (zde Na*, Cerné). Sorbent typu ANEX (kationt, modre) na sobé
zadrZuje analyty (anionty, Cervené), vyménou za svij aniont (zde OH", Cerné). Prevzato a upraveno dle [20].

Funkéni skupiny vyskytujici se na iontové vyménnych sorbentech jsou uvedeny

v tabulce ¢. 3.

Tabulka €. 3: Funkéni skupiny vyskytujici se na iontové vyménnych sorbentech. NejcastéjSimi funkénimi
skupinami vyskytujicimi se na iontové vyménnych sorbentech jsou aminopropyl, trimethylamoniumpropyl,
karboxypropyl, kyselina benzensulfonovad a kyselina propansulfonovd. Prevzato a upraveno dle [17].

Oznafeni Funkéni skupina -R
NH2 aminopropyl NS NH,
SAX trimethylamoniumpropyl Ni\Ci

(kvarterni amin)

CBA karboxypropyl e COOH

SCX benzensulfonova koyselina SO
(4-sulfofenyl) 3

PRS propansulfonova kyselina PN
(3-sulfopropvl) SOH
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3.6.1.3.1 Aniontové vyménné sorbenty (anexy)

Anexy délime na silné (SAX) a slabé (WAX).

SAX (Strong Anion Exchanger, silny ménic¢ aniont)

Silny aniontovy ménic obsahuje alifatické kvarterni amoniové skupiny, které jsou
navazany na povrchu siliky. Kvarterni amin je silna baze a vyskytuje se jako pozitivné
nabity kationt, ktery pfitahuje zaporné nabité molekuly analytu z roztoku. Jelikoz je pKa
kvarterniho aminu velmi vysoké (vice nez 14), je jeho funkéni skupina nabita pfi vSech

hodnotach pH vodnych roztok( [21].

SAX je pouzivan pro izolaci silnych aniontl (velmi nizké pKa, <1) nebo slabych
aniontl (nizké pKa, >2), pokud jsou pfi pH svého roztoku nabité. Aby byly anionické
(kyselé) analyty nabité, musi byt pH jejich matrice o 2 jednotky vyssi, neZ jejich hodnota

pKa. Ve vétsiné pripadu jsou analyty silné nebo slabé kyseliny [21].

ProtoZe SAX vazZe velmisilné, je pouzivan k extrakci silnych aniontd, pouze pokud
neni pozadovana jejich nasledna eluce (sloZzka se navaze na sorbent a poté je i se

sorbentem vyhozena). Nejcastéji se tedy pouziva pro extrakci slabych aniontt [21].

Slabé anionty mohou byt uvolnény z vazby na sorbent bud’ vytésnénim jinym
aniontem, nebo eluci kyselym roztokem o pH, které slaby anion neutralizuje (pH o 2

jednotky nizsi nez pKa aniontu) [21].

Pokud je poZzadovana eluce silné anionickych analytd, pouziva se jako sorbent

WAX [21].

WAX (Weak Anion Exchanger, slaby ménic aniont()

Jako slaby méni¢ aniontd se ve vodnych roztocich pouziva alifatickd
aminopropylova skupina navdzana na povrch siliky (NH2). Aby mohla byt primarni
aminoskupina, jejiz pKa je okolo 9,8, pouZita jako méni¢ aniontd, musi byt nanaseny

vzorek v roztoku, jehoZ pH je alespon o 2 jednotky nizsi nez 9,8. Mimoto se musi pH
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vzorku nachazet v hodnotach, pfi kterych jsou analyty typu aniontl nabité (pH o 2

jednotky vyssi nez pKa analyt() [21].

WAX je pouZzivan kizolaci a ziskani jak silnych tak slabych aniontd, protoze
primarni amin muze byt neutralizovan (roztokem, jehozZ pH je o 2 jednotky vyssi nez pKa
sorbentu), a tim dojde k vymyti jak silného, tak i slabého aniontu. Slabé anionty mohou
byt také eluovany roztokem, ktery neutralizuje adsorbované anionty (s pH o 2 jednotky

nizsim nez pKa aniontu), nebo pfidanim jiného aniontu, ktery nahradi analyt [21].

3.6.1.3.2 Kationtoveé vyménné sorbenty (katexy)

Katexy délime na silné (SCX) a slabé (WCX).

SCX (Strong Cation Exchanger, silny ménic kationtu)

Silny ménic kationtl obsahuje siliku, na kterou jsou vazany skupiny alifatickych
sulfonovych kyselin. Sulfoskupina je silné kyseld (pKa <1) a pfitahuje kationické molekuly
z kontaktniho roztoku. Je nabita v celém rozsahu pH a proto muZe byt pouZita pro izolaci
silnych (velmi vysoké pKa, >14) i slabych kationtl (stfedné vysoké pKa, <12), pokud jim
pH roztoku umoziiuje, aby mély ndboj. Aby byly kationické (bazické) analyty nabité, musi
byt pH matrice o 2 jednotky nizsi nez je jejich pKa. Ve vétsiné pripadl jsou analyty silné

nebo slabé baze [21].

SCX sorbenty se pouZzivaji nejéastéji pro izolaci slabych kationtl, pro izolaci
silnych kationtl pouze v pfipadé, Ze neni pozadovana jejich nasledna eluce. Slabé
kationty mohou byt ze sorbentu eluovany pomoci roztoku, ktery ma pH o 2 jednotky
vy$Si nez je pKa kationtu (neutralizace kationtu). Nebo mohou byt uvolnény pfidanim

jiného kationtu, ktery analyt vytésni [21].

Pokud pozadujeme vymyti silnych kationickych analytd, pouzijeme WCX [21].
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WCX (Weak Cation Exchanger, slaby ménic kationtd)

Zakladem slabého ménice kationtl je silika, na niz jsou navdzany skupiny
alifatickych karboxylovych kyselin. Karboxylova kyselina je slaby anion, a proto je
povaZovana za slaby ménic kationtd. Karboxylova funkéni skupina ma pKa okolo 4,8 a je
negativné nabita v roztocich, jejichZ pH je alespon o 2 jednotky vyssi, nez hodnota 4,8, a

vaze kationty, které jsou pfi takovémto pH rovnéz nabité [21].

WCX je pouZzivan pro izolaci a naslednou eluci jak silnych tak slabych kationtt,
protoZze karboxylova funkéni skupina miZe byt neutralizovana (roztokem s pH o 2
jednotky nizSim nez pKa sorbentu), ¢imz dojde k vymyti silnych i slabych kationt(. Slabé
kationty mohou byt také eluovany pomoci roztoku (s pH o 2 jednotky vyssim nez je pKa
kationtu), ktery neutralizuje adsorbovany kation, nebo pfidanim jiného kationtu, ktery

vytésni analyt [21].

Analyt je z SPE sorbentu ve vétsiné pripadu ziskan ve vodném roztoku. Pokud
musi byt k vymyti analytu z SPE kolonky pouzit kysely nebo bazicky roztok, ale ziskany
vzorek ma byt ddle analyzovan v organickém rozpoustédle, které neni misitelné s vodou,
sloucenina se eluuje okyselenym methanolem (98 % methanol/2 % koncentrovana HCl)
nebo methanolem s pfidavkem zasady (98 % methanol/2 % NH4OH). Methanol je rychle
odparen a vzorek mlze byt nasledné rekonstituovan v jiném rozpoustédle. Pokud je
potfeba silnéjSi nepoldrni rozpoustédlo pro vymyti analytu z SPE sorbentu, lze do
okyseleného nebo bazického methanolu pfidat methylenchlorid, hexan nebo

ethylacetat [21].
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4 Prakticka cast

4.1 PRISTROJE A POMUCKY

e Analytické vahy Sartorius Analytic A200S

e Digitalni pH metr Hanna instruments pH212

e Ultrazvukova lazen Sonorex Bandelin RK - 100

e UV -lampa Analytical Instrument Systems, Inc., D1030 CE

e Priitokovy systém FaFSIA — pistové ¢erpadlo CAVRO XL 3000 (objem 2,50 ml), Vici
Valco vicecestny ventil, misici civka (objem 1,20 ml)

e Software FaFSIA (LabView)

e Spektrofotometricky detektor Ocean Optics USB2000 — UV - VIS

e Dvoupolohovy ventil na prfepnuti kanalu (ru¢ni ovladani) VICI

e Hadicky teflonové - vnitini prdmér 0,50 a 0,75 mm, Upchurch Scientific

e Automatické pipety Biohit 10,00 - 100,00 ul a 100,00 - 1000,00 pl

e Automatické pipety Transferpette S, 500,00 — 5000,00 ul a 100,00 - 1000,00 pl

e Sklenéné odmérné barky Simax 5,00 ml, 10,00 ml, 25,00 ml

e Odmérny vélec Simax, 100,00 mi

e Kadinky Simax, 100,00 ml|

e Sklenéné uzaviratelné lahve Fisherbrand 100,00 a 250,00 ml

e Zkumavky Eppendorf (Safe Lock Tubes) 1,50 a 2,00 ml

e Sorbent Sephadex QAE - A25, Sigma - Aldrich

e Sorbent Discovery DSC - SAX SPE, Supelco, Sigma - Aldrich

e Sorbent AccuBONDIII] SAX, Agilent

e Sorbent lontosorb TMAHP 100, lontosorb, Usti nad Labem
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4.2 CHEMIKALIE

e Kyselina sinapova (3,5-dimethoxy-4-hydroxycinnamic acid), 99,00 %,
Cat.: D13,460-0, Sigma - Aldrich
e Kyselina protokatechova (3,4-dihydroxybenzoic acid), 97,00 %,
Cat.: D10,980-0, Sigma - Aldrich
e Kyselina kavova (trans-3,4-dihydroxycinnamic acid), 97,00 %,
Cat.: D11,080-9, Sigma - Aldrich
e Kyselina o-kumarova (trans-o-hydroxycinnamic acid), 97,00 %,
Cat.: H2,280-9, Sigma - Aldrich
e Kyselina syringova (4-hydroxy-3,5-dimethoxybenzoic acid), 98,00 %,
Cat.: S-6881, Sigma - Aldrich
e Kyselina ferulova (4-hydroxy-3-methoxycinnamic acid), 99,00 %,
Cat.: WA20122, Sigma - Aldrich
e Kyselina octova ledovd, 99,00 %, ¢.5.: 1610101011, Penta
e Kyselina o-fosforecna, 85,00 %, K43367273, Merck
e Kyselina chlorovodikovd, 37,00 %, CASNo.: 7647-01-0, Sigma - Aldrich
e Octan amonny, 98,00 %, ¢.5.: 30397, Balex Pardubice Rosice
e Acetonitril, CHROMASOLV® Plus, pro HPLC, > 99,90 %, Sigma - Aldrich
e Metanol, CHROMASOLV® Plus, pro HPLC, = 99,90 %, Sigma - Aldrich
e Ethanol 85,00 % denaturovany methanolem

e Voda ultracista, Millipore



4.3 CHARAKTERISTIKA SORBENTU

4.3.1 Charakteristika sorbentu Sephadex QAE - A25

Sorbent Sephadex QAE - A25 je silny aniontovy ménic (anex), zalozeny na dobre
prozkoumané a vyzkouSené matrici Sephadexu (tvorena zesiténym dextranem —

polymer glukdzy).

Ligandem (aktivni iontoménicovou skupinou) je diethyl-(2-
hydroxypropyl)aminoethyl. Velikost ¢astic se pohybuje v rozmezi 40 - 120 um. Je stabilni
pfi pH 2-12 vbéiné pouZivanych vodnych pufrech [23]. A25 znaci stupen
porozity 25 A [24].

4.3.2 Charakteristika sorbentu Discovery DSC - SAX SPE

Sorbent Discovery DSC - SAX SPE je silny aniontovy ménic (anex), ktery je tvoren
polymerné vazanymi kvarternimi aminy na siliku (obrazek €. 22). Je pozitivné nabity v
celém rozpéti pH. Casto pouzivan pro extrakci slabych aniontd (jako nap¥. karboxylovych
kyselin), které by se nemusely dostatecné silné vazat na slabé aniontové ménice. Je
stabilni ve vodnych i organickych rozpoustédlech. Velikost c¢astic 50 um a

porozita 70 A [25, 26].

e

Obrdzek ¢. 22: Sorbent Discovery DSC - SAX SPE. Tvoren kvarternimi aminy, pozitivné nabitymi v celém
rozsahu pH. Prevzato a upraveno dle [25].

4.3.3 Charakteristika sorbentu AccuBOND[II] SAX

Sorbent AccuBONDIII] SAX je silny aniontové vyménny sorbent (anex), kdy je na
siliku vazana kvarterni amoniova sUl. Stejna funkéni skupina jako DSC - SAX, velikost

¢astic 50 um a porozita 60 A [20, 27].
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4.3.4 Charakteristika sorbentu lontosorb TMAHP 100

Sorbent lontosorb TMAHP 100 je silny aniontové vyménny sorbent (anex),
zalozeny na  celulézovych  (&asticich  substituovanych  trimethylamino-2-
hydroxypropylovymi skupinami (obrdzek ¢. 23). Velikost ¢astic 50 - 80 um a porozita
100 A [28].

P

cr
N\

Obrdzek ¢. 23: Sorbent lontosorb TMAHP 100. Prevzato a upraveno dle [28].

O

Celuloza

H

4.4  CHARAKTERISTIKA KYSELIN (ZKOUSENYCH VZORKU)
4.4.1 Kyselina ferulova
pKa = 4,58; absorp¢ni maxima: 325 a 240 nm

4.4.2 Kyselina o-kumarova

pKa = 4,04; absorpéni maxima: 325 a 270 nm

4.4.3 Kyselina protokatechova

pKa = 2,56; absorpéni maxima: 260 a 295 nm

4.4.4 Kyselina syringova

pKa = 3,93; absorpéni maxima: 280 nm

4.4.5 Kyselina sinapova

pKa = 3,61; absorpéni maxima: 325 a 240 nm

446 Kyselina kavova

pKa = 3,14; absorp¢ni maxima: 325 a 240 nm
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4.5 PRIPRAVA SUSPENZE A ROZTOKU
4.5.1 Pfiprava suspenze sorbent(

(Sephadex QAE - A25, Discovery DSC-SAX SPE, AccuBOND[II] SAX, lontosorb
TMAHP 100)

—> 250,00 ug sorbentu v suchém stavu + 3,00 ml H,0

Do vialky bylo navazeno 250,00 pg sorbentu (4 vialky pro rGzné 4 sorbenty) a

pridany 3,00 ml ultracisté vody. Vznikla tak suspenze pevnych &astic sorbentu.

4.5.2 Pfiprava pufrl
4.5.2.1 A) promyvaci pufr

e Pfiprava zasobniho roztoku pufru octanu amonného o koncentraci 2,00 mol/I:

— 15,42 g octanu amonného - 100,00 ml H,0

Do sklenéné lahve se Sroubovacim vickem bylo navdZzeno 15,42 g octanu
amonného a rozpusténo ve 100,00 ml ultracisté vody (4 lahve pro 4 rozdilné hodnoty
pH). Nasledné bylo u kazdého roztoku octanu amonného upraveno pH pomoci ledové
kyseliny octové, vznikly tak 4 zdsobni pufry o 4 rozdilnych hodnotach pH (pH =5,0,
pH=6,0, pH=7,0, pH=38,5). Tyto zasobni roztoky byly ddle redény, ¢imz vznikly

pracovni roztoky promyvaciho pufru.

e Redéni zasobniho roztoku pufru 2,00 mol/l (= vzn. pracovni roztok promyvaciho

pufru o koncentraci 0,05 mol/l ):

|:> 2,50 ml zasobniho roztoku pufru + 97,50 ml H,O

Do sklenéné lahve se Sroubovacim vickem bylo odméreno 2,50 ml zasobniho

roztoku pufru a doplnéno 97,50 ml ultracisté vody (4 lahve pro 4 rozdilné hodnoty pH).
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4.5.2.2 B)elucni pufr

Do sklenéné lahve se Sroubovacim vickem bylo odméreno 100,00 ml ultracisté
vody a ndsledné upraveno pH (3 lahve pro 3 rozdilné hodnoty pH). Uprava pH na 2,5
pomoci ledové kyseliny octové, na pH = 2,0 pomoci kyseliny fosfore¢né a na pH=1,5

pomoci kyseliny chlorovodikové.

4.6 PRIPRAVA VZORKU KYSELIN
(kys. ferulovd, syringovad, sinapovd, kdvovd, protokatechovd, o-kumarovad)

Pracovni roztoky kyselin byly pfipraveny v postupné se snizujici koncentraci
10,00 - 0,50 pg/ml.

e Priprava zasobniho roztoku kyseliny:

—> 25,00 mg > 25,00 ml H,0 (c = 1000,00 pg/ml)

Do 25,00 ml odmérné banky bylo navaZeno 25,00 mg standardu kyseliny
(6 odmérnych banék pro 6 kyselin) a doplnéno po rysku ultracistou vodou (s pridavkem
asi 1,00 — 2,00 ml methanolu pro hlife rozpustné kyseliny). Tyto zasobni roztoky byly

uchovavany v lednici.

e Redéni zasobnich roztokd kyselin (= vzn. pracovni roztoky kyselin):

C—) 250,00 pl zasobniho roztoku kyseliny = 25,00 ml H,0 (c = 10,00 pg/ml)

Do 25,00 ml odmérné banky bylo odméreno 250,00 ul zdsobniho roztoku
kyseliny (6 odmérnych banék pro 6 kyselin) a doplnéno po rysku ultradistou vodou.
Vznikly tak roztoky o nejvyssi pracovni koncentraci 10,00 ug/ml kazdé z kyselin, ty byly

dale redény.

Napf. pro pripravu vzorku kyseliny o koncentraci 5,00 ug/ml bylo do zkumavky
eppendorf o objemu 1,50 ml pipetovano 750,00 ul roztoku kyseliny o koncentraci
10,00 pg/ml a 750,00 pl promyvaciho roztoku. Obdobné bylo postupovano i u dalsich

koncentraci, jak uvadi tabulky €. 4 a 5.
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Tabulka ¢. 4: Klesajici koncentrace pracovnich roztoku kyselin: ferulové, syringové, sinapové, kdavove,

protokatechové a o-kumarové.

Koncentrace [pug/ml] V [ul] roztoku o V [ul]
vzorku kyseliny c=10 ug/ml promyvaciho roztoku
5,000 750,00 750,00
2,500 375,00 1125,00
1,250 187,50 1312,50
0,625 93,75 1406,30

Tabulka ¢. 5: Klesajici koncentrace pracovnich roztoku kyselin: ferulové, syringové, sinapové, kdvové,

protokatechové a o-kumarové.

Koncentrace [ug/ml] V [ul] roztoku o V [ul]
vzorku kyseliny c=10 ug/ml promyvaciho roztoku
8,000 1200,00 300,00
6,000 900,00 600,00
4,000 600,00 900,00
2,000 300,00 1200,00
1,000 150,00 1350,00
0,500 75,00 1425,00

4.7 POPIS POUZITEHO PRISTROJE

Pratokovy systém FaFSIA, na kterém bylo méreni provedeno, byl sestaven

z pistové pumpy (o objemu 2,50 ml) opatifené dvoucestnym ventilem, misici civkou

(o délce 240,0 cm, priméru 0,8 mm a objemu 1,2 ml), osmicestnym selekénim ventilem

s nastavcem Lab—On-Valve (LOV,

schematicky znazornén na obrdzku ¢. 24),

UV - lampou, spektrofotometrickym detektorem, systémem teflonovych hadicek a

v neposledni fadé pocitacéem vybavenym softwarem FaFSIA (LabView).
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Odpad (1) Rotor ventilu Vzorek (3)

Eluéni pufr (6)

Vstup 2z pumpy Suspenze sorbentu (4)

Kolonkavytvorenaz

Optické vidkno ¢astic sorbentu (5)

vedouci z lampy y

Optické vlakno
vedouci do detektoru

Odpad (5) Pritokové cela (S)

Obrdzek ¢. 24: Zndzornéni LOV pouZité pfi méreni. Na obrdzku je vidét usporddani laboratore na ventilu,
ve které se odehrava hlavni ¢dst analyzy. Oznaceny jsou jednotlivé vstupy (cesty) — pro vzorek, suspenzi
sorbentu, elucni pufr a vstup z pistové pumpy. MuZeme vidét kolonku, vytvorenou primo uvnitr ventilu
(optické vldkno slouZi jako zardzka) a pritokovou celu, kterd je ohrani¢end z obou stran optickymi vldkny,
a ve které probihd spektrofotometrickd detekce.

4.8 POPIS PRUBEHU MEREN/

Nejprve byly pfipraveny pracovni roztoky jednotlivych kyselin v postupné se
ménici koncentraci. Poté byla pfipravena suspenze vybraného sorbentu a promyvaci a

eluéni pufry (podle postupt uvedenych vyse).

Systém byl promyt promyvacim pufrem a elu¢nim pufrem (podle programu ¢. 1)

a poté byla vytvorena kolonka ze suspenze sorbentu (podle programu €. 2).

Nasledné byla hadicka, vedouci od zkumavky se vzorkem do vicecestného
ventilu, promyta roztokem vzorku (podle programu ¢. 3). Tato cesta (zkumavka se

vzorkem — ventil) byla promyta s kazdym novym vzorkem.

Samotna analyza pak probihala podle programu €. 4: byl davkovan vzorek, ktery
se navazal na pevné Castice sorbentu, a ktery byl nasledné z této vazby uvolnén pomoci
eluéniho pufru o konkrétnim pH. Takto uvolnény analyt byl pfi prichodu pritokovou

celou zaznamenan spektrofotometricky pfi vinovych délkach 325 a 240 nm u kyseliny
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ferulové, sinapové a kavové, pfi vinovych délkach 325 a 270 nm u kyseliny o-kumarové,

260 a 295 u kyseliny protokatechové a pfi 280 nm u kyseliny syringové.

zvoleném pH (pomoci programu €. 5).

promyt vodou (podle programu €. 7).

Pfed dalsi analyzou byla kolonka promyta novym promyvacim pufrem o

Na konci dne byla kolonka ze systému odstranéna programem ¢. 6 a cely systém

Vyskytla-li se v pribéhu méreni v pratokové cele vzduchova bublina, byla

odstranéna pomoci programu €. 8.

Vyse
tabulkach (¢. 6 — 13).

programy  jsou

podrobné popsdny v nasledujicich

Tabulka ¢. 6: Promyti systému pred zacatkem méreni (program ¢. 1).

Program €. 1 — Promyti systému pred zacatkem méreni

Krok ¢. Jednotka Prikaz

1 Dvoucestny ventil Poloha IN

2 Pumpa Nasati 1000 pl rychlosti 100 pl/s
3 Dvoucestny ventil Poloha OUT

4 Vicecestny ventil Poloha 1 — odpad

5 Pumpa Vyprazdnéni rychlosti 50 pl/s
6 Dvoucestny ventil Poloha IN

7 Pumpa Nasati 500 pl rychlosti 100 pl/s
8 Dvoucestny ventil Poloha OUT

9 Vicecestny ventil Poloha 6 — elu¢ni ¢inidlo

10 Pumpa Nasati 300 pl rychlosti 50 pl/s
11 Vicecestny ventil Poloha 1 — odpad

12 Pumpa Vyprazdnéni rychlosti 50 pl/s

Tabulka ¢. 7: Vytvoreni kolonky (program ¢. 2).

Program €. 2 — Vytvoreni kolonky

Krok €. Jednotka Prikaz

1 Dvoucestny ventil Poloha IN

2 Pumpa Nasati 1000 pl rychlosti 100 pl/s
3 Dvoucestny ventil Poloha OUT

4 Vicecestny ventil Poloha 4 — suspenze sorbentu

5 Pumpa Vytlaceni 160 pl rychlosti 100 pl/s
6 Pumpa Nasati 260 pl rychlosti 100 pl/s
7 Vicecestny ventil Poloha 5 — priitokova cela

8 Pumpa Vytladeni 500 ul rychlosti 20 pl/s
9 Vicecestny ventil Poloha 1 - odpad

10 Pumpa Vyprazdnéni rychlosti 100 pl/s
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Tabulka ¢. 8: Propldachnuti hadicky vedouci ze zkumavky se vzorkem k ventilu (program ¢. 3).

Program €. 3 — Proplachnuti hadicky vedouci ze zkumavky se vzorkem k ventilu

Krok €. | Jednotka Prikaz

1 Dvoucestny ventil Poloha IN

2 Pumpa Nasati 200 pl rychlosti 100 pl/s
3 Dvoucestny ventil Poloha OUT

4 Vicecestny ventil Poloha 3 —vzorek

5 Pumpa Nasati 100 pl rychlosti 20 pl/s
6 Vicecestny ventil Poloha 1 — odpad

7 Pumpa Vyprazdnéni rychlosti 30 pul/s

Tabulka ¢. 9: Méreni (program c. 4).

Program C. 4 - Méreni

Krok €. Jednotka Prikaz

1 Dvoucestny ventil Poloha IN

2 Pumpa Nasati 1600 pl rychlosti 100 pl/s
3 Dvoucestny ventil Poloha OUT

4 Vicecestny ventil Poloha 6 — elucni Cinidlo

5 Pumpa Nasati 300 pl rychlosti 50 pl/s

6 Vicecestny ventil Poloha 5 — pratokova cela

7 Pumpa Vytladeni 600 pl rychlosti 20 pl/s
8 Pumpa Vytladeni 200 pl rychlosti 100 pl/s
9 Vicecestny ventil Poloha 3 - vzorek

10 Pumpa Nasati 250 pl rychlosti 50 pl/s
11 Vicecestny ventil Poloha 5 — pratokova cela

12 Pumpa Vytlac¢eni 650 pl rychlosti 10 pul/s
13 Vicecestny ventil Poloha 6 — elu¢ni ¢inidlo

14 Pumpa Nasati 300 ul rychlosti 50 ul/s
15 Vicecestny ventil Poloha 5 — pratokova cela

16 Pumpa Vytlac¢eni 600 pl rychlosti 10 pl/s
17 Vicecestny ventil Poloha 1 - odpad

18 Pumpa Vyprazdnéni rychlosti 100 pl/s
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Tabulka ¢. 10: Promyti kolonky promyvacim pufrem (program ¢. 5).

Program €. 5 — Promyti kolonky promyvacim pufrem

Krok €. | Jednotka Prikaz

1 Dvoucestny ventil Poloha IN

2 Pumpa Nasati 200 pl rychlosti 100 pl/s
3 Dvoucestny ventil Poloha OUT

4 Vicecestny ventil Poloha 5 — prltokova cela

5 Pumpa Vyprazdnéni rychlosti 30 pul/s

Tabulka ¢. 11: Odstranéni kolonky (program ¢. 6).

Program €. 6 — Odstranéni kolonky

Krok ¢. Jednotka P¥ikaz

1 Dvoucestny ventil Poloha IN

2 Pumpa Nasati 500 pl rychlosti 100 pl/s
3 Dvoucestny ventil Poloha OUT

4 Vicecestny ventil Poloha 5 — pritokova cela

5 Pumpa Vytlac¢eni 200 pl rychlosti 20 pl/s
6 Pumpa Nasati 200 pl rychlosti 20 pl/s

7 Vicecestny ventil Poloha 1 — odpad

8 Pumpa Vyprazdnéni rychlosti 100 pl/s
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Tabulka ¢. 12: Konecné promyti systému vodou (program ¢. 7).

Program ¢. 7 — Konecné promyti systému vodou

Krok €. | Jednotka Prikaz

1 Dvoucestny ventil Poloha IN

2 Pumpa Nasati 1000 pl VODY rychlosti 100 pl/s
3 Dvoucestny ventil Poloha OUT

4 Vicecestny ventil Poloha 1 — odpad

5 Pumpa Vyprazdnéni rychlosti 50 pl/s
6 Dvoucestny ventil Poloha IN

7 Pumpa Nasati 500 pl rychlosti 100 pl/s
8 Dvoucestny ventil Poloha OUT

9 Vicecestny ventil Poloha 6 — eluéni-Einidie - VODA
10 Pumpa Nasati 300 pl rychlosti 50 pl/s
11 Vicecestny ventil Poloha 1 — odpad

12 Pumpa Vyprazdnéni rychlosti 50 pl/s
13 Dvoucestny ventil Poloha IN

14 Pumpa Nasati 500 pl rychlosti 100 pl/s
15 Dvoucestny ventil Poloha OUT

16 Vicecestny ventil Poloha 3 — vzerek - VODA

17 Pumpa Nasati 300 pl rychlosti 50 pl/s
18 Vicecestny ventil Poloha 1 — odpad

19 Pumpa Vyprazdnéni rychlosti 50 pl/s
20 Dvoucestny ventil Poloha IN

21 Pumpa Nasati 500 pl rychlosti 100 pl/s
22 Dvoucestny ventil Poloha OUT

23 Vicecestny ventil Poloha 4 — suspenze-serbenty - VODA
24 Pumpa Nasati 300 pl rychlosti 50 pl/s
25 Vicecestny ventil Poloha 1 — odpad

26 Pumpa Vyprazdnéni rychlosti 50 pl/s
27 Dvoucestny ventil Poloha IN

28 Pumpa Nasati 500 pl rychlosti 50 pl/s
29 Dvoucestny ventil Poloha OUT

30 Vicecestny ventil Poloha 5 — pratokova cela

31 Pumpa Vyprazdnéni rychlosti 20 pl/s

62



Tabulka ¢. 13: Odstranéni vzduchové bubliny (program c. 8).

Program €. 8 — Odstranéni vzduchové bubliny

Krok ¢. Jednotka Prikaz

1 Dvoucestny ventil Poloha IN

2 Pumpa Nasati 1000 pl rychlosti 200 pl/s
3 Dvoucestny ventil Poloha OUT

4 Vicecestny ventil Poloha 5 — prltokova cela

5 Pumpa Vytlaceni 200 pl rychlosti 200 pl/s
6 Pumpa ZadrZeni, prodleni 2 s

7 Pumpa Vytlaéeni 100 pl rychlosti 200 pl/s
8 Pumpa ZadrZeni, prodleni 1s

9 Pumpa Vytlaceni 200 pl rychlosti 200 pl/s
10 Pumpa ZadrZeni, prodleni 2 s

11 Pumpa Vyprazdnéni rychlosti 200 pl/s
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5 Vysledky

5.1 KYSELINA FERULOVA NA 4 RUZNYCH SORBENTECH, ZA RUZNYCH
PODMINEK

Nejprve byly méfeny pouze roztoky standardu kyseliny ferulové o rlznych
koncentracich (10,000 — 0,625 pg/ml). Cilem bylo zjistit, ktery sorbent a za jakych

podminek bude pro jeji budouci analyzu ze smésného vzorku nejlepsi.

V nize uvedenych tabulkach (¢. 14 — 21) je stru¢né a jednoduse shrnuto, jak se
ktery sorbent choval pfi ménicich se hodnotach pH promyvaciho a elu¢niho pufru. Na
prvni pohled by se mohlo zdat, Ze pfi nastfiku vzorku do systému neni hodnota pH (1,5,
2,0 a 2,5) elu¢niho pufru podstatnd, ale podivame-li se do programu ¢. 4 (tabulka ¢. 9),
vidime, Ze pred aplikaci vzorku na kolonku dochazi k promyti kolonky nejenom
promyvacim pufrem, ale také pufrem elu¢nim, coz muze ovlivnit miru nasledného
zachyceni vzorku na sorbentu. Mira eluce vzorku ze sorbentu je rovnéz ovlivnéna jak

hodnotou pH elu¢niho pufru, tak i hodnotou pH promyvaciho pufru.

Prvnim testovanym sorbentem byl sorbent TMAHP.

Sorbent: TMAHP — nastrik Sorbent: TMAHP - eluce
Tabulka ¢. 14: TMAHP — ndstfik. Tabulka ¢. 15: TMAHP — eluce.
promyvaci pufr promyvaci pufr
.§ pH 50 60 7,0 8,5 ..3 pH 50 6,0 7,0 38,5
2115 | v vV v 21151 X X X
120 X v X Sl20 v X v X
Tl25| X v X V Tl25| v X
LEGENDA: LEGENDA:
v vyborny zachyt vzorku na sorbentu v vyborna eluce
dostateény zachyt vzorku na sorbentu dostatecénad eluce
X nedostateény zachyt vzorku na sorbentu X nedostateena eluce

Z tabulky €. 15 mUzZeme vycist, Ze k vyborné eluci kyseliny ferulové ze sorbentu
TMAHP doslo celkem ¢tyfikrat (dvakrat byla eluce dostatecnd), a to pfi kombinaci

hodnot pH promyvaciho a eluéniho pufru5,0-2,0,5,0-2,5,7,0-2,0a 7,0 —2,5. | pfes
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to, Ze stejnd 4 policka v tabulce ¢. 14 odpovidaji nedostatecnému zachytu kyseliny

ferulové na sorbentu.

Jednu z téchto Ctyr eluci zachycuje obrazek €. 25. Na ném mlzZeme vidét zdznam

absorbance kyseliny ferulové (pfi vinovych délkach 325 a 240 nm) v prlibéhu jejiho

davkovani do systému (Cervena Sipka v obrazku) a jeji eluci (modra Sipka v obrazku), pfi

hodnoté pH promyvaciho pufru 7,0 a elu¢niho pufru 2,5. Méfeni bylo provedeno ve

tfech opakovanich.

Jak je patrné, dochazi k vyborné eluci kyseliny ze sorbentu TMAHP (absorbance

s hodnotou nad 1,00, piky velmi uzké = eluce rychld) a zdrovenn nedostatecnému

zachytu vzorku na sorbentu pfi ddvkovani (absorbance vétsi nez 0,20).

eluce vzorku

1.4

1.2

nadstiik vzorku

-\\ 08

04

0z

absorbance l

TMAHP
pH=70a25

e,

] 0o

600 a5 [s)

Obrdzek ¢. 25: Zaznam absorbance vzorku v pribehu jeho ddvkovdni do systému a pri ndsledné eluci.
Sorbent TMAHP, pH promyvaciho pufru 7,0, pH elucniho pufru 2,5, koncentrace kyseliny ferulové
10,000 ug/ml. Méreno programem ¢. 4 (tabulka ¢. 9), prfi vinovych délkdch 325 a 240 nm a ve trech

opakovdnich.
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Graf na obrdzku ¢.26 znazorfiuje zmeény absorbance pfi eluci klesajicich

koncentraci kyseliny ferulové (10,000 - 5,000 - 2,500 - 1,250 - 0,625 pg/ml).

Sorbent TMAHP, pH=7,0a 2,5

1,20

1,00

0,80

0,60

absorbance

0,40

0,20

0,00
0,00 ° 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00

-0,20
koncentrace kys. ferulové [pug/ml]

—@— absorbance  cccceeee Linearni (absorbance)

Obrdzek ¢. 26: Graf absorbance pfi eluci klesajicich koncentraci vzorku a linedrni spojnice trendu. Sorbent
TMAHP, pH promyvaciho pufru 7,0, pH elucniho pufru 2,5, koncentrace kyseliny ferulové 10,000 -> 5,000
- 2,500 > 1,250 - 0,625 ug/ml.

evvs

hodnot pH promyvaciho a elu¢niho pufru5,0-2,0,5,0-2,5,a7,0—2,5 byla 1,250 pg/ml,

a pri kombinaci 7,0—2,0 0,625 pg/ml.
Vysky pikd nebyly ani v jednom pripadé mimo detekéni limit.

RSD signall tfi méreni bylo obvykle mensi nez 10 % a jen vyjimecné bylo

dosazeno hodnoty 15 %.

Manipulace s timto sorbentem byla dobra.
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Nasledujicim sorbentem, ktery byl testovan, byl sorbent QAE - A25.

Sorbent: QAE - A25 — nastrik Sorbent: QAE - A25 — eluce
Tabulka ¢. 16: QAE - A25 — ndstrik. Tabulka ¢. 17: QAE - A25 —eluce.
promyvaci pufr promyvaci pufr
..; pH 50 6,0 7,0 8,5 ..g pH 50 6,0 7,0 85
sl15|v vV vV 215 v v
c c
Sl20| v v 120 v X v
¥ |25 X T |25 X X
LEGENDA: LEGENDA:
v vyborny zachyt vzorku na sorbentu v vyborna eluce
dostateény zachyt vzorku na sorbentu dostatecna eluce
h_4 nedostatecny zachyt vzorku na sorbentu X nedostatec¢na eluce

V tabulce ¢. 17 mlzZeme vidét, Ze k vyborné eluci kyseliny ferulové ze sorbentu
QAE - A25 doslo celkem pétkrat (Ctyrikrat byla eluce dostatecna), a to pfi kombinaci

hodnot pH promyvaciho a elu¢niho pufru 5,0 - 1,5, 50 -2,0,70-1,5,80—-1,5a

8,0 —2,0. Stejnych 5 policek v tabulce €. 16 odpovida také vybornému zachytu kyseliny

ferulové na sorbentu a v jednom pfipadé zachytu dostate¢nému.

Jedna z téchto péti eluci je zachycena na obrdzku €. 27. Na ném m(Zeme vidét
zaznam absorbance kyseliny ferulové (pfi vinovych délkach 325 a 240 nm) v pribéhu
jejiho davkovani do systému (Cervend Sipka v obrazku) a jeji eluci (modra Sipka
v obrazku), pfi hodnoté pH promyvaciho pufru 5,0 a elu¢niho pufru 2,0. Méreni bylo

provedeno ve tfech opakovanich.

Jak je patrné, dochazi kvyborné eluci kyseliny ze sorbentu QAE -A25
(absorbance s hodnotou nad 1,00, piky uzké - eluce dostatecné rychld) a zaroven

vybornému zachytu vzorku na sorbentu pfi davkovani (absorbance mensi nez 0,11).
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nastFik vzorku

eluce vzorku

1

N

absorbance QAE - A25
1.6 - pH=50a20
1.4

1.2

as [s]

Obrdzek ¢. 27: Zaznam absorbance vzorku v pribéhu jeho ddvkovdni do systému a pfi ndsledné eluci.
Sorbent QAE - A25, pH promyvaciho pufru 6,0, pH elu¢niho pufru 2,0, koncentrace kyseliny ferulové
10,000 ug/ml. Méreno programem ¢. 4 (tabulka & 9), pfi vinovych délkdch 325 a 240 nm a ve trech

opakovdnich.
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Graf na obrdzku .28 znazorfuje zmeény absorbance pfi eluci klesajicich

koncentraci kyseliny ferulové (10,000 - 5,000 - 2,500 - 1,250 - 0,625 pg/ml).

Sorbent QAE - A25, pH=5,0a 2,0

1,60

1,40

1,20

1,00

0,80

0,60

absorbance

0,40

0,20

0,00 .
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00

-0,20
koncentrace kys. ferulové [ug/ml]

—@— absorbance  seceeee- Linearni (absorbance)

Obrdzek ¢. 28: Graf absorbance pri eluci klesajicich koncentraci vzorku a linedrni spojnice trendu. Sorbent
QAE - A25, pH promyvaciho pufru 5,0, pH elucniho pufru 2,0, koncentrace kyseliny ferulové 10,000 -
5,000 - 2,500 - 1,250 - 0,625 ug/ml.

evvs

hodnot pH promyvaciho a elu¢niho pufru5-1,5,5-2,0,7-15,8—-1,5a8—2,0 byla

0,625 pg/ml.
Vysky pikd nebyly ani v jednom pripadé mimo detekéni limit.

RSD signall tfi méreni bylo obvykle mensi nez 10 % a jen vyjimecné bylo

dosazeno hodnoty 15 %.

Manipulace s timto sorbentem byla velmi dobra.
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Dalsim sorbentem v poradi byl sorbent SAX - BOND.

Sorbent: SAX - BOND - nastfik Sorbent: SAX - BOND - eluce
Tabulka ¢. 18: SAX - BOND — ndstrik. Tabulka ¢. 19: SAX - BOND — eluce.
promyvaci pufr promyvaci pufr
..; pH 50 60 7,0 8,5 ..g pH 50 6,0 7,0 38,5
2115 v X X 25| v v X
S 20| vV X 52,0 v v
D25 | X v T |25 v
LEGENDA: LEGENDA:
v vyborny zachyt vzorku na sorbentu v vyborna eluce
dostateény zachyt vzorku na sorbentu dostatecnd eluce
X nedostatecny zachyt vzorku na sorbentu X nedostateena eluce

V tabulce ¢. 19 mlzZeme vidét, Ze k vyborné eluci kyseliny ferulové ze sorbentu
SAX - BOND doslo celkem pétkrat (pouze jednou byla eluce nedostatecna), a to pfi

kombinaci hodnot pH promyvaciho a elu¢niho pufru 50 — 1,5, 5,0 — 2,0, 6,0 — 1,5,

7,0—2,0a7,0-2,5. Stejnych 5 poli¢ek v tabulce ¢. 18 odpovida jak vybornému zachytu

kyseliny ferulové na sorbentu, tak i zachytu nedostatecnému.

Na obrazku ¢ 29 mlzZeme vidét zaznam absorbance kyseliny ferulové
(pfi vinovych délkach 325 a 240 nm) v pribéhu jejiho davkovani do systému (Cervend
Sipka v obrazku) a jeji eluci (modra Sipka v obrazku), pfi hodnoté pH promyvaciho pufru

6,0 a elu¢niho pufru 2,5. Méreni bylo provedeno ve tfech opakovanich.

Dochdzi k dostatecné eluci kyseliny ze sorbentu SAX-BOND (absorbance
s hodnotou v rozmezi 0,40 — 1,00, piky uzké -» eluce dostatecné rychld) a zaroven
dostateénému zachytu vzorku na sorbentu pfi ddvkovani (absorbance vrozmezi

hodnot 0,12 —0,20).
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Obrdzek ¢. 29: Zaznam absorbance vzorku v pribéhu jeho ddvkovdni do systému a pfi ndsledné eluci.
Sorbent SAX - BOND, pH promyvaciho pufru 6,0, pH elucniho pufru 2,5, koncentrace kyseliny ferulové
10,000 ug/ml. Méreno programem ¢. 4 (tabulka & 9), pfi vinovych délkdch 325 a 240 nm a ve trech

opakovdnich.
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Graf na obrdzku ¢.30 znazoriuje zmeény absorbance pfi eluci klesajicich

koncentraci kyseliny ferulové (10,000 - 5,000 - 2,500 - 1,250 - 0,625 pg/ml).

Sorbent SAX - BOND, pH =6,0a 2,5
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0,00
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00

koncentrace kys. ferulové [ug/ml]

—@— absorbance = sccceee- Linearni (absorbance)

Obrdzek ¢. 30: Graf absorbance pfi eluci klesajicich koncentraci vzorku a linedrni spojnice trendu. Sorbent
SAX - BOND, pH promyvaciho pufru 6, pH elu¢niho pufru 2,5, koncentrace kyseliny ferulové 10,000 - 5,000
- 2,500 > 1,250 - 0,625 ug/ml.

evvs

hodnot pH promyvaciho a eluéniho pufru50-1,5,6,0-1,5,7,0—-2,0a 7,0—2,5 byla

0,625 pg/ml a pti pH 5,0 —2,0, 1,250 pg/ml.

Vysky pikd byly ve dvou pfipadech mimo detekéni limit, a to pfi koncentraci
kys. ferulové 10,000 pug/ml a pfi kombinaci hodnot pH promyvaciho a elu¢niho pufru

50-15,a6,0-1,5.

RSD signall tfi méreni bylo obvykle mensi nez 10 % a jen vyjimecné bylo

dosazeno hodnoty 15 %.

Manipulace s timto sorbentem byla velmi dobra.
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Poslednim testovanym sorbentem byl sorbent SAX - DSC.

Sorbent: SAX - DSC — nastfik Sorbent: SAX - DSC — eluce
Tabulka ¢. 20: SAX - DSC — ndstfik. Tabulka ¢. 21: SAX - DSC — eluce.
promyvaci pufr promyvaci pufr
..g pH 50 60 7,0 8,5 ..g pH 50 60 7,0 8,5
215 X X X v 2115 X v
c c
S120 X X X S| 2,0 X
925 X X X X 9125|V X X
LEGENDA: LEGENDA:
v vyborny zachyt vzorku na sorbentu v vyborna eluce
dostatecna eluce
X nedostatecny zachyt vzorku na sorbentu X nedostateena eluce

V tabulce ¢. 21 mlzeme vidét, Ze k vyborné eluci kyseliny ferulové ze sorbentu
SAX - DSC doslo celkem dvakrat (Sestkrat byla eluce dostatecnd), a to pfi kombinaci

hodnot pH promyvaciho a elu¢niho pufru 5,0 — 2,5 a 7,0 — 1,5. Stejnd 2 policka

v tabulce €. 20 odpovidaji nedostate¢nému zachytu kyseliny ferulové na sorbentu.

Na obrazku ¢. 31 mUZeme vidét zaznam absorbance kyseliny ferulové (pfi
vinovych délkdch 325 a 240 nm) v priabéhu jejiho ddvkovani do systému (Cervena Sipka
v obrazku) a jeji eluci (modra Sipka v obrazku), pfi hodnoté pH promyvaciho pufru 8,5 a

elu¢niho pufru 1,5. Méfeni bylo provedeno ve tfech opakovanich.

Dochdzi k dostatecné eluci kyseliny ze sorbentu SAX-DSC (absorbance
s hodnotou v rozmezi 0,40 — 1,00, piky SirSi = eluce pomalejsi) a zaroven vybornému

zachytu vzorku na sorbentu pfi ddvkovani (absorbance mensi nez 0,11).
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Obrdzek ¢. 31: Zaznam absorbance vzorku v priibéhu jeho ddvkovadni do systému a pri ndsledné eluci.
Sorbent SAX - DSC, pH promyvaciho pufru 8,5, pH elucniho pufru 1,5, koncentrace kyseliny ferulové
10,000 ug/ml. Méreno programem ¢. 4 (tabulka & 9), pfi vinovych délkdch 325 a 240 nm a ve trech
opakovdnich.
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Graf na obrazku ¢.32 zndzoriuje zmény absorbance pfi eluci klesajicich

koncentraci kyseliny ferulové (10,000 - 5,000 - 2,500 - 1,250 - 0,625 pg/ml).

Sorbent SAX - DSC,pH=8,5a1,5

1,20

1,00

0,80

0,60

0,40

absorbance
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0,00 o
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-0,20 ,
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Obrdzek ¢. 32: Graf absorbance pri eluci klesajicich koncentraci vzorku a linedrni spojnice trendu. Sorbent
SAX - DSC, pH promyvaciho pufru 8,5, pH elucniho pufru 1,5, koncentrace kyseliny ferulové 10,000 - 5,000
- 2,500 > 1,250 - 0,625 ug/ml.

evvs

hodnot pH promyvaciho a elu¢niho pufru 5,0—2,5a 7,0 — 1,5 byla 0,625 pg/ml.

Vysky pika byly v jednom pripadé mimo detekéni limit, a to pri koncentraci
kys. ferulové 10,000 pug/ml a pfi kombinaci hodnot pH promyvaciho a elu¢niho pufru

7,0-1,5.

RSD signalQl tfi méreni bylo obvykle mensi nez 10 % a jen vyjimecné bylo

dosazeno hodnoty 15 %.

Manipulace s timto sorbentem byla nedostatecna, sorbent vytvarel shluky uvnitf

pratokové cely a po skonéeném méreni se dostdval ze systému obtizné ven.
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5.2 CELKOVE SHRNUTI VLASTNOSTI SORBENTU

Jako sorbenty, se kterymi bude provedeno dalSi méreni, byly zvoleny sorbenty
QAE - A25 a SAX-BOND. Duvodem byla lepsi eluce vzorku oproti zbylym dvéma

sorbentlim a snazsi manipulace.

Jako nejvhodnéjsi podminky pro dalsi méreni byla zvolena hodnota pH

promyvaciho pufru 5,0 a elu¢niho pufru 1,5.

5.3 KALIBRACE S KYSELINOU PROTOKATECHOVOU A O-KUMAROVOU

Kyseliny protokatechovd a o-kumarovd byly analyzovany na dvou vybranych
sorbentech (QAE - A25 a SAX - BOND) a za vybranych podminek (pH promyvaciho pufru
5,0 a pH elu¢niho pufru 1,5).

Na obrazku ¢. 33 mUzeme vidét kalibracni kfivku kyseliny protokatechové na
obou téchto sorbentech. Kyselina protokatechovd ma horsi zachyt na sorbentu
SAX - BOND (to z tohoto grafu patrné neni, vyplyva to z vysledkl méreni), ale eluuje se

z néj velmi dobre, |épe nez ze sorbentu QAE - A25.
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Obrdzek ¢. 33: Eluce kyseliny protokatechové ze sorbentu SAX - BOND a QAE - A25. pH promyvaciho pufru
5,0, pH elu¢niho pufru 1,5.

Na obrazku €. 34 je kalibra¢ni kfivka kyseliny o-kumarové na sorbentu QAE - A25
a SAX-BOND, za zvolenych podminek (pH promyvaciho pufru 5,0 a pH elu¢niho
pufru 1,5).

Jak je vidét, kyselina o-kumarova ma lepsi eluci ze sorbentu SAX - BOND (a opét

ma na tomto sorbentu horsi zachyt).
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Obrdzek ¢. 34: Eluce kyseliny o-kumarové ze sorbentu SAX - BOND a QAE - A25. pH promyvaciho pufru 5,0,
pH elucniho pufru 1,5.

Z obou grafll je patrné, Ze efektivni extrakce obou kyselin probihd na obou
vybranych sorbentech, ale zatim co u SAX - BOND jsou vysledky podobné, u QAE - A25
pomérné rozdilné. Pro extrakci vzorku s vice fenolickymi kyselinami se jevi SAX - BOND

jako vhodnéjsi, protoze se zda byt vice univerzalni pro razné fenolické kyseliny.

Tabulka ¢. 22: Smérnice primek eluce kyseliny ferulové, protokatechové a o-kumarové na sorbentech
SAX - BOND a QAE - A25.

SMERNICE PRIMKY
kyselina sorbent SAX - BOND QAE - A25
ferulova 0,1088 0,0586
protokatechova 0,1177 0,1523
o-kumarova 0,1296 0,0885
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6 Diskuze

Jak je z vysledkové Casti patrné, ma pouzity sorbent na pribéh extrakce zasadni
vliv. | pfes to, Ze vSechny Ctyfi sorbenty pouzité pfi méreni byly silné aniontové ménice
(SAX) s funkéni skupinou — kvarterni amoniovou soli, vysledky jednotlivych analyz se

mezi sebou pomérné dost lisi. Vliv mél jak materidl ¢astic, tak i funkéni skupina.

Vyznamny krok, ktery ma znacny vliv na extrakci, je tvorba kolonky uvnitf ventilu.
Kazda nové vytvorend kolonka je jind. Aby byla suspenze ¢astic pristrojem nasdta, musi
se ruc¢né protrepavat, proto mizZe byt obtizné pripravit kolonku vZdy o stejné vysce.
Nékdy se musi kolonka pripravovat opakované, aby jeji sloupec dosahoval poZzadované

vysky.

MuZe také dochazet ke shlukovani ¢astic sorbentu a ke zménam stability kolonky

béhem jednotlivych krokd extrakce.

V namérenych datech je patrnd nelinearita odezvy (zndzornéna na
obrazcich ¢.26, 28, 30 a 32). Mulze byt zpuUsobena i ne zcela optimalnim
vyhodnocovanim dat —hodnoceny byly pouze vysky piku (jejich ru¢ni odecitani v nizkych
koncentracich je nepresné diky Sumu) a ne jejich plocha, ktera by davala presnéjsi

informace pro srovnani mezi rGznymi podminkami méreni.

V nékolika mérenich presahovala vyska piku horni limit detektoru (predevsim u
sorbentu SAX — BOND). Sice v téchto pfipadech nezndme presnou vysku piku, ale i tak
tento fakt hodnotime pozitivné, protoze znadi, Ze eluce probéhla velmi rychle a

kompletné.

Kazdé méreni bylo provedeno ve tfech opakovanich a z téchto tfi hodnot byla
vypocitdna relativni smérodatnd odchylka (RSD), kterd se pohybovala v rozmezi
5-10%, jen vyjimecné dosahovala k15 %. Tato skuteCnost ukazuje na dobrou

funkcnost a stabilitu systému.
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7 Zavér

V této praci byly navzdjem srovnavany Ctyfi rizné aniontové vyménné sorbenty
(TMAHP, QAE - A25, SAX - BOND a SAX - DSC) s cilem zjistit, ktery bude vhodny pro

naslednou podrobnéjsi analyzu smésnych vzorka fenolickych kyselin.

Hlavni testovanou fenolickou slouceninou byla kyselina ferulova, ktera byla
odzkousena na kazdém ze Ctyrech sorbentd v péti riznych koncentracich (10,000 pg/ml,
5,000 pg/ml, 2,500 ug/ml, 1,250 pg/ml a 0,625 ug/ml) a byla sledovana jeji absorbance
pfi vinovych délkach 325 a 240 nm.

Nasttik testovanych péti koncentraci kyseliny ferulové a jejich nasledna eluce
probihala na vSech ¢tyfech sorbentech pfi ¢tyfech rGznych pH (5,0, 6,0, 7,0 a 8,5)
promyvaciho pufru a tfech rdznych pH (1,5, 2,0 a 2,5) pufru elu¢niho. U kazdého

sorbentu byly vyvhodnoceny nejlepsi podminky pro nastrik a eluci kyseliny ferulové.

Dale byla hodnocena manipulace s jednotlivymi sorbenty, pfedevsim prakticka
stranka jejich pouziti ve formatu LOV (laborator na ventilu). Sorbent SAX - DSC se pro
toto pouziti ukazal jako nevhodny, jelikoz dochazelo k jeho shlukovani uvnitf pritokové
cely a bylo velmi obtizné jej po skonéeném méreni z pfistroje odstranit. S ostatnimi tremi

sorbenty byla manipulace dobrd, popf. velmi dobra.

Po celkovém zhodnoceni vsech ¢tytech sorbentd pfi riznych podminkach méreni
byly uréeny jako nejlepsi sorbenty SAX - BOND a QAE - A25 a jako nejlepsi podminky pro

dalsi analyzu pH promyvaciho pufru 5,0 a pH elu¢niho pufru 1,5.

Tyto zvolené sorbenty a podminky analyzy byly nasledné pouzity pfi méreni
dalSich fenolickych kyselin, a to kyseliny protokatechové a kyseliny o-kumarové.
| vtomto pripadé byla potvrzena dobrd funkénost zvolenych sorbentli a méficich
podminek. Pro analyzu kyseliny protokatechové se ukdzal jako vhodnéjsi sorbent

SAX - BOND, stejné jako pro kyselinu o-kumarovou.

Tento primarni screening sorbentl a méficich podminek byl prvnim krokem pro
obsahlejsi analyzu dalSich fenolickych kyselin a jejich smésnych vzork(, které bychom se

chtéli vénovat v budouci rigorézni praci.
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