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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra analytické chemie

Kandidat: Bc. Sava Klabackova
Skolitel: RNDr. Lenka Kujovska Krémové, Ph.D.
Nazev diplomové prace: Vyvoj extrakéniho postupu pro stanoveni tokoferola

V lidském séru

V ptedkladané préci byl vypracovan miniaturizovany postup extrakce do kapaliny pro
stanoveni alfa, beta, gama a delta tokoferolu z lidského séra. Byly optimalizovany
jednotlivé kroky extrakce: deproteinace, centrifugace, odpafovani a zavérecna filtrace.
Pro stanoveni tokoferolt byla také testovana extrakce do kapaliny podpotend tuhou fazi
(SLE), ktera se jevi jako velmi slibnd pro vyuziti v bioanalyze. V pribéhu vyvoje
nového extrakéniho postupu byl kladen ddraz na jednoduchost, rychlost a malou
spotiebu vzorku i rozpoustédel. Byla provedena také ¢aste¢na validace metodiky. Novy
extrakéni postup je soucasti jiz zaveden¢ UHPLC metody pro stanoveni jednotlivych
forem tokoferolli a bude slouzit ke stanoveni antioxidacni kapacity onkologickych

pacientii béhem chemoterapeutické 1écby.

Kli¢ova slova: tokoferoly, LLE, SLE, biologicky material



ABSTRACT

Charles University in Prague
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Analytical Chemistry

Candidate: Bc. Sava Klabackova
Supervisor: RNDr. Lenka Kujovska Krémova, Ph.D.
Title of diploma thesis: Development of extraction procedure for determination of

tocopherols

In the present work liquid-liquid extraction for determination of alpha, beta, gamma and
delta tocopherol from human serum was developed miniaturized. Individual extraction
steps as deproteinization, centrifugation, evaporation and final filtration were optimized.
Solid supported liquid extraction (SLE) was also tested for determination of tocopherols
and seems to be very promising for use in bioanalysis. During the miniaturization of the
extraction procedure the main emphasis was placed on simplicity, speed and low
consumption of samples and solvents. Method was also partly validated.

The new extraction process is part of an already developed UHPLC method for the
determination of individual forms of tocopherols and will serve to determine the

antioxidant capacity of cancer patients during the chemotherapy treatment.

Key words: tocopherols, LLE, SLE, biological material



OBSAH .ttt sess s s s sese s s s s s s e s e esnasssssssssenaeanasssssssssaneranansssnsssnanes 5
UVOD ... ciiiiiiiitiiiiiiiiineereeisiiessssseesnsssssssssssssessnnssssssssssasssnnssssssssssssssnnssssssssssanes 7
CIL PRACE ... et nanas 8
TEORETICKA CAST ...oveeererrerinessusssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 9

3.1 VITAMIN E oottt ettt sttt ettt e sttt e e s sttt e e s sabee e e s sabteeessabbaeessanseeessanes 9
LT B B o X1 (o -3 PPPRPPPRPPRPPRt 9
3.1.2  CheMUCKG SErUKLUIQ ....ccc.eeveeeeeeeeeeeee e et ee e e s tta e e et e e e etaa e e 10
I N T &Y7.41 (e [ [ TRV Lo Ky 1 Lo X 1 USSR 11
I N B (s [ o ) -SSR 11
3.1.5  MELADOLISITIUS ...t e et e e ettt e e e tta e e e tan e e e stenaeenanees 12
31,6 HIQAINY V KEVi ettt ettt e e e estar e e e stena e e 13
3.1.7  FUNKCE LOKOSEIOIU........cccvveeeeeeeeeeceeeeeeeeeeeeee et et eeeeeea s 13

3.2 VITAMIN A (RETINOL) trteeeeureeeeeiuteeeeeitteeeeeiuseeeessusaeesesssaseeessssseesasssnesssnssssesnsssssesanssseennn 15

3.3 EXTRAKCNI METODY ...vttiieurieersutieeesiurteessiueseessausteessnsseeesssssseessnssseesssnsseesssssssesssnnseessns 16
2 Y B 01011 ¢} 1 [0 Lo Lol -2 PRSP 16
I 2 A o 11 o ol =2 U PUR 17
3.3.3  Precipitace Proteinl (PP) ........cueeceeeeieeeieeeeeesee et e eceseseesaaesaeeseea s 17
3.3.4  Extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE)...........cccueeveeeeereecirecieeecieeeeerescreeens 18
3.3.5  Extrakce Na PevNnOouU fAZi (SPE) .......cueuceeecereeieeeieeeiireeciesesieesivsassenesseesnns 19
3.3.6  Extrakce do kapaliny podporend pevnou fazi (SLE)............ccccueecveeevveecreense, 20
3.3.7  DalSi extrakCni MetOody ..........cccueeeeecuveieeiiiiieeeiieeeeesieeesee e s seea e sea e 21

3.4  VYSOKOUCINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE (HPLC)..vveieiiurieieeiireeeerreee e e 28
I B 1= o 1o AV = X oSS 28
3.4.2. Ultravysokoucinnad kapalinova chromatografie (UHPLC)............ccccvveeevenne.. 29

3.5 CHROMATOGRAFICKE METODY PRO STANOVENI TOKOFEROLU......ecveereerreesereseresnresseenvnennns 29
3.5.1  Plynovd chroma@tOgrafie...........eeeccueeeeeieeeeeiiiieeeeiieeeesciteeeeiiteraeesiina e e e 29
3.5.2  Kapalinovd chromatografie ............ceeeceueeeeceieeeeeiiieeesiiieeeecieseeesiea e e 29
EXPERIMENTALNI CAST....cooeeeeeeeee et se e senas 30

4.1  PRISTROJOVE VYBAVENT A MATERIAL..eetriurreerriurieeernieeesssireeessireeesssseeesssseeesssnsenessnsens 30

4.2 POUZITE CHEMIKALIE ...utttiiiiieee ettt e ssiteeessieeeessieeeessbbaeesssbbaeessasbaeesssssaeessnsseeessnssenas 31
1 Y o [ 1o [0 T o SR 31
4.2.2. Priprava zdsobnich a pracovnich roztoKuG................ccocueeeevvuveeecviereeecieneeeenn, 31
4.2.3. MODBIINT FAZE ...ttt a et e e e e a e e 33

4.3 POUZITY SOFTWARE ..eeeruvetetteesteesteeesireesseeessseesseessseeesseessseessssessssesssssessssesssseeesssees 33

4.4 PODMINKY UHPLC ANALYZY...ccouteeiiieeriteenieeeniteesieessieeesaseesseesnnseesseeesuseesaseesssseesaseess 33

4.5  PRIPRAVA A SEPARACE SERA ...eetruteertreenireenueeesiseesueessseeesseesnssesnsseesssessssseesssessssaesssseens 34

T 1 IS 34
X N (o Y (o] (o [ Y U 34
4.6.2  MiniQtUIZACE LLE .......ccouvvvveveveveeeeiiiiiiiieiiiiveseeesesesesesesesessnessseseseseresesesssesenenen 35
4.6.3  Optimalizace Mini LLE ...............ueveeieieieeeieeeeeciieeeeseeaessteeeesrtaaaesriaaaessees 35

A 1 SRS 39
4.7.1  OPtIMQANZACE SLE .......oooeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt e ettt e e e tee e e esta e e e staa e s e sraaaeesarees 40



5 VYSLEDKY A DISKUZE......cooeteteteeeeeeeseeesesssesssesesssssssssssssssesssssssssssssssssssssens 42

5.1 VYSLEDNA LLE EXTRAKCE .uuuuvieeeeiirttiieeeeeeeeeestteeeeeeetessssnsssesssssssssnnsssssssssssssnnnssssessesnns 42
5.1.1  POStUPD LLE @XEIAKCE. ...cccceveeeeeiiiaeeeiiieeesieeeestaeessteeesita e e ssvtnasssseneesnsees 42
5.1.2  OpakovatelNOoSst @XtIAKCE. ...........ccevecuueeeeeiiireesciieeeeciieeesiiteeessieaesessiee e e 43
5.1.3  VYtEZNOSt eXtraKCe (FECOVEIY) ....cccuuveeeeeeeieeeieecieeeeeeceeeseeseessesesrea s 44

5.2 SLE EXTRAKCE «evveeeeeeeeee e e eeeeeeee e e e e e eeeeeaeeeeee e eeeesaaeeeessanneeeesaanneeesannneeesannnneesannneeenan 46
5.2.1  WYSIEANY POSEUD SLE ..ottt e e stta e e st e e stna s 46

(I #7:N %4 ) L SO 48
7 SEZNAM ZIKRATEK e irteeeeireeneiiireeneiireennesreesssesseesssesseesssesssssssessessssessesssses 49
8  SEZNAM OBRAZKU, GRAFU A TABULEK......cccoeetvriierereerrereeseessesessesenes 51
9 POUZITA LITERATURA ......oteretetereerereessesseesssssesseseessssessesessessesssssssesenees 52



1 UVOD

Vitamin E je fazen mezi vitaminy rozpustné v tucich. Pro jeho Siroké tcinky na
organismus patii mezi ¢asto studované latky. Nejcastéji je popisovana jeho antioxidaéni
aktivita proti volnym radikalim. Dale se podili na spravném fungovani imunitniho,

nervového a kardiovaskularniho systému.

Pro hodnoceni mnozstvi vitaminu E v organismu se nejastéji provadi jeho
stanoveni v krvi. V klinické praxi patii krev mezi nejcastéji studované biologické
materialy, protoze je snadno dostupna. Vzhledem k tomu, Ze jeji slozeni odrazi rtizné
biochemické pochody v organismu, jsme schopni podle vysledkii laboratorniho

vySetfeni urcit zdravotni stav pacienta a definovat spravnou diagnézu.

V Krvi (séru, plazm€) se ovSem nachdzi obrovské mnozstvi latek v Sirokém
rozmezi koncentraci. Pro uspésné stanoveni vitaminu E pomoci LC techniky je nutna

jeho extrakce z biologického materidlu.

Preanalytickd faze, kam patii 1 Uprava vzorku, je velmi dileZitou soucésti celé
bioanalyzy. V preanalyze dochazi k nejvétsimu pocétu chyb b&éhem celého procesu
stanoveni a kromé toho je 1 nejvice ¢asoveé naro¢na. Bez spravného odbéru, skladovani,
transportu a upravy vzorku bychom ani s nejdokonalejsi a nejcitlivéjs$i metodou nebyli
schopni detekovat a kvantifikovat analyt spravné a pifesné. Proto je velmi dilezité
vénovat potiebny Cas pro vyvoj a optimalizaci upravy vzorku, abychom docilili

spravnych vysledk.



2 CILPRACE

Cilem této prace byla optimalizace extrak¢ni metody pro stanoveni tokoferoli
Vv lidském séru pro jiz vypracovanou UHPLC metodu. Hlavni snahou bylo vypracovat
rychly extrakéni proces pro extrakci alfa, beta, gama, delta tokoferolu a retinolu
vyuzivajici jen mald mnozstvi vzorku i rozpoustédel, vhodny pro velké série, ktery bude
slouzit pro pacienty III. interni gerontometabolické kliniky Fakultni nemocnice v Hradci

Kralové.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Vitamin E

Pod nadzvem vitamin E je skryto nckolik latek s podobnou strukturou. Jednd se
o0 tokoferoly a tokotrienoly. Jsou to latky lipofilni, a proto vitamin E patii do skupiny
vitaminu rozpustnych v tucich, spolecn¢ s vitaminem A, D a K. Tyto latky jsou schopné

prochazet membranami a tim mtze dochazet k jejich kumulaci v organismu [1, 2].

Vitamin E je vyznamny antioxidant, ktery brani peroxidaci nenasycenych mastnych
kyselin obsazenych ve fosfolipidech bunéénych membran. Zabranénim tohoto procesu
je zachovana spravna funkénost biologickych membran a nedochazi ke vzniku pro

organismus nebezpecnych latek [3].

Pro jeho veliky vyznam je dulezita jeho analyza. Tokoferoly se stanovuji metodami
zalozenymi na riznych principech. Mezi nejcastéjsi patii metody spektrofotometrické
a chromatografické, poptipadé eletrochromatografické. V dne$ni dobé se nejvice
uplatiiuji metody chromatografické a to v riznych obménach s cilem separovat rizné

tokoferoly s vysokou citlivosti a ur¢it jejich ptesnou koncentraci v krvi [4, 5].

3.1.1 Historie

O objev vitaminu E se roku 1922 zaslouzili védci Evans a Bishop a od té doby je
nadale velmi pozorné studovan. Byl objeven jako latka, ktera ovliviiuje plodnost krys.
A ziejmé i odtud plyne jeho Casto pouzivany nazev ,,vitamin plodnosti“ [6]. V roce 1936
byl z pSeni¢nych klickl prvné izolovan a-tokoferol [7]. Pavod tohoto pojmenovani
vychazi ze dvou feckych slov. Tocos znamena potomek a phero plodit. K objeveni jeho

chemickeé struktury a k prvni syntéze a-tokoferolu doslo o dva roky pozdéji [8].



3.1.2 Chemicka struktura

Vitamin E se objevuje v 8 rtznych strukturach. Jedna se o tokoferoly (a-, B-, y-
a 0-) a tokotrienoly (a-, B-, y- a 8-). Tokoferoly jsou slozeny z chromanolového kruhu
a fytylového postranniho fetézce. Jednotlivé latky se lisi poctem a polohou methylovych
skupin na chromanolovém kruhu. Tokotrienoly jsou jim velmi podobné, jedinym

rozdilem je pfitomnost nenasycenych vazeb ve fytylovém fetézci [9].

Tokoferoly ve své struktuie obsahuji celkem tfi chiralni centra. Prvni centrum
chirality je na uhliku C2 chromanolového, kruhu a dalsi dvé se nachédzi na fytylovém
fetézci na C4° a C8°. a-Tokoferol se v ptirodé vyskytuje pouze v konfiguraci
RRR-a-tokoferol (v literatufe znacen také jako d-o-tokoferol), zatimco primyslové
vyrabény vitamin E je racemickd smés. Ze struktury tokotrienoll vyplyva, Ze maji

pouze jedno chiralni centrum na chromanolovém kruhu [1, 10].

R Tokoferoly

R; Tokotrienoly

HO
CHs CHs,
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R, R, Rs Tokoferol/
Tokotrienol
tokol/
H H H tokotrienol
CH3 CH3 CH3 o
CH, H CH; B
H CH; CH; Y
H H CH; 4

Obr. 1. Struktura tokoferold a tokotrienoli (# hvézdi¢kou jsou ozna¢ena centra

chirality)

3.1.3 Fyzikalni vlastnosti

Tokoferoly se pfi laboratorni teploté nachazi v kapalném stavu v podobé viskoznich
olejui. Jako cisté latky jsou bezbarvé nebo svétle zluté. Diky hydrofobnimu postrannimu
fetézci jsou nerozpustné ve vodé a rozpoustéji se V lipofilnich rozpoustédlech jako je
ether, hexan nebo chloroform. Maji velmi silné reduk¢ni schopnosti a snadno dochazi
k jejich oxidaci. Jsou citlivé na kyslik a jejich citlivost stoupa s poétem methylovych
skupin. Absorbuji v UV oblasti a vykazuji fluorescenci. Pti delSim pasobeni UV zateni

dochazi k jejich rozkladu [11].

3.1.4 Zdroje

Vitamin E si lidské télo nedokaZe syntetizovat, a proto je nutné ho pfijimat
Vv potraveé. Vyskytuje se predevSim V potravindch rostlinného plvodu. NejbohatSim
zdrojem vitaminu E jsou jedlé rostlinné oleje (slune¢nicovy, olivovy), obilné klicky,
ovesné vloCky, ofechy, zelenina a ovoce (napfiklad chiest, fepa, Spenat, avokado,
maliny, broskve). V potravé zivoc€isného pivodu se vitamin E vyskytuje také, ale

v daleko men§im mnozstvi [12].

Podle seznamu ptidatnych latek a aditiv maji tokoferoly Vv potravinach oznaceni:
E306 (extrakt s vysokym obsahem tokoferolit), E307 (a-tokoferol), E308 (y-tokoferol)
a E309 (3 tokoferol) [13].
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Denni doporucena davka je stanovena piiblizn¢ na 14 mg o-tokoferolu na den.
Ptesnd hodnota je dana pohlavim a vékem (popséno v tabulce 1). U zdravych jedinct je

nejvyssi tolerovana davka na den 1000 mg.

Doporuéena davka a-tokoferolu | (mg/den)
zeny 8-10
téhotné Zeny 13
zeny (veék > 50 let) 15
muzi 10
muzi (vék > 50 let) 15
parenteralni potfeba/24 hod 10

Tab. 1. Doporucené denni davky a- tokoferolu [14]

3.1.5 Metabolismus

Pfijem vitaminu E do organismu souvisi se vstiebavanim tukid. Je zavisly na
spravné funkci tenkého stieva a vylucovani pankreatickych enzymi a zluéi. Primérné
se vstiteba pouze 30 % vitaminu pifitomného v potrave. Tato hodnota je zavisla na
povaze soucasné piijatych tukl. Vyssi vstiebavani vitaminu je podporovano nasycenymi
mastnymi kyselinami a naopak k inhibici dochéazi pfi pfijmu nenasycenych mastnych

kyselin [15, 16].

Ve stievé dochézi k hydrolyze esterli tokoferoll pfijatych v potravé a tvorbé micel.
Micely pasivni difuzi pfechazi do enterocytl. ProtoZe neexistuje specificky transportni
protein z gastrointestinalniho traktu, dojde k zabudovani vitaminu E do chylomikron.
Ty jsou lymfatickou cestou dopravovany do krevniho ob&hu, kde lipoproteinova lipaza
zpusobuje jejich hydrolyzu a tim dojde i k uvolnéni volnych mastnych kyselin spole¢né
s vitaminem E do tkani. Zbytky chylomikronl s vitaminem E jsou zachyceny v jatrech.
Z téch je transportovan pomoci VLDL, LDL i HDL do tkani. Na transportu z jater do
tkani se podili i protein o-TTP (a-tocopherol transfer protein) [17]. Je to hlavni
regulator hladiny o-tokoferolu v plazmé. Ma afinitu nejen k a- tokoferolu ale
I K ostatnim formam vitaminu E (B-tokoferol 38%, y-tokoferol 9%, &-tokoferol 2%)
[18].
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Tokoferol se skladuje pfedev§im v jatrech a tukové tkani, ale v mensi mife je
ptfitomen i v ostatnich tkanich. Na trovni bunéénych organel jsou tokoferoly ulozeny
hlavné v plazmatickych membranach, v mitochondriich a endoplazmatickém retikulu.
Pouzity a nadbytecny vitamin E, ktery se neulozi v organismu, je pfeménovan v jatrech

na hydrofilni latky, které jsou z té€la odstranény moci a stolici [17].

3.1.6 Hladiny v krvi

Fyziologické hladiny v séru se u dospé€lych pohybuji v rozmezi 19-35 pumol/L.

v

Podrobngjsi informace o hodnotach a-tokoferolu v séru uvadi tabulka 2.

Fyziologické hodnoty a-tokoferolu v séru pmol/L
0 — 1 mésic 8-28

1 -6 mésic 10-31
6 mésici — 6 roki 20-30
dospely 19-35

Tab. 2. Fyziologické hodnoty a-tokoferolu v séru [14]

Nedostatecné mnozstvi (hypovitamindza) a absolutni nedostatek (avitamindza) jsou
spojovany predev§im s poruchami piijmu a vstiebavani lipidd nebo chronickym
onemocnénim jater. Klinické pfiznaky jsou neurologického charakteru a zahrnuji
poruchu rovnovahy, snizeni reflexit a dale poruchy zraku, ztratu chuti nebo anémii

zpusobenou hemolyzou [11, 19].

Toxicita vitaminu E je velmi nizké a vys$i koncentrace (hypervitamindza) je ¢asto
nalezem u hyperlipidemie a obstrukce jater. Tyto osoby trpi bolesti hlavy, nauzeou,
unavou a svalovou slabosti. V moci lze pifi hypervitamin6ze nalézt zvySené mnozstvi

kreatininu s jeho souc¢asnym poklesem v séru [20].

3.1.7 Funkce tokoferolu

Rtzné formy vitaminu E nevykazuji stejnou biologickou aktivitu. Nejvyssi aktivitu
ma o-tokoferol a také plati, Ze pfirodni vitamin E ma vyssi biologickou aktivitu nez

synteticky. Biologicka aktivita ovS§em neodpovida jeho antioxidacni aktivité [19].

13



Hlavni funkce a-tokoferolu je ochrana bunék pied oxidaci volnymi kyslikovymi
radikaly. Na této funkci se spole¢né s a-tokoferolem podili selen a vitamin C. Jejich
role spociva v tom, ze redukuji oxidovanou formu vyuzitého o-tokoferolu, aby monhl

opét plnit svoji antioxidacni funkci [21].

RH
HO'] ¢ Initiation o’
LU M 0'

RH= o NKAN ROO = KN

ROOH H H O
R = s NAAN ROOH = o N
Propagouon k
Vitamin E-OH Vitamin C__ 2GSH NADP'
Vitamin E-O" Vntamin C GSSG NADPH+H
ROOH

Obr. 2. Antioxidaéni aktivita vitaminu E [21]

a-Tokoferol je umistén v membrané bunék v blizkosti polynenasycenych mastnych
kyselin (PUFA) a chrani je ptfed oxidaci, takze nedochazi ke vzniku Skodlivych
lipoperoxidi, které narusuji fyziologickou funkci membran. Vitamin E také zabranuje
oxidaci LDL Ccastic. Jestlize dojde k jejich oxidaci, LDL nejsou rozpoznany svym
specifickym receptorem a misto toho jsou odstranény makrofagy, ze kterych v cévni
stén€ vzniknou pénové bunky a dochéazi k rozvoji ateroskler6zy. Branénim oxidace LDL

Castic tedy a—tokoferol snizuje riziko vzniku aterosklerozy [22].

B-Tokoferol se rovnéz podili na antioxidacni aktivit¢ vitaminu E, ale niZ8i mérou

nez ostatni tokoferoly. Plisobi pfedevs$im na imunitni systém a posiluje ho.

y-Tokoferol patii mezi stejné dilezité antioxidanty jako a-tokoferol. Jeho hlavni
ucinek je zamezeni vzniku chorob, které jsou spojovany s reaktivnimi formami dusiku.
Mezi zvlasté nebezpeéné formy dusiku patii oxid dusicity a peroxydusitan. Tyto toxické
produkty se vyskytuji u chronického zanctu a y-tokoferol je schopen sniZit zanétlivou
reakci. Déle brani pted vznikem nékterych druhti rakoviny a aktivuje geny, které jsou

zapojeny do ochrany proti Alzheimerovée chorobé. [23, 24].
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Kromé¢ antioxidac¢nich u€inka d-tokoferolu jsou znamy jeho ucinky protizanétlivé a
antiproliferacni. Byla zji$téna indukce apoptézy v riaznych rakovinovych tkanich
(rakovina prostaty, prsu). Nezanedbatelnou roli hraje i v ochran¢ kardiovaskularniho

systému [25].

3.2 Vitamin A (retinol)

Retinol je alkoholova forma vitaminu A. Kromé¢ této formy se vitamin A vyskytuje
také jako aldehyd (retinaldehyd) a kyselina (kyselina retinova). Vitamin A patfi, stejné
jako vitamin E, mezi vitaminy rozpustné v tucich. Jeho nedostatek Vv organismu
zpusobuje Seroslepost, protoZe je nezbytny pro tvorbu a funkci rodopsinu. Rovnéz hraje
dilezitou roli jako antioxidant a ma protinadorovou aktivitu. Dale se podili na obnové
tkani a epitelii. Krom¢ zminované Serosleposti se jeho nedostatek v organismu projevuje
zanéty spojivek, rohovaténim kize, snizenim imunity a vys$S§im sklonem k zédnétim.
Hypervitamindza piisobi teratogenné, zplsobuje nechutenstvi, bolesti hlavy, krvacivé

stavy, suchost sliznic a dalsi [26].

Molekula retinolu obsahuje pét konjugovanych dvojnych vazeb. Prvni je soucasti
Sesti¢lenného B-jononového kruhu, dal$i Ctyfi jsou v postrannim fetézci a vytvari
ptislusné cis a trans-izomery (celkem 16). Biologickou aktivitu vykazuji pouze dva
z nich a to all-trans a 13-cis, trans-izomer.

Vitamin A se vyskytuje v potravinach ZivociSného 1 rostlinného pivodu.
V rostlinach se nachazi ve formé svého provitaminu [3-karotenoidu. Nejlepsim zdrojem
jsou jatra, rybi tuk, mléko a dalSi. Ze zeleniny a ovoce je na retinol bohatd mrkev,

paprika, $penat, dyné¢ a meruniky [27].

H,C CH, CHj CH;

\\\\OH

CHj;

Obr. 3. Struktura retinolu
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3.3 Extrakéni metody

Pod pojmem extrakce rozumime separacni metodu, pti které slozka ze smési latek
V jedné fazi (pevné, kapalné) piechazi do druhé faze (nejCastéji kapalné). Extrakce je
souCasti upravy vzorku k analyze, pii které dochdzi k precisténi a velmi casto
I k zakoncentrovani stanovované latky v extraktu [28]. Mezi bézné jednoduché techniky
patii precipitace proteinti (PP), extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE) a extrakce na
pevnou fazi (SPE). I v této oblasti dochdzi k modernizaci, a tak se objevuji techniky,
které maji za svij cil zvysit ucinnost metody, snizit objemy vzorku i rozpoustédel
a zkratit jeji Cas. Jako piiklad modernich metod mizeme uvést mikroextrakci na tuhé
fazi (SPME), mikroextrakci z kapaliny do kapaliny (LPME), molekularné vtisténé
polymery (MIPs), material s omezenym piistupem (RAM) a dal$i. Nevyhodu téchto

metod byva vétsi financéni narocnost.

Mezi zédkladni techniky v laboratofi vyuzivané nejen k extrakénim postupiim patii

centrifugace a filtrace. Mohou byt pouzity i samostatné k jednoduché upraveé vzorku, ale

vvvvvv

3.3.1 Centrifugace

Centrifugace neboli odstied’ovani je separace Castic z roztoku na zakladé jejich
rozdilnych hustot pomoci relativni odstfedivé sily. Dochazi k urychleni rozdéleni slozek
smési oproti pusobeni pouze gravitatni sily. Ktomu slouzi pfistroje nazyvané

centrifugy. Kazda castice vlivem plsobeni odstfedivé sily na vzorek sedimentuje

vvvvvv

centrifugy jsou rotor a motor, ktery uvadi centrifugu do pohybu. Existuje n€kolik druhi
rotorl s riznou stavbou, podle které rozliSujeme rotory vykyvné, vertikalni a thlové

[29].

Velikost odsttedivé sily (F) je zavisla na rychlosti rotoru a jeho priméru. K jejimu

vypoctu slouzi vztah:
F=m-r- o
kde m je hmotnost ¢astice, r je polomé&r otaceni a ® je tthlova rychlost

(o =27 - f, kde fje frekvence otacek za sekundu).
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Prakticky se ovSem zavedla veli¢ina relativni centrifugacni sila (RCF), kterd uvadi
kolikrat je zrychleni vyvolané rotaci vyssi nez tihové zrychleni g. Udava se v nasobcich
g, je bezrozmérnd a je dana vztahem RCF = r - mZ/g. Z této definice plyne casto

pouzivany vztah:
RCF=1,118-10° - r - rpm?,
kde rpm je pocet otacek za minutu a r je polomér otaceni v cm.

Pro spravnou interpretaci je proto vhodnéjsi uvadét hodnotu v RCF, coz umozni
jednoduchym ptepoctem aplikovat postup prace pro konkrétni typ centrifugy. Déle je
dilezité uvadét teplotu centrifugace vzhledem k velkému vlivu na viskozitu vzorku
[30].

3.3.2 Filtrace

Filtrace je zpusob oddélovani pevnych latek zroztoku za pomoci poérovitych
materiali.. Ukolem je odstranéni nezadoucich nerozpustnych latek ze vzorku. PouZivaji
se filtry s riznou velikosti port. Filtry se vyrabéji z riznych materialu (nylon, celuldza,
sklenéna mikrovlékna), aby byly odolné vii¢i vétSiné druhti rozpoustédel a mély Siroké
uplatnéni. I v této oblasti dochazi k pokroku a miniaturizaci. BéZné se na trhu vyskytuji

stiikackové filtry pro jednodussi aplikaci a filtratni mikrotitra¢ni desticky [31].

3.3.3 Precipitace proteini (PP)

Proteiny jsou v roztoku rozpustné diky svému naboji a solvatatnimu obalu. Jestlize
dojde kjejich ztraté, bilkoviny se spoji do nerozpustné srazeniny. RozliSujeme
precipitaci reverzibilni (vratnou) a ireverzibilni (nevratnou). PP je nejrychlejsi,
nejlevnéjsi a nejjednodussi ptistup k Gpraveé vzorku, vhodna pro hydrofilni i hydrofobni

latky.

Vysolovani je technika, kdy pii pouziti vhodnych koncentraci soli lze z roztoku
precipitovat rizné frakce bilkovin. Proteiny zistavaji v nativnim stavu a lze je opét
rozpustit a dale s nimi pracovat. Pfidanim neutralnich soli k roztoku dojde k naruseni
vazeb protein-voda a pievladnou vazby protein-protein, ¢imz dojde k vysrazeni proteind
z roztoku. Nejéastéji se pouzivaji soli amonné, alkalickych kovii nebo kovi alkalickych

zemin.
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Precipitace solemi tézkych kovil je nevratnd, dochazi k tvorbé nerozpustnych
komplexnich sloucenin a bilkovina ztraci naboj. Pii nadbytku soli tézkych kovi muze
naboj opét ziskat a dojde k jejimu opétovnému rozpusténi, ale uz nedojde k obnoveni

funkce proteinu, protoze byla narusena jeho sekundarni struktura.

Dalsi moznosti k vysrazeni bilkovin je pouziti mineralnich kyselin (H,SO4, HNOs,

HCI) nebo organickych kyselin (trichloroctova, sulfosalicylova).

Vibec nejcastéji se vSak bilkoviny precipituji nepolarnimi organickymi
rozpoustédly misitelnymi s vodou. Jednd se piedevSim o aceton, ethanol, methanol,
isopropylalkohol a diethylether. Pfi této technice probiha srazeni nejcastéji za nizké

teploty (< 5 °C), ktera podpofi uc¢innost organického rozpoustédla [32].

Vyse uvedené precipitacni techniky jsou zaloZzeny na chemickém pisobeni,
nicméné proteiny lze precipitovat i za pouziti fyzikalnich veli¢in. K precipitaci se
vyuziva zvySena teplota (vétSina proteind precipituje okolo 40 °C), také jiz zminéna
snizend teplota, zména pH nebo ultrazvuk. Dal§im typem precipitace je afinitni

precipitace ¢i imunoprecipitace. Jedna se o velmi selektivni metody [33].

Vyhodou precipitace je, Ze se jedna o metodu velmi rychlou, levnou a jednoduchou
na provedeni, pro kterou laboratof nemusi disponovat slozitym instrumentdlnim
vybavenim. Nevyhodou je ale moznost vzniku extrakti s velkym mnoZstvim balastnich
latek a tuto metodu nelze pouzit, jestlize dochazi k vazbé sledovaného analytu na

precipitat.

3.3.4 Extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE)

Principem LLE je pfechod sledované latky z vychoziho vzorku (obvykle vodna
faze) do rozpoustédla (organickd faze) na zaklad€ jeji rozdilné rozpustnosti v téchto
fazich. Pouzité kapaliny musi byt nemisitelné, aby se mezi nimi vytvofilo fazové
rozhrani a ustanovila se rovnovaha. Dilezité je, aby analyt byl rozpustny ve zvoleném
organickém rozpoustédle. Rozpusténi dosahneme upravenim pH pivodniho vodného
roztoku. Nejjednodussi provedeni je vytiepavani v délici ndlevce. Pro vyssi vytéznost je
poticba extrakci opakovat. Postupem casu doslo k automatizaci tohoto procesu
a k nahradé délicich nalevek zkumavkami a mikrozkumavkami ve snaze snizit objemy
vzorkll a rozpoustédel. Tato metoda neni vhodnad pro hydrofilni latky kvili jejich

nedostate¢nému prechodu do organické faze. Dalsi nevyhodou je tvorba emulzi a pfili§
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vysoka spotieba organickych rozpoustédel. Nékdy je nutné pouzité rozpoustédlo odpafit
a analyt rozpustit ve vice kompatibilnim rozpoustédle, coz je dalsi krok navic. Extrakce
z kapaliny do kapaliny je vSak velmi jednoducha a neni tfeba vyuzivat slozitou

instrumentaci [34].

3.3.5 Extrakce na pevnou fazi (SPE)

Jednda se o Siroce pouzivanou techniku piecisténi a zakoncentrovani vzorku
Vv laboratotich nejriznéjsiho zaméieni. Je zalozena na rozd€leni mezi kapalnou a pevnou
fazi diky vzniku nepolérnich, polarnich i iontovych interakci. Metoda je principem
podobna kapalinové chromatografii. Podle vlastnosti analytu a pozadované selektivity
rozhodujeme o pouzitém sorbentu. Zakladnim typem je rizné modifikovany silikagel.
RozliSujeme sorbenty polarni, nepoldrni, iontové-vyménné, polymerni, vicemodalni
a imunosorbenty. Existuje Siroka Skala riznych druhii a vybér sorbentu patfi mezi
kli¢ové kroky pro uspésnou extrakci. Sorbent se vétSinou pouziva v usporadani kolony

nebo disku.
Proces SPE se sklada z nékolika kroku:

Kondicionace

Prvnim krokem je aktivace sorbentu. Kolona ¢i disk se proplachne predepsanym
rozpoustédlem a tim dojde ke spravné poloze navazanych skupin, coZ je nezbytné pro
zachyceni analyzované slouceniny. Dale se pouZije rozpousStédlo nebo puftr, ¢imz se
upravi prostfedi vhodné pro pouzity vzorek.

Davkovani vzorku

Nasleduje aplikace vzorku. Pozadovany analyt se zachycuje v sorbentu. Probihajici
sorbce musi byt reverzibilni.

Promyvani sorbentu

Promyvani kolony (disku) vhodnym rozpoustédlem vede k odstranéni zbytki
matrice vzorku. Promyvaci ¢inidlo ma vétsi afinitu k matrici. Analyt je v ném
nerozpustny, takze zustava zachyceny v sorbentu.

Eluce analytu

Vtomto kroku dochézi kuvolnéni (desorpci) analytu zpevné faze pomoci
eluéniho rozpoustédla, které je selektivni pro danou latku. Ziskany eluat se pouzije pro

dalsi analyzu.
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Obr. 4. Princip SPE
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Pro zvyseni rychlosti prutoku kapalin se vyuziva obvykle podtlak. SPE Ize ptimo
spojit s analytickou metodou (nejcastéji HPLC). Toto zapojeni se nazyva online SPE.
Jedna se o pln€ automatizovany proces s moznosti pouziti biologického materialu bez
pfedchozi upravy vzorku. Vyhodou SPE je dobrd vytéZnost a nizs$i spotieba
rozpoustédel. Nezbytné je specidlni instrumentdlni vybaveni. SPE kolonky jsou pouze
na jedno pouziti, proto jsou cenové narocnéjSi. Objevuji se 1 problémy

s reprodukovatelnosti vysledki mezi kolonkami riznych Sarzi [34, 35].

3.3.6 Extrakce do kapaliny podporena pevnou fazi (SLE)

Pro zjednoduseni pfipravy vzorku miizeme pouzit i extrakci SLE (Simplified liquid
extraction) neboli podporovanou extrakci kapalina — kapalina na povrchu syntetické
kifemeliny. Tato kifemelina ma stejné vlastnosti jako vodna faze pfi tradicni LLE.
Vyhodou syntetické kiemeliny je to, ze jde o pomérné symetrické Castice. Tim je
zajisténa vyssi opakovatelnost extrakce nez U pfirodniho materidlu. Extrakce probihd na
kolonkach nebo mikrodestickach, lze tedy zpracovavat velké i malé objemy. V postupu
jsou odstranény kroky tfepani a centrifugace, coz vyrazné snizuje dobu piipravy vzorku.
Nedochazi ke vzniku emulzi a tim je sniZena spotteba vzorku. Tato metoda se da snadno

automatizovat, ¢imz se zvysuje efektivita techniky [36].
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3.3.7 DalSi extrakéni metody

Prestoze dochazi k modernizaci extrakénich technik, uprava vzorku je stale
nejpomalejsim krokem analyzy. To vede k vyvoji stale novych postupi ve snaze zkratit
Cas potiebny na piipravu vzorku. Dal§imi pozadavky na nové techniky je snizeni
spotieby rozpoustédel a vzorku, zvySeni selektivity, snizeni po¢tu krokti ha minimum
(omezeni vzniku chyb) a moznost snadné automatizace. Proto dochazi k rozvoji online

technik, velmi selektivnich metod a mikroextrakei.
3.3.7.1 Molekularné vtisténé polymery (MIPs — Molecularly imprinted polymers)

Metoda MIPs je velmi selektivni pro uréené latky. To je dano tim, Ze si sorbent
uchovava sterickou a chemickou pamét’ pro templat, ktery byl pouzit ptfi jeho vyrob¢.
Jako templat se pouzije latka velmi podobna stanovovanému analytu. Dochéazi ke
vzniku komplexu templatu s funkénimi monomery, nésleduje jejich polymerace
a odstranéni templatu, po kterém se vytvoii komplementarni dutiny. Templatem neni
pfimo stanovovana latka, nybrz se vybird jeji strukturni analog. V tomto ptipadé
nedochézi ktzv. krvaceni templatu, kdy jeho nedostatecné odstranéni ze sorbentu
zpusobuje neschopnost spravné kvantifikace latek ve stopovych koncentracich. Hlavni
vyhodou je vysoka selektivita a stabilita sorbentu, ktery lze pouZzit opakované. Vyrobni
proces jesté neni dokonaly, protoze vznikd nedostatecné mnozstvi vazebnych mist pro
analyt, coz vede k nizké vytéznosti. Vazba neni vzdy plné specifickd a prozatim existuje
pouze malé mnozstvi sorbentd pro ur¢ité pouziti pifedevSim v oblasti 1é¢iv a jejich

metabolitt [37].

Funkéni Polymerni
e monomery

g Polymerace

Templat —J

Odstranéni
templatu

Obr. 5. Priprava molekularng vtisténych polymert (MIPs) [38]

21



3.3.7.2 Imunoafinitni SPE (1A-SPE — Immunoaffinity solid phase extraction)

Jednd se o selektivni verzi klasické SPE. Na povrch sorbentu je navadzana
specificka protilatka proti stanovovanému analytu a selekce probiha na podkladé vazby
antigen-protilatka. To vede k velmi vysoké specifit€ a moznosti separovat velmi
podobné struktury. Vyuzivaji se polyklonalni 1 monoklonalni protilatky. Vyvoj
specifické protilatky je meznim krokem pfi ptipraveé IA-SPE. Latky s velkou molekulou
(napt. hormony, peptidy, enzymy) neptedstavuji problém, ale mal¢ molekuly jsou malo

imunogenni, a proto je zisk protilatky velmi obtizny.

Mezi vyhody patii velice selektivni extrakce, moznost opakované¢ho pouziti
a online zapojeni do chromatografického sytému pomoci vicecestného ventilu a tim
kompletni automatizace. Nevyhodu je limitované mnozstvi na trhu dostupnych SPE
imunoafinitnich kolonek pouze pro urCité stanovované latky. Jednd se predevsim
0 léciva a dalsi biologicky aktivni latky. BéZzné€ dostupné jsou komeréni SPE kolonky

pro stanoveni aflatoxini a ochratoxinu A [39].
3.3.7.3 Material s omezenym pristupem (RAM - Restricted access materials)

Tato metoda byla vyvinuta pro analyzu molekul s nizkou molekulovou hmotnosti
ve slozitych biologickych matricich. Pfednosti této metody je to, Ze nevyzaduje
predeslou Gpravu vzorku a matrici lze davkovat piimo. Interakce mezi analytem
asorbentem probiha uvnitf port, kam maji pfistup pouze malé molekuly
a makromolekuly (napiiklad proteiny) jsou odstranény. Dochézi k retenci diky
interakcim dle typu sorbentu. K odstranéni makromolekul zde slouzi bud’ velikost port
(fyzikalni bariéra) nebo hydrofilni skupiny a polymerni sité¢ vazané na povrchu sorbentu

(chemicka bariéra) [40, 41].

Proteiny
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L Cﬁ,{} Q % powd', se Obr. 6. Struktura materialu
{é‘: Zf;\ﬁ—%‘ gb' ::'zi'::‘vm s omezenym piistupem
;';::?@ @i":{ﬁ (RAM) [42]
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3.3.7.4 Mikroextrakce na principu SPE
Mikroextrakce na tuhé fazi (SPME — Solid phase microextraction)

Jde o velmi jednoduchou a pfitom U¢innou adsorb¢ni ¢i absorbéni metodu, ktera
slouzi pro zakoncentrovani analytu. Zatfizenim SPME je specidlni stfikacka, jejiz
nejdalezitéjsi casti je kiemenné vldkno, dlouhé asi 1 cm, které je pokryto stacionarni
fazi. NejCastéji se pouzivaji polymery, piedev§im PDMS (polydimethylsiloxan).
Metodu lze pouzit pro extrakci poldrnich, nepolarnich, t€kavych i neté¢kavych latek.
Vzhledem k vlastnostem sledovaného analytu vybirame stacionarni fazi. Na Gc¢innosti
extrakce ma vliv tloustka vrstvy stacionarni faze, doba sorbce, zahiivani vzorku,
michani vzorku i objem vzorku. Existuji dva zpisoby pouziti SPME. Prvni se oznacuje
jako pfima SPME, znama pod zkratkou DI-SPME (Direct Immersing SPME), pti které
dochazi k pfimému ponoteni vlakna do vzorku. Takto se zpracovavaji kapalné vzorky.
Druhym zpuisobem je headspace SPME (HS-SPME). Principem je extrakce v prostoru
nad hladinou vzorku v uzaviené nadobé K analyze tékavych slou¢enin. Nespornou
vyhodou této metody je absence rozpoustédel. Nevyhodou je kiehkost vlakna a ¢asova

naro¢nost k ustaleni rovnovahy analytu pii sorbci i desorbei [43, 44].

=
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Obr. 7. Rozdil techniky DI-SPME a HS-SPME [45]
Mikroextrakce pomoci plnéného tuhého sorbentu
(MEPS — Microextraction by packed sorbent)

Tato metoda je zaloZena na miniaturizaci klasického SPE. Vyuziva daleko nizsich
objemu (v jednotkach mikrolitri) a lze ji snadno automatizovat. Sorbent neni ulozen
Vv kolong, ale v injekéni jehle, ktera je spojena s mikroinjekeni stiikackou. Vzorek se
opakovan¢ vtahne do jehly se sorbentem, ¢imz dochazi k vazbé analytu na sorbent.

Nasleduje promyti balastnich latek vhodnym promyvacim rozpoustédlem. Eluce
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probiha piimo do injektoru chromatografického systému. Vyznamnou vyhodu je
I daleko vyssi zivotnost nez u klasického SPE na jedno pouziti. Podle typu matrice se
muze jednat az o sto extrakci na jediném sorbentu. Metoda je 1 vysoce robustni a Casove

nenarocna [46].
Disperzni SPE (dSPE)

Sorbent pro plnéni klasickych kolon se pouzije jako sypkd smés a ptidd se ke
vzorku. Tim dochazi ke snadnéjSimu kontaktu analytu se sorbentem, ¢imz se zvyssi
ucinnost extrakce. K separaci sorbentu od matrice se pouziva centrifugace. DalSim

krokem je eluce analytu ze sorbentu vhodnym rozpoustédlem.
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Obr. 8. Princip dSPE [47]

Na principu dSPE pracuje i metoda zvana QuEChERS (Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged and Safe). Jeji vlastnosti jsou shrnuty jiz v nazvu: je rychla,
jednoduchd, levna, efektivni, robustni a bezpecnd. Metoda nachéazi vyuziti pfedevSim
Vv analyze pesticidli v potravinach, ale jeji modifikaci ji 1ze pouzit pro riizné analyty
a matrice. Zahrnuje postup: extrakci rozpoustédlem (acetonitril, ethylacetat, aceton),
vysolovani pfidavkem bezvodého siranu hotfecnatého se smési riznych soli, disperzni

SPE a analyzu pomoci HPLC [48].
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3.3.7.5 Mikroextrakce na principu LLE
Extrakce v kapalné fazi pomoci dutého vlakna
(HF-LPME — Hollow fibre liquid phase microextraction)

Tato extrakce vyuziva dutého vldkna, které slouzi jako ochranna vrstva.
Hydrofébni vldkno je porézni a uvniti pora se nachazi rozpoustédlo. Je-li rozpoustédlo
organické, jednd se 0 dvoutazové HF-LPME. Pfipadné je-li vodné, mluvime o tfifazové
HF-LPME. Extrakce probihd z vodného vzorku do rozpoustédla v pérech vldkna. Takto
funguje dvoufazovda HF-LPME. Ttifazova HF-LPME ma navic tzv. supported liquid
membrane (SLM) tvofenou organickym rozpoustédlem a pifes ni prochazi do vodné
vnitini faze. Proto se n€kdy mluvi o technice HF-LLLME (hollow fiber
liquid-liquid-liquid micro-extraction). Vyhodou je vyss$i G¢innost a mozZnost analyzy
komplexnich vzorkti kvili ochrané extrakéni faze vlaknem. Vldkno je bohuzel hodné

kiehké a hrozi jeho zni¢eni [49].
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Obr. 9. Extrakce v kapalné fazi pomoci dutého vlakna (HF-LPME) [50]
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Extrakce do jedné kapky rozpoustédla (SDME — Single drop microextraction)

Principem je stejné jako klasickd LLE ustanoveni rovnovahy mezi analytem a
vhodnym rozpoustédlem. V této metodé se pouziva opravdu minimalni mnoZzstvi
extrakéniho rozpoustédla a to pouze jedind kapka. Jednd se o objemy az
1-2 pl. Praktické pouziti se provadi pomoci Hamiltonovy stfikacky, ve které je obsazeno
vybrané rozpoustédlo, které je nemisitelné s vodou. Stiikackou se propichne septum
vialky a ponoii se do vzorku. Na konci jehly se vytvoii jedina kapka rozpoustédla.
Vzorek je neustalé michan magnetickym michadlem. Po vytvotfeni rovnovahy se kapka
znovu vtdhne do stfikacky. Nevyhody této metody jsou vysokd nestabilita kapky
(utrhnuti kapky), dlouhy extrakéni ¢as a je nutna uréitd zruénost pracovnika [51].
Piesnéji tuto metodu nazyvame DI-SDME (Direct immersion single-drop
microextraction). Je mozné aplikovat i HS-SDME (Headspace single-drop
microextraction), kdy se kapka rozpoustédla umisti nad hladinu matrice. V tomto
ptipadé dochazi k nékolika krokim najednou. VVzorek se extrahuje, koncentruje a je-li
Vv kapce rozpoustédla ptitomné derivatizacni Cinidlo, tak i derivatizuje. Lze pouzit vodné
1 organické rozpoustédlo, protoze vzorek s nim neni ve styku. Metodu lze ovSem vyuzit

jen na tékavé latky.

Extrakéni
kapka

Vzorek

Magnetické
michadlo

Obr. 10. Metoda mikroextrakce do jedné kapky, vlevo DI-SDME a vpravo
HS-SDME [52]
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Tato metoda se v prubéhu vyvoje a Casu dockala n€kolika modifikaci. Mizeme
zminit drop to drop mikroextrakce (DDME), mikroextrakce z kapaliny do kapaliny

a zpét (LLLME) a mikroextrakce na ptimo suspendované kapce (DSDME).
Disperzni mikroextrakce z kapaliny do kapaliny
(DLLME - Dispersive liquid-liquid microextraction)

Pii této mikroextrakci se pouzivaji dva typy rozpoustédel — extrakéni a disperzni.
Principem je pfidani obou rozpoustédel do vzorku, ¢imz vznika disperzni systém. Tim
dochazi k velmi rychlé extrakéni rovnovaze, coz je velkou vyhodou. Poté je nutné
systtmy od sebe odd¢lit a toho se docili pouzitim centrifugace. Protoze se jako
extrakéni Cinidla pouzivaji rozpoustédla, kterd jsou t€zS$i nez voda (chloroform,
nitrobenzen, brombenzen), extrahovana faze se usadi na dné. Jako disperzni
rozpoustédlo se pouzivaji latky polarni misitelné s vodou (aceton, acetonitril,
methylalkohol). Technika je to velmi levna a snadna, ale obtizné se automatizuje.

vvvvvv

U ostatnim metod, protoze jsou vysoce nebezpecna pro zivotni prostiedi [53, 54].

o/

=
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Obr. 11. Princip disperzni mikroextrakce z kapaliny do kapaliny [47]
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3.4 Vysokoudinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Obecné je chromatografie fyzikalné-chemickd separacni metoda, zalozena na
odli$ném chovani latek mezi mobilni a stacionarni fazi. V kapalinové chromatografii je
mobilni faze v kapalném stavu a jeji pohyb kolonou se stacionarni fazi je dan zvySenym
tlakem [55]. HPLC umoznuje kvalitativni i kvantitativni stanoveni a je zndma pro svou
vysokou citlivost, opakovatelnost a robustnost. Tyto vlastnosti zni délaji jednu

Z nejpouzivanéjSich technik v dnesni dobé a to napii¢ riznymi odvétvimi [29].

3.4.1.Trendy v HPLC

V kazdém odvétvi dochazi k pokroku a tato metoda se vyviji piedev§im dvéma
sméry. Prvni pfistup se zabyva zlepSovanim vlastnosti a vzniku novych stacionarnich

fazi (SF) a pristup druhy se zaméfuje na celkovou instrumentaci HPLC.

Vybér stacionarni faze patii mezi nejdileZitéjsi kroky analyzy, protoZe druh
stacionarni faze ovlivituje vysledek separace. Obecné se SF déli na normalni (SF je
polarni) a reverzni (SF je nepolarni). Reverzni uskupeni je mnohem pouzivanéjsi,
zejména diky niz$i toxicité¢ mobilnich fazi, které se s timto typem SF poji. Nejbéznéjsi
reverzni SF je modifikovany silikagel (C18, C8, fluorované faze, fenylové faze a dalsi)

[55].

Velikost castic je urcujici veli¢ina pro separacni UCinnost analyzy. Jejich
zmenSovani z ptivodni velikosti 10 pm doSlo aZ na velikosti 1,7 pm. ZmenSovani ¢astic
s sebou nese i mnoha negativa. Jedna se o vyssi zpétny tlak, ucpavani kolon a jejich
cena. Spolecné se zmensSenim c¢astic dochazi ke zvySeni separacni G¢innosti a tim ke
zkraceni celkové doby analyzy (nabizi se tim i uplatnéni kolony s mensimi rozméry).
Kvili vy$§im zpétnym tlaktim bylo nutné vyvinout instrumentaci, kterd témto tlakiim

odola [56].

Na trhu se objevily kromé plné poréznich kolon i nové technologie. Jmenovat
muzeme porézni ¢astice s neporéznim jadrem nebo monolitické kolony druhé generace,

umoziujici pouziti v UHPLC systému.
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3.4.2.Ultravysokoucinna kapalinova chromatografie (UHPLC)

UHPLC je oznacCeni separacni techniky, ktera pti analyze vyuzivd vysoké tlaky
(40 MPa a vyssi). Casto se v literatufe objevuje i oznateni UPLC, coZ je obchodni
znacka firmy Waters Corporation [57].
ucinnosti a citlivosti. Nevyhodou je vyssi finan¢ni naro¢nost, nejen kvili nezbytnosti
vysokotlakych ¢erpadel, ktera jsou schopna pracovat za vysokych tlaku. Metoda
UHPLC vyuziva kolony s ¢asticemi mensSimi nez 2 um, coz umoziuje zvyseni
separacni ucinnosti. Pouziti ¢astic o takto malé velikosti vede k vzristajicimu tlaku na
kolon¢, k ¢emuz je technika UHPLC uzptsobena. Nejsou kladeny jen pozadavky na
mechanickou odolnost vic¢i vysokym tlakiim, ale také na rychlost sbéru dat a pouZiti
nizkoobjemové detekéni cely [58].

Vzrlstajici oblibenost této metody je dana predevSim jejimi vlastnosti, jako je

vysoka ucinnost, rychlost, citlivost a nizka spotfeba rozpoustédel a vzorku.

3.5 Chromatografické metody pro stanoveni tokoferoli
3.5.1 Plynova chromatografie (GC)
V minulosti  byly tokoferoly nejcastéji  stanovovany metodou plynové

chromatografie. | dnes je stanoveni obsahu o-tokoferolu podle Ceského lékopisu

provadéno pomoci GC za pouziti dotriakontanu R jako vnitiniho standardu [59].

3.5.2 Kapalinova chromatografie (LC)

Mezi vubec nejpouzivangjsi techniku pro stanoveni tokoferolli patii kapalinova

chromatografie (HPLC a UHPLC) ve spojeni s UV/PDA detekci.

HPLC Ize vyuZzit jak na normalni tak reverzni fazi. Pfi pouZziti normalni faze je
mozné separovat tokoferoly a tokotrienoly. Piesto se nejcastéji pracuje na reverzni fazi
s ohledem na Setrnost k Zivotnimu prostiedi. Nejbéznéji se pouziva jako mobilni faze

methanol, ktery je bud’ 100%, nebo s malym piidavkem modifikatoru [5, 60, 61].

Pro detekci se vyuziva absorpce tokoferoli v UV oblasti 292-298 nm nebo

fluorescence s excitatnim maximem v 291-300 nm a emisnim v 324-329 nm [5].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pristrojové vybaveni a material
Kapalinovy chromatograf UHPLC Nexera, Shimadzu (Kyoto, Japonsko):
e Nexera Liquid chromatograph LC-30AD
e Degasér DGU 20A3
e Pumpa LC-30- AD (2x)
e Autosapler SIL/30AC
e Rack Changer II.
e Kolonovy termostat CT-20AC
¢ Komunikaéni modul CMB-20A
e UV/VIS detektor SPD-20A
Analytické vahy LE 623-OCE, Sartorius (Gottingen, Némecko)
Centrifuga D3024R Scilogex (Rocky Hill, USA)
Koncentrator AD 5301 Eppendorf (Hamburg, Némecko)
Laboratorni tiepacka Genie 2T SI-0256, Scientific Industries (New York, USA)
Mechanické pipety mLine, Sartorius (Gottingen, Némecko)
pH metr Sentron (Leek, Nizozemi)
SPE 24 Position Vacuum Manifold, Phenomenex (Torrance, USA)
Vakuové ¢erpadlo Vacc space 50, Chromservis (Praha, Ceské republika)

Vakuovy manifold pro mikrotitraéni desticky, Pall Life Science (Port Washington,
USA)

Hydrofilni polypropylenové membranové filtry, 47 mm, 0,2 um, Pall Life Science
(Port Washington, USA)

Novum SLE kolonky, 3 ml tube, Phenomenex (Torrance, USA)
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4.2 Pouzité chemikalie
Ethanol p.a. (Sigma Aldrich, Praha, Ceska republika)
Ethylacetat LC-MS CHROMASOLV (Sigma Aldrich, Praha, Ceska republika)
Hexan HPLC-grade (Merck Millipore, Darmstadt, Némecko)
Methanol LC-MS CHROMASOLV (Sigma Aldrich, Praha, Ceska republika)
Voda LC-MS CHROMASOLYV (Sigma Aldrich, Praha, Ceska republika)

Octan amonny LC-MS (Sigma Aldrich, Praha, Ceska republika)

4.2.1.Standardy

Tocopherol set Calbiochem (Merck Millipore. Darmstadt, Némecko) obsahuje

a-tokoferol, B-tokoferol, y-tokoferol a 5-tokoferol
Retinol (Sigma Aldrich, Praha, Ceska republika)

Tokol 50 mg/mL, rozpusténo v hexanu (Matreya, State College, USA)

4.2.2.Priprava zasobnich a pracovnich roztoku
Zasobni roztoky

Zasobni roztok a-tokoferolu ¢ = 2031,06 pumol/L byl pfipraven rozpusténim

43,741 mg a-tokoferolu v hexanu a doplnén kvantitativné do 50 mL.

Zasobni roztok p-tokoferolu ¢ = 2399,08 umol/L byl pfipraven rozpusténim

19,993 mg B-tokoferolu v hexanu a doplnén kvantitativné do 20 mL.

Zasobni roztok y-tokoferolu ¢ = 2495, 92 umol/L byl pfipraven rozpusSténim

20,800 mg y-tokoferolu v hexanu a doplnén kvantitativné do 20 mL.

Zasobni roztok o-tokoferolu ¢ = 999,63 pmol/L byl pfipraven rozpusSténim

8,050 mg o-tokoferolu v hexanu a dopInén kvantitativné do 20 mL.

Zasobni roztok tokolu ¢ = 500 pumol/L byl pfipraven nafedénim roztoku tokolu

¢ = 50 mg/mL methanolem.

Zasobni roztok retinolu ¢ = 547, 52 umol/L byl pfipraven rozpusténim 3,137 mg

retinolu v methanolu a doplnén kvantitativné do 20 mL.
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Pracovni roztoky

Zasobni roztok o-tokoferolu o koncentraci ¢ = 2031,06 umol/L byl nafedén

methanolem na pracovni roztoky o koncentracich:
¢ = 5,64 umol/L

¢ =11,28 umol/L
¢ = 30,00 umol/L

Zasobni roztok [-tokoferolu o koncentraci ¢ = 2399,08 pumol/L byl nafedén

methanolem na pracovni roztoky o koncentracich:

¢ =1,19 umol/L
¢ = 5,33 umol/L
¢ = 5,55 umol/L
2495,92 umol/L byl nafedén

Zasobni roztok y-tokoferolu o koncentraci c

methanolem na pracovni roztoky o koncentracich:

¢ = 0,69 umol/L
¢ = 5,55 umol/L
¢ = 3,00 umol/L
Zasobni roztok o&-tokoferolu o koncentraci ¢ = 999,63 umol/L byl nafedén

methanolem na pracovni roztoky o koncentracich:

¢ = 0,36 umol/L
¢ =0,57 umol/L
¢ = 3,04 umol/L
Zasobni roztok retinolu o koncentraci ¢ = 547, 52 umol/L byl nafedén methanolem

na pracovni roztoky o koncentracich:

¢ =1,52 umol/L
¢ = 3,04 umol/L
¢ =11,28 umol/L
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4.2.3.Mobilni faze

Jako mobilni fazi jsme pouzivali smés 100% methanolu a 1% octanu amonného

(AMAC) v poméru 84:16 (v/v).

Ptiprava 1% AMAC: Navazit 2 g na analytickych vahach a rozpustit v LC-MS
H,0 v 200 mL odmérné bance. Nechat rozpustit a doplnit do 200 mL. Prefiltrovat ptes
hydrofilni polypropylenové membranové filtry, 47 mm, 0,2 pm, pomoci vakuového

Cerpadla Vacc space 50.

4.3 Pouzity software

Pro vytvofeni seznamu citaci jsme pouzili program Reference Manager 12.0.3
(Thomson Reuters, Carlsbad, USA), tvorba tabulek a grafti probihala v Microsoft Excel
2010, aprava a tvorba obrazku v Microsoft PowerPoint 2010, psani textu v Microsoft
Word 2010 (Microsoft Corporation, Redmond, USA), vytvofeni struktur analytl
v DiagramsStudio 5.7 (Gadwin Systems, Tula, Rusko) a pro UHPLC analyzu byl vyuzit
software LC Solution (Kyoto, Japonsko).

4.4 Podminky UHPLC analyzy

Tato diplomova prace navazuje na diplomovou praci ,,Separace tokoferolti
s vyuzitim HPLC a UHPLC techniky®, ktera se zabyvad vybérem podminek pro
chromatografickou analyzu pro stanoveni tokoferold. Vybrané podminky a parametry,

které byly pouzity:

mobilni faze: 84% methanol + 16 % AMAC (1%)
kolona: PFP Kinetex 150x4,6 mm, velikost ¢astic 2,6 um
prutok mobilni faze: 2,2 mL/min
nastiik: 7 pL
doba analyzy: 7,5 min
detekce: fluorescen¢ni detektor:
tokoferoly EX 295 nm, EM 325 nm, retinol EX 325 nm, EM 480 nm
teplota: 50 °C
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4.5 Priprava a separace séra

Krev byla odebrana na odbérovém sale do odbérovych zkumavek. K separaci séra

od krevnich bunék byla krev centrifugovana pti 1600 g, 10 minut a 16 °C.

46 LLE

Tokoferoly a retinol patii mezi nejvice studované analyty ve Vyzkumné
laboratofi III. interni gerontometabolické kliniky FNHK. Proto jsme se kromé
tokoferoli vénovali i analyze retinolu. V laboratofi jiz byla vyvinuta metoda pomoci
LLE, ktera slouzi pouze pro stanoveni retinolu a a-tokoferolu. Nasim tkolem bylo tuto
puvodni metodu optimalizovat i pro dalsi tokoferoly (beta, gama, delta) a snizit objem
pouzitych rozpoustédel 1 séra a predevsim také docilit rychlejsi analyzy, coz umozni
zpracovani vice vzorkil v jedné sérii. Pfi vyvoji a testovani jednotlivych podminek
extrakce jsme vzdy pracovali se smési standardii a biologickym materidlem bez

pridavku standardii (blank) a s pfidavkem standardii (spik).

4.6.1 Klasicka LLE

Optimalizovali jsme jiZ vyvinutou metodu z roku 2006. Pivodni metoda vypadala

takto:

1. K 500 pL séra ptidat 500 pL denaturovaného ledového ethanolu a poté

5 minut tfepat.
2. Ptidat 2500 pL hexanu a poté 5 minut tiepat.
3. Centrifugace 1600 g pti 0 °C 10 minut.
4. Odebrat 2000 pL supernatantu, ktery se odpati pod dusikem (60 °C).
5. Odparek rozpustit v 400 uL methanolu [62].

Tato metoda se provadi ve sklenénych zkumavkach a tfepani probih4a na velkeé
tfepacce. Pouziva vétsi objemy rozpoustédel, coz je zbyteéné neeckonomické. Casy
tiepani i centrifugace jsou pfili§ dlouhé, coz prodluzuje celkovy ¢as analyzy. Navic diky

pouzitym zabrusovym zkumavkam nelze centrifugovat vétsi mnozstvi vzorki najednou.
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Metoda byla ptivodné vyvinuta jen pro stanoveni a-tokoferolu a retinolu, zjistili

jsme ale, ze tuto metodu lze vyuzit pro extrakci i ostatnich forem tokoferold.

Proto jsme se rozhodli zakladni parametry této ptiivodni metody vyuzit a dale ji
miniaturizovat tim, ze jsme snizili pouzité objemy rozpoustédel.

4.6.2 Miniaturizace LLE

Klasickou LLE jsme zminiaturizovali snizenim objemu rozpoustédel a séra, které
nam umoznilo pouzit jednorazové eppendorff zkumavky misto klasickych sklenénych.
Tim doslo i1 k odstranéni nasledného komplikovaného myti sklenénych zkumavek po
extrakci. Ciststho extraktu jsme docilili pfedeviim zvySenim centrifugadni sily
a zménou pomeéru rozpoustédel. Také jsme piidali krok zakoncentrovani pro zvyseni

citlivosti pro jednotlivé tokoferoly, které se v séru vyskytuji v nizkych koncentracich..
Postup je nasledujici:
1. K400 pL séra pridat 400 pL ledového ethanolu a 5 minut téepat.
2. Ptidat 1200 pL hexanu a znovu 5 minut tfepat.
3. Centrifugace 13 000 g pti 4 °C 10 minut.
4. Odebrat 1200 pL supernatantu a odpafit pti 45 °C.
5. Odparek rozpustit v 200 uL methanolu.

Tuto zminuaturizovanou metodu jsme dale optimalizovali Upravou parametrQ

Vv jednotlivych krocich postupu.

4.6.3 Optimalizace Mini LLE

Pti optimalizaci jsme si dali za cil: zmensSit objemy vzorku 1 rozpoustédel, zrychlit
stavajici metodiku a umoZznit extrakci vét§tho mnoZstvi vzorkl. Soustfedili jsme se na
upravu nékolika kroku, kterymi byly odpafovani, tfepani a centrifugace. Kromé toho
jsme vyuzili vnitini standard, ktery je velice dulezity pro praci s biologickym

materidlem. Nejlepsi podminky jsme vybirali podle vyslednych chromatogramai.
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4.6.3.1 Vnitini standard (IS)

V ptvodni metodé nebyl vnitini standard zahrnut, proto jsme se rozhodli ho do
nové metody piidat. Jako IS se pro stanoveni tokoferolli pouziva nejcastéji tokol.
Piidavek IS jsme testovali nasledujicim postupem: do eppendorff zkumavek jsme
napipetovali malé mnozstvi IS (objem byl optimalizovan) a nechali odpatit piiblizné
3 minuty. Pti vétsi sérii vzorkl je dostacujici ¢as k odpafeni pouze napipetovani IS do
vSech eppendorf zkumavek. Proto 1ze ihned pokraCovat v praci a neni nutno ¢as analyzy

zbyte¢né prodluzovat. ZkouSené objemy:

Do prvni série eppendorff zkumavek jsme zkouseli pipetovat 4 pL IS 500 umol/L
tokolu a nechali odpafit a nasledné ptidali 400 pL séra. Vysledna koncentrace IS v séru

byla 5 umol/L.

Do druhé série eppendorff zkumavek jsme pipetovali 8 pL 1S 500 umol/L tokolu
anechali odpafit. Pfidali jsme 400 uL séra. Vysledna koncentrace IS v séru byla
10 umol/L.

Vysledek: Pii pouziti 8 puL standardu byl pik IS nepfimétené vysoky k hodnotam

tokoferolt.. Proto ve vysledné extrakci pipetujeme do eppendorff zkumavek 4 puL IS o

vysledné koncentraci 5 pmol/L ve 400 pL séru.

LLE extrakce - objem IS
800000
- IS10 pmol/L
:E 600000
©
2 400000 1 IS 5 pmol/L
c o
-8 200000
£ ‘ ’\
0 1 T T T S T R
0] 2 . 4 6 8 10
Cas (min)
——IS10pmol/L  ===IS51mol/L

Chromatogram 1. Optimalizace pouZitého objemu IS pfi extrakci LLE

(Pti optimalizaci koncentrace IS byly pouZity jiné chromatografické podminky, nez

byly nakonec vybrany, proto je analyza delsi.)
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Déle jsme se vénovali postupu krok za krokem a postupné upravovali tyto

podminky:
4.6.3.2 Trepani

Tiepani séra na vortexu s ledovym ethanolem (deproteinace) v ptivodni metodé

bylo 5 minut. Cas byl zkracen pouze na 1 minutu.

Vysledek: Kratsi doba tfepani nez 5 minut se nam neosvédcCila, protoze

deproteinace nebyla Uplna a v extraktu zistavala spousta balastnich latek.

Ttepani smési séra s ethanolem pievrstvené hexanem bylo ptivodné 5 minut. Cas

potiebny na piestup analytt do organické vrstvy jsme se pokusili zkratit na 3 minuty.

Vysledek: Krat$i doba tfepani se neosvédéila ani v druhém piipadé tfepani.
Analyty do organické vrstvy nepiesly v dostateéné koncentraci a vytéznost by byla

prilis nizka, proto vysledné tfepani je 5 minut.
4.6.3.3 Centrifugace

Dale jsme testovali podminky centrifugace extraktu. Pluvodni pietizeni bylo
13000 g po dobu 10 minut. Pro dosazeni cilli optimalizace jsme zvysili pretizeni

a zkratili cas toceni. Vyzkouseli jsme tyto moznosti:
Centrifugace pii 21 000 g, 10 min, 4 °C
Centrifugace pii 21 000g, 5 min, 4 °C

Pulzni centrifugace na maximum (21 380 g) a nechat centrifugu zabrzdit. Celkové

tento krok trva asi 90 vterin. Taktéz pii 4 °C.

Vysledek: Jako nejlepsi se jevi pulzni centrifugace pii 21 380 g s celkovym ¢asem
90 sekund. Tento ¢as je nejkrat§i a piesto plné dostacujici na oddéleni vodné

a organické vrstvy.
4.6.3.4 Odparovani

Odpateni organické vrstvy v Koncentratoru probiha pii 45 °C. Pokusili jsme se

odpareni urychlit zvysenim teploty na 60 °C.

Vysledek: Ve vysledné extrakci jsme vyuzili teplotu 45 °C, pii které odpareni trva
15 minut. Pii 60 °C se ¢as odpafovani pfili§ nezkratil a navic dochazelo k mirné

degradaci analytt.
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4.6.3.5 Rozpousténi

K rozpusténi odparku v methanolu jsme si zvolili ¢as 2 minuty na tiepacce. Tento

Cas je optimalni, protoze je dostate¢ny k tomu, aby se odparek rozpustil.
4.6.3.6 Zavérecna filtrace

Ptfed nastfikem vzorku na kolonu je tfeba vzorek zfiltrovat. Plvodni extrakéni
postup byl spojen s HPLC analyzou a extrakty nebyly filtrovany. Nova metoda pro
tokoferoly byla vyvinuta na UHPLC systému, proto bylo nutné filtra¢ni krok do postupu
zatadit. Zjistili jsme, ze pii pouziti manifoldu pro mikrotitraéni desticky Vv prub&hu
filtrace ¢asto dochazelo k odpafovani methanolu i pies veSkera opatieni (jako rychlost
filtrace, zakryvani jamek apod.) a tim k nechténému zakoncentrovani vzorku. Proto
jsme zvolili jiné feSeni, kterym bylo pouziti centrifugac¢nich eppendorf zkumavek

s filtrem.
Zvolili jsme tento postup:

Rozpustény odparek v methanolu byl piepipetovan do centrifugaénich eppendorf
zkumavek s filtrem a centrifugovan za nasledujicich testovanych podminek:

Centrifugace pii 14 000 g, 7 min, 4 °C

Centrifugace pii 14 000 g, 10 min, 4 °C

Vysledek: V tomto bod¢ jsme nuceni vybrat jako vhodnou dobu centrifugace
10 min, protoze pii krat§i dobé se nepiefiltrovala vSechna tekutina, ale zlstavala
v eppendorff zkumavce nad filtrem. Urychlit tento krok zvySenim pfetiZeni jiZ neni

mozné, protoze 14 000 g je maximdlni dovolené pietizeni vyrobcem eppedorff

zkumavek s filtrem.
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4.7 SLE

Béhem vyvoje extrakéni metody stanoveni tokoferoli metodou LLE se na trhu
objevily nové SLE kolonky, které by mohly byt vhodné pro extrakci analytli naseho

zajmu. Proto jsme se krom¢é metody LLE rozhodli vyzkouset i metodu SLE.

Protoze jsme s metodou SLE neméli zadné zkuSenosti, pracovali jsme podle

ptiloZzeného navodu, ktery byl velmi obecny. Obecny postup zahrnuje kroky:

1. Uprava vzorku
2. Davkovani vzorku na SLE kolonku
3. Eluce

vvvvvv

a jaké bude zvoleno elu¢ni ¢inidlo.
Uprava biologického materidlu zahrnovala dle navodu dvé moznosti:
e Precipitace proteinti

e Redéni biologického materialu

Jako kandidaty na vhodné elu¢ni ¢inidlo jsme zvolili ethylacetat, hexan a methanol.
Jako zakladni postup jsme zvolili modifikaci vyvinuté LLE extrakce:

1. Do eppendorf zkumavky napipetovat 4 pL IS (tokol) a nechat odpafit asi

3 minuty.
2. Napipetovat sérum a denaturovany lih a 5 minut tfepat.
3. Centrifugovat na max. otacky (21 380 g) 90 vtefin pii 4 °C.

4. Supernatant nanést na SLE kolonku S pouzitim SPE vany a 5 minut ¢ekat az

vzorek nasdkne kolonkou.
5. Na SLE kolonku nanést elu¢ni rozpoustédlo.
6. Odparit eluat v koncentratoru pii 45 °C.
7. Rozpustit odparek v 200 uL methanolu.

8. Prefiltrovat ptes centrifugacni eppendorf zkumavky.
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4.7.1 Optimalizace SLE

Podle vyslednych chromatografickych zdznamt jsme vybrali nejlep$i podminky

pro extrakci pomoci SLE.
4.7.1.1 Precipitace proteina

Pti prvnim pokusu jsme provadéli precipitaci v poméru 1:1 (sérum: denaturovany
lih) tedy 400 pL séra a 400 uL denaturovaného lihu. Jako druhy pokus jsme zvolili

variantu bez precipitace.

Vysledek: Chromatografické zaznamy vzorku, ve kterém jsme vynechali krok

precipitace, dosahuje lepSich hodnot, proto precipita¢ni krok neni v extrakci potieba.
4.7.1.2 Redéni a objem biologického materialu

V prvnich pokusech jsme vzorek neredili vilbec. V dalSich jsme zvolili fedéni 1:1

(sérum: voda). Pracovali jsme s objemy 400 uL nebo 800 pL séra.

Vysledek: Zaznam s nefedénym sérem dava 3x vétsi odezvu nez 400 pL séra

fedénych 400 uL vody. Proto jsme zvolili vzorek nefedit.

50000 - . . . -
SLE extrakce - objem biologického

40000 materialu o
S
-§-30000 2
(4]
e
‘R
< 20000 -
[«)]
e
£

10000 -

0]
0] 1 2 3 4 5 6 7
Cas (min)
=800 JLL séra =400 |LL séra

Chromatogram 2. Zobrazeni rozdilu extrakce SLE pfi pouziti 800 uL a 400 uL

nefedéného séra
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4.7.1.3 Davkovani na SLE kolonku

Pfi optimalizaci objemu supernatantu, ktery se nanasi na SLE kolonku, jsme
testovali objem 400 pL nebo 800 pL. Vzdy bylo nutné 5 minut ¢ekat, nez se kolonka

nasakne.

Vysledek: Mnozstvi sorbentu bylo pro 400 uL supernatantu piilis velké,
nedochézelo k jeho Uiplnému nasdknuti, proto jsme zvolili ve vysledné extrakci 800 puL

supernatantu.
4.7.1.4 Eluce

Eluci jsme provadéli riznymi rozpoustédly o objemu 1800 uL. Testovali jsme

ethylacetat, hexan a methanol.

Vysledek: Nejlepsi eluci analyti ze SLE kolonky vykazuje rozpoustédlo

ethylacetat. Methanol a hexan se jako dobra elu¢ni ¢inidla neosvédcila.
4.7.1.5 Odpareni
Optimalizovali jsme také podminky pottebné k odpateni eluatu.

Vysledek: Je nutné k odpatfeni pouzit pouze organickou vrstvu, protoze i nepatrna
piimés vodné faze dobu odparovani zbyte¢né¢ prodluzujeme nebo k odpaieni nedojde

vibec. Vysledné odpateni probiha pfti 45 °C.

Vybrali jsme nejvhodnéjsi podminky v jednotlivych krocich a tim jsme vytvofili
postup pro extrakci tokoferolit pomoci SLE (finalni podminky jsou shrnuty v kapitole
Vysledky a diskuze). Tento postup je pouze prvnim pokusem a rozhodné¢ neni dokonaly.
Je nutnd jeho dalsi optimalizace, ale provedli jsme prvni pokus o vyuZiti techniky SLE

pro extrakci tokoferoll z lidského séra.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Vysledna LLE extrakce

Pivodni LLE extrakci jsme nejdiive zminiaturizovali pouzitim eppendorf
zkumavek, coz vedlo ke snizeni objemu rozpoustédel. Pfidali jsme vnitini standard
a tuto miniaturizovanou LLE extrakci jsme krok za krokem optimalizovali. Hledali jsme
vhodné podminky jako ¢as, objemy vzorku i rozpoustédel, teplotu, ¢as i silu
centrifugace. Optimalizace probihala ve vSech krocich extrakéniho procesu. Do

extrakéniho procesu byl také zahrnut krok filtrace.

5.1.1 Postup LLE extrakce

=

4 uL 1S (tokol) napipetovat do 2 mL eppendorff zkumavky a nechat odpafit.
2. Pridat 400 uL séra a 400 puL denaturovaného ledového ethanolu a 5 minut tfepat.

3. Piidat 1200 pL hexanu a znovu 5 minut tiepat.

4. Stocit pulzni centrifugaci na maximdalni otacky (21 380 g) pii teploté 4 °C

(celkovy ¢as je 90 sekund véetné brzdéni centrifugy).
5. Odebrat 1200 pL supernatantu do novych 1,5 mL eppendorff zkumavek.
6. Odpafit 15 minut pti 45 °C.
7. Rozpustit v 200 uL methanolu a tiepat 2 minuty.

8. Prepipetovat do centrifugacnich eppendorff zkumavek s filtrem a centrifugovat
10 minut pii 14 000 g a 4°C.

9. Nastiiknout vzorek do systému.
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5.1.2 Opakovatelnost extrakce

Po stanoveni optimalnich podminek pro extrakci jsme testovali opakovatelnost

nov¢ vyvinutého postupu.

Opakovatelnost extrakce se podle FDA definuje jako analyza vzorkil za stejnych
provoznich podminek (stejné materidly, ¢inidla i pracovnik) béhem kratkého casového
intervalu. Pro vypocet opakovatelnosti extrakce je nutné zmétit nejméné pét vzorkd na
ttech koncentra¢nich hladinach. Vyjadiuje se vypoctem relativni smérodatné odchylky

plochy pro jednotlivé analyty:

100 [X(x — x)*

% wl n—1

RSD (%) =

Opakovatelnost jsme stanovovali v blankovém séru a séru spikovaném
(2 koncentrace — spik 1 a spik 2) vzdy po 6 vzorcich, které byly jednotlivé zpracovany.
V biologickém materidlu se pro splnéni pozadavkli hodnota relativni smérodatné

odchylky plochy musi pohybovat do 15 % [63].

¢ (umol/L)
spik 1 spik 2
a-tokoferol 5,64 11,28
[-tokoferol 1,19 5,33
v-tokoferol 0,69 5,54
o-tokoferol 0,36 7,11
Retinol 1,52 3,04

Tab. 3. Koncentrace analytll ve spikovaném séru
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area RSD %
stanovované analyty pocet vzorkii = 6
blank spik 1 spik 2
a-tokoferol 5,35 7,65 2,87
-tokoferol 4,79 9,67 5,70
y-tokoferol 5,24 8,15 3,36
d-tokoferol 8,43 2,83 1,41
retinol 5,17 7,97 3,91

Tab. 4. Vysledné hodnoty relativni smérodatné odchylky v blankovém a spikovanych

sérech
Z tabulky 4 vyplyva, ze byl splnén pozadavek RSD < 15%.

5.1.3 Vytéznost extrakce (recovery)

Vytéznost extrakce udava pomér mnozstvi analytu, kterou jsme danou metodou

ziskali (naméfena hodnota) a spravnou referen¢ni hodnotou (spocitana), ktera udava

100% vytéznost [63].

nameérena hodnota

R = 100 x
(%) spatitana hodnota
Spik 1 Spik 2
Analyt C1 (umol/L) | C2 (umol/L) R (%) Cl(umol/L) | C2 (umol/L) | R (%)
a-tokoferol 5,64 5,25 93,09 30,00 33,03| 110,10
B-tokoferol 1,19 1,07 89,59 5,55 545 98,20
y-tokoferol 0,69 0,65 94,25 3,00 2,84 94,67
d-tokoferol 0,36 0,31 87,00 3,04 3,17| 104,27
Retinol 1,52 1,59 104,48 11,28 10,87| 96,37

C1- spocitana koncentrace, C2- zméfena koncentrace, R- vytéznost

Tab. 5 Vytéznost LLE extrakce na dvou koncentracnich urovnich
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Na zobrazeném chromatogramu 3 je vyslednd analyza standard retinolu

tokoferolt rozpusténych v methanolu po extrakci novou LLE.

LLE extrakce - standardy
250000 - - 12000
Retinol
200000 - S - 10000
- - 8000
Elsoooo .
-~ - 6000
©
2100000 -
5 o - 4000
4 50000 - y | 000
- S
0 -— coa : AN A : 0
0 1 2 3 4 5 6 7
Cas (min)
——Tokoferoly - EX 295/EM 325 nm ——Retinol - EX 325/EM 480 nm

Chromatogram 3. Extrakce standard metodu LLE podle vysledného postupu

Zobrazeni chromatogramu analyzy séra metodou LLE. Pfitomny jsou piky vSech

tokoferolti kromé d-tokoferolu, ktery je v séru v nizkych koncentracich.

LLE extrakce - blank

- 25000
250000 - IS
) - 20000
200000 | Retinol
S o - 15000
& 150000 - “
(
- - 10000
m 100000 -
c
9
£ 50000 - y - 5000
. . I\ AN \ .
0 1 2 U3 4 5 6 7
Cas (min)
——Tokoferoly - EX 295/EM 325 nm ——Retinol - EX 325/EM 480 nm

Chromatogram 4. Extrakce blankového séra metodou LLE podle vysledného postupu
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5.2 SLE extrakce

Metodu SLE jsme na naSem pracovisti zkouseli poprvé. Nejdiive bylo nutné vybrat
podminky pro zakladni kroky extrakce. Jedna se predevSim o upravu biologického

vzorku a vybér elu¢niho ¢inidla.

Jako upravu biologického materidlu jsme zkouseli jeho fedéni vodou v rtiznych
pomérech a dale precipitaci ledovym denaturovanym ethanolem. Zjistili jsme, Ze bez

jakékoliv upravy vzorku dostavame nejlepsi vysledky.

Jako elu¢ni ¢inidlo jsme zkousSeli ethylacetat, hexan a methanol. Jako nejlepsi
elucéni Cinidlo byl vybrdn ethylacetat, protoze ostatni dvé rozpoustédla neeluovala

analyty z SLE kolonky v dostateénych koncentracich.

Zaveérecna filtrace probihd jako pfi miniaturizované LLE pomoci centrifugacnich

eppendorf zkumavek s filtrem.

5.2.1 Vysledny postup SLE
1. Na SLE kolonku nanést 800 pL séra.
2. Eluovat 1800 uL ethylacetatu.

3. Kodpafeni pouzit pouze horni organickou vrstvu. Odpafit pii 45 °C

v koncentratoru.
4. Rozpustit odparek v 200 puL methanolu.

5. Prefiltrovat pomoci centrifugacni eppendorf zkumavky 10 minut, 14 000 g

a4°C.
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Chromatogram 5 ukazuje separaci cilovych analytd (retinol a tokoferoly) metodou
SLE. Tuto metodu bude tieba déle optimalizovat, ale je jasné, ze mé dobré vyhlidky pro

budouci pouziti.

SLE extrakce - blank

70000 - a - 25000
60000 -
- 20000
50000 -
— Retinol
> L
£ 40000 - 15000
8
X 30000 -
N - 10000
c
S 20000
c
- 5000
10000 - A/( k
0 T T T T T J| 0
0 1 2 3 4 5 6 7

Cas (min)
—— Tokoferoly - EX 295/EM 325 nm ——Retinol - EX 325/EM 480 nm

Chromatogram 5. Extrakce blankového séra metodou SLE podle vysledného postupu
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6 ZAVER

V diplomové praci byla optimalizovana nova extrakce z kapaliny do kapaliny pro
stanoveni jednotlivych forem tokoferoli (a-, B-, y- a 8-) a retinolu z lidského séra.
Metoda vychazi z extrakce do kapaliny pro stanoveni retinolu a alfa tokoferolu z roku
2006, ktera je ve Vyzkumné laboratofi III. interni gerontometabolické kliniky Fakultni
nemocnice v Hradci Kralové ¢asto vyuzivana pro fadu klinickych studii. Do extrakéni
metody byl zahrnut vnitini standard, doslo k miniaturizaci a novy postup se ukazal jako
vhodny pro vsechny cilové formy tokoferolu. Diky miniaturizaci se vV budoucnu umozni
stanoveni velkych sérii vzorkll. Byla provedena také castecna validace. Novy extrakéni
postup je soucasti UHPLC metody pro stanoveni jednotlivych tokoferolii a retinolu,
kterd bude v budoucnu publikovdna a zafazena do spektra vySetfeni Vyzkumné
laboratofe. V prub¢hu vyvoje byla také testovana technika extrakce do kapaliny
podpoiend tuhou fazi, ktera se osvédcila, jako jedna z moznosti dalsiho vyuziti pro

potieby Vyzkumné laboratofe.
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7 SEZNAM ZKRATEK

AMAC
o-TTP
QUEChERS
DDME
DI-SDME
DI- SPME
DLLME

DSDME

dSPE

FNHK

GC

GMK FN HK

HDL
HF-LLLME

HF-LPME

HPLC

HS-SDME
HS-SPME
IA-SPE

IS

LC

LDL

LLE
LLLME

Ammonium acetate, octan amonny

a-tocopherol transfer protein

Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe

Drop to drop microextraction, mikroextrakce z kapky do kapky
Direct immersion SDME, piima SDME

Direct immersing SPME, piima SPME

Dispersive liquid-liquid microextraction, disperzni
mikroextrakcez kapaliny do kapaliny

Directly suspended droplet microextraction, mikroextrakce na
ptimo suspendované kapce

Dispersive SPE, disperni SPE
Fakultni nemocnice Hradec Kralové
Gas chromatography, plynova chromatografie

Gerontologickd a metabolicka Klinika Fakultni nemocnice
Hradec Kralové

High density lipoprotein, lipoprotein o vysoké hustoté

Hollow fiber liquid-liquid—liquid micro-extraction, vicenasobna
extrakce z kapaliny do kapaliny pomoci dutého vlakna

Hollow fibre LPME, extrakce v kapalné fazi pomoci dutého
vlakna

High performance liquid chromatography, vysokot¢inna
kapalinova chromatografie

Headspace SDME

Headspace SPME

Immunoaffinity SPE, imunoafinitni SPE

Internal standard, vnitini standard

Liquid chromatography, kapalinova chromatografie

Low density lipoprotein, lipoprotein o nizké hustoté
Liquid-liquid extraction, extrakce z kapaliny do kapaliny

Liquid-liquid-liquid microextraction, mikroextrakce z kapaliny
do kapaliny a zpét
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LPME
MeOH
MEPS

MIPs
MS
PDA
sdPDMS
pH

PP
PUFA
rpm
RSD
RAM
SD
SDME

SF
SLE

SLM
SPE
SPME
tr
UHPLC

uv
VLDL

Liquid phase microextraction, mikroextrakce kapalnou fazi
methanol

Microextraction by packed sorbent, mikroextrakce pomoci
plnéného tuhého sorbentu

Molecularly imprinted polymers, molekularné vtisténé polymery

Mass spectrometry, hmotnostni spektrometrie

Photodiode array, detektor diodového pole
Polydimethylsiloxane, polydimethylsiloxan

potential of Hydrogen, potencial vodiku, vodikovy exponent

Protein precipitation precipitace proteint

Polyunsaturated fatty acids, polynenasycené mastné kyseliny

Revolutions per minute, otaéky za minutu

Relative standard deviation, relativni smérodatna odchylka

Restricted access materials, material s omezenym pfistupem

Standard deviation, smérodatna odchylka

Single drop microextraction, extrakce do jedné kapky
rozpoustédla

Stacionarni faze

Simplified liquid extraction, extrakce do kapaliny podpoiena
pevnou fazi

Supported liquid membrane, zakotvena kapalinova membrana
Solid phase extraction, extrakce na pevnou fazi

Solid phase microextraction, mikroextrakce na tuhé fazi
Retention time, reten¢ni ¢as

Ultra high performance liquid chromatography, ultra
vysokoucinna kapalinova chromatografie

Ultraviolet, ultrafialové zafeni

Very low density lipoprotein, lipoproteiny o velmi nizké hustoté
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8 SEZNAM OBRAZKU A TABULEK

Obr. 1. Struktura tokoferoli a tokotrienoll

Obr. 2. Antioxidacni aktivita vitaminu E

Obr. 3. Struktura retinolu

Obr. 4. Princip SPE

Obr. 5. Ptiprava MIPs

Obr. 6. Struktura RAM

Obr. 7. Rozdil techniky DI-SPME a HS-SPME

Obr. 8. Princip dSPE

Obr. 9. Extrakce v kapalné fazi pomoci dutého vlakna (HF-LPME)
Obr. 10. Metoda mikroextrakce do jedné kapky

Obr. 11. Princip disperzni mikroextrakce z kapaliny do kapaliny

Chromatogram 1. Optimalizace pouzitého objemu IS pfi extrakci LLE

Chromatogram 2. Zobrazeni rozdilu extrakce SLE pfi pouziti 800 uL a 400 uL
nefedéného séra

Chromatogram 3. Extrakce standardtt metodu LLE podle vysledného postupu

Chromatogram 4. Extrakce blankového séra metodou LLE podle vysledného
postupu

Chromatogram 5. Extrakce blankového séra metodou SLE podle vysledného

postupu

Tab. 1. Doporuéené denni davky o- tokoferolu

Tab. 2. Fyziologické hodnoty a-tokoferolu v séru

Tab. 3. Koncentrace analytl ve spikovaném séru

Tab. 4. Vysledné hodnoty relativni smeérodatné odchylky v blankovém
a spikovanych sérech

Tab. 5. Vytéznost LLE extrakce na dvou koncentraénich Girovnich
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