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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACN Acetonitril

DAD Detektor s diodovym polem (Diode array detector)

DCM Dichlormethan

EtOAC Ethylacetat

HILIC Hydrofilni interak¢éni chromatografie (hydrophilic interaction liquid
chromatography)

IPA Isopropylalkohol

i.S. Vnitini standard (Internal Standard)

LC-ESI-MS/MS  Kapalinova chromatografie-ionizace elektrosprejem-tandem

hmotnostnich spektrometri

LDL Lipoproteiny o velmi nizké hustoté (Low density lipoprotein)
LLE Extrakce z kapaliny do kapaliny (Liquid-liquid extraction)
LLOQ Spodni limit kvantifikace (Lower Limit of Quantification)

MA Methylamfetamin, pervitin

MeOH Methanol

MDMA Methylendioxymethylamfetamin, extaze

MTBE Methyltercbutylether

NSAIDs Nesteroidni antiflogistika (nonsteroidal anti-inflammatory drugs)
PPT Proteinova precipitace (Protein precipitation)

PTFE Polytetrafluorethylen

QC (samples) Vzorky pro kontrolu kvality (Quality Control samples)

QUEChERS Quick Easy Cheap Effective Rugged Safe (analyticka metoda)




SLE

SOSLE

SPE

THC

UHPLC

Podporovana kapalinova extrakce (Supported liquid extraction)
Vysolovaci podporovana kapalinova extrakce (Salting out supported
liquid extraction)

Extrakce na tuhou fazi (Solid-phase extraction)
Delta-9-tetrahydrocannabinol

Ultravysokoucinna kapalinova chromatografie (Ultra High Performance

Liquid Chromatography)




1 Uvod

Tématem této bakaldiské prace je podporovand kapalinova extrakce. Jednd se o
relativné neddvno vyvinutou metodu, jejimz cilem je oddé¢lit stanovovanou latku ze smési
jinych latek nebo ze slozité biologické matrice (napf. krevni plazma, sérum). Podporovana
kapalinova extrakce je modifikaci rutinné pouzivané metody - extrakce z kapaliny do

kapaliny.

Metoda extrakce z kapaliny do kapaliny ma nékteré nedostatky, které tato nova metoda
kompenzuje. Vyuziti podporované kapalinové extrakce ptinasi naptiklad niz$i spotfebu
organickych rozpoustédel, nedochazi k tvorbé kapicek emulzi, které by falesné snizovaly
koncentraci analytu v pivodnim vzorku. TaktéZ je tato nova metoda ¢asové méné naroéna,
snadno automatizovatelnd a je tfeba podstoupit niz$i pocet krokd, nez je u soucasné

pouzivanych metod.

V soucasn¢ dobé je tato metoda pouzivand hlavné v oblasti vyzkumné, ale jiz jsou
vyvinuté a validované pracovni postupy i pro rutinni pouZiti, avSak k rozsifeni podporované

kapalinové extrakce do bézného rutinniho provozu zatim nedoslo.




2 Cil a popis zadani prace

Smyslem této prace je seznamit se s principem a vyuzitim jedné z metod apravy vzorki v

analytické chemii - podporovanou kapalinovou extrakci (SLE).

Bakalatska prace je rozdélena do Ctyf hlavnich ¢asti. Prvni ¢ast obsahuje informace o
extrakci jakozto separa¢ni metod¢€, 0 zafazeni extrakce mezi analytické separacni metody a o
piehledu zakladnich principti extrakei, které se v analytické chemii pro Gpravu vzorku pted
vlastni analyzou bé&Zné pouzivaji. Druha ¢ast se zabyva principem podporované kapalinové
extrakce. Treti Cast je zaméfena na porovnani s jednotlivymi druhy extrakci (extrakce na
tuhou fazi, extrakce z kapaliny do kapaliny) a posledni ¢tvrta ¢ast popisuje praktické vyuziti

podporované kapalinové extrakce.




3 Separacni metody

Extrakce se fadi mezi separa¢ni metody analytické chemie. Cilem separa¢nich metod je
izolovat stanovovany analyt ze smésného vzorku. Pfipadné opacné je mozné oddélit ostatni
slozky smési od analytu (tzv. preCiSténi analytu), ¢imz lze eliminovat moznost vzniku

nezadoucich interferenci béhem nasledné analyzy (1).

Separa¢ni metody musi splilovat nékolik kritérii. Musi byt selektivni, to znamena, ze
rozdéluji smés analyti na zaklad¢ jejich fyzikalnich nebo chemickych vlastnosti. DalSim
kritériem je rozsah pouzitelnosti, ktery udava, pro jaky druh latek je metoda uréena (napt. pro
organické latky, anorganické latky, ionty, makromolekuly...). Poslednim kritériem je

frakcionaéni kapacita, ktera sdéluje, kolik latek je mozné v jednom kroku separovat (2).

Separa¢ni metody je mozno rozdélit do dvou kategorii. Do prvni kategorie 1ze zatadit
separace zaloZzené na razné distribuci slozek mezi dvéma fazemi. Mozné kombinace téchto

dvoufazovych systémi jsou v nasledujici tabulce (1).

Tabulka 1 Piehled separaénich metod zaloZenych na rizné distribuci sloZek mezi dvéma fazemi.

Plyn-kapalina | Plyn-pevna Kapalina- Kapalina-pevna latka
latka kapalina
Separa¢ni | Destilace, Sublimace, LLE Frak¢ni krystalizace,
techniky | Plynova Plynova Kapalinova Kapalinova

chromatografie | chromatografie | chromatografie | chromatografie, SPE,

Molekulova sita

Do druhé¢ kategorie fadime metody, pomoci nichz probiha separace na zaklad¢ rozdilnych
rychlosti pohybu jednotlivych slozek. Zde rozliSujeme separace pomoci membran
(ultrafiltrace, dialyza, obradcend osmoéza a elektrodialyza) a separace elektrickym polem
(elektroforéza, izotachoforéza, ultracentrifugace, hmotnostni spektrometrie, termodifuze a

frakcionace v silovém poli) (1), (2).
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3.1 Extrakce

Extrakéni metody jsou pouzivany K upraveé vzorku pied vlastni analyzou. V této kapitole
se zamé&iim na dvé metody extrakce, a to extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE) a extrakci na
tuhou fazi (SPE). LLE a SPE metody slouzi krom¢ separace latek také k zakoncentrovani
analytu v mens$im objemu rozpoustédla, precisténi vzorku a odstranéni vétSiny balastnich
latek. Ob¢ tyto metody jsou hojné pouzivany v rutinnich analyzach laboratofi rtzného

zameéreni.

3.1.1 Extrakce z kapaliny do kapaliny

Pomoci extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE) lze oddélit kapalné analyty na zakladé
hodnot jejich rozdélovacich pomérit mezi dvéma vzdjemné nemisitelnymi kapalinami. Tento
koeficient udava pomér koncentraci analytu v organické a vodné fazi. Podstatou metody je
tedy pievedeni analytu z polarni (vodné) faze do faze organické, ve které je mozné analyt
stanovit. Ovsem, je tfeba si uvédomit fakt, ze do organické faze mohou pirechazet pouze
elektroneutralni latky, proto je nezbytné upravit hodnotu pH vodné faze tak, aby byl

stanovovany analyt ve své neionizované formé (1), (3).

Jinou moznosti aplikace LLE je acidobazicka extrakce. Jedna se o d¢j, béhem kterého
jsou organické latky skyselymi ¢&i bazickymi funkénimi skupinami extrahovany
z organického prostiedi do anorganického roztoku (kyselého nebo zasaditého). Rozpustnost
takovych organickych sloucenin ve vod¢ je omezend, nicméné je mozné ji zvySit pomoci
neutraliza¢nich reakci. Neutraliza¢ni reakce vedou k tvorbé iontovych soli, které jsou ve vodé

rozpustné. Takto 1ze docilit tiplné distribuce pivodné nepolarniho analytu do vodné faze (4).

V zavislosti na objemu extrahovaného roztoku volime vhodnou extrakéni aparaturu. Malé
objemy lIze extrahovat v koénické vialce (4). Manualni provedeni LLE neboli vytfepavani za
pomoci deélici nalevky ma fadu nevyhod. Jedna se naptiklad o vysoké spotieby organickych
latek, tvorbu emulzi na fazovém rozhrani, ¢asovou naro¢nost a obtiznou automatizaci celého

postupu (1), (3).
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Obr. 1 Kénické vialky pouZivané pro extrakce malych objemi (5).

"""""""
- -

' vrchni vrstva

spodni vrstva

Obr. 2 Klasické provedeni LLE pomoci délici nalevky (4).

3.1.2 Extrakce na tuhou fazi

Extrakénim principem této metody je odd€leni analytu ze smési pomoci interakci mezi
tuhou a kapalnou fazi. Tuhou fazi umisténou v extrakéni kolonce zde ptedstavuji sorbenty
obdobné jako v kapalinové chromatografii. Pro kazdy analyt je tfeba volit sorbent s ohledem

na chemické vlastnosti analytu. Stejné tak je diilezita volba kapalné faze, ve které je analyt
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rozpus$tén. Pfed separaci je nutné aktivovat funkéni skupiny sorbentu, nejcastéji methanolem.
Dalsim krokem je vytvofeni rovnovahy na fazovém rozhrani pomoci rozpoustédla, které bude
pouzito i pro vzorek. Béhem extrakce je analyt zachycen sorbentem, na kterém dochazi
k zakoncentrovani analytu. Pfi optimalné zvolené soustavé — sorbent/kapalna faze, projdou
ostatni latky obsazené ve vzorku kolonkou bez adsorpce. Analyt Ize z kolonky vymyt za
pouziti malého objemu roztoku. Nevyhodou extrakce na tuhé fazi (SPE) je vysoka spotieba
vzorkll a rozpousteédel, vysoky pocet operaci, které je nutné absolvovat a s tim spojena ¢asova

naroc¢nost (6), (3).

interferujici l[atky e analytye

o2 ®x
(X ®
..* @ &
0% A0k

I i I

(a) b) oo © ¥
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*

Obr. 3 Pribéh extrakce na tuhé fazi. (a) naneseni vzorku, (b) odstranéni interferujicich latek promytim
kolonky, (¢) vymyti analyti (7).
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4 Podporovana kapalinova extrakce

Jedna se o relativné novou metodu ptipravy vzorkl, jejimz cilem je urychleni ptipravy
vzorku pfed vlastni analyzou, snizeni objemi vzorku a organického elu¢niho cinidla a
automatizace celého procesu. Podnétem k vyvinuti nové metody byly nevyhody spojené
s klasickou LLE.

Na konci roku 1997 Johnson a jeho spolupracovnici poprvé uvedli pouziti extrakéni
metody nazvané SLE (podporovana extrakce z kapaliny do kapaliny), kterou testovali pro

Siroké spektrum organickych latek (8).

4.1 Princip metody

Princip tohoto typu extrakce je zaloZen na pouziti kiemeliny jakozto sorbentu. Kiemelina
poskytuje pevnou fazi, na které dochazi k provedeni extrakce stanovovaného analytu od
ostatnich latek v pivodnim vzorku. Tato pevna faze je umisténa v plastové kolonce, kterd je

na spodnim konci uzpisobena k odtékani analytu.

5 minut

(b)

(d)

Obr. 4 Schéma podporované kapalinové extrakce, porovnani, viz obrazek v p¥iloze. (a) naneseni vzorku do 96-
jamkové desti¢ky, (b) naneseni vzorku na jednotlivé extrakéni kolonky, (c) vymyti analytu eluénim roztokem, (d)
sbérna nadobka.
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Vodny roztok vzorku se stanovovanym analytem je nanesen na sorbent. Ten diky své
porovitosti tvoti velky uzitny povrch, na kterém dochazi k absorpci. Kiemelina se chova jako

houba a distribuuje vzorek po celém povrchu kiemeliny v extrakéni kolonce (9).

Po absorpci celého objemu vzorku do kiemeliny jsou stanovované analyty vymyty
(eluovany) za pouziti s vodou nemisitelnych organickych rozpoustédel jako je napiiklad
ethylacetat (EtOAcC), methyltercbutylether (MTBE) nebo dichlormethan (DCM). Na sorbentu
dochazi ke vzajemnému pusobeni mezi zvolenym rozpoustédlem a pidvodnim roztokem
vzorku. Tyto interakce umoziuji stanovovanym analytim pfejit do organického rozpoustédla,
které neni na extrak¢ni kolonce zadrZzovano. Organické rozpoustédlo s obsazenym analytem je
z pevné faze vymyvano pomoci gravitace nebo pumpy pro urychleni celého procesu. Dale je
po prachodu kolonkou vychytavano do vhodné sbéraci nadoby a podrobeno analyze. Ostatni

slozky pivodni matrice zlstavaji uchycené v pevné fazi (9), (10).

Vyhodou metody SLE v porovnani s LLE je, ze tento zpisob separace snizuje riziko
vzniku emulze a také potiebu ru¢né separovat obé kapalné faze. Tim Ize zabranit zbyte¢nym
ztratdm analytu, které vedou ke zkresleni vysledku nésledné analyzy. Na rozdil od SPE ma
metoda SLE snizeny pocet krokti nutnych pro uspéSnou separaci. Dalsi vyhodou je
jednoduchost separacniho procesu vyzadujiciho minimalni pfistrojové vybaveni. Taktéz je
tato metoda snadno automatizovatelnd, coz poskytuje dalsi ¢asovou usporu v ptipravé vzorku

(9), (10), (11).

4.2 Kiremelina

Hlavni podil kiemeliny tvofi zkamenélé schranky (frustuly) jednobunéénych
eukaryontnich fas - rozsivek. Schranky rozsivek se chemicky skladaji z polymerizovaného
oxidu kfemicitého (s vodou). Jako kiemelinu (diatomit) ozna¢ujeme horninu, ktera se sklada
ze schranek téchto fas a pfimési jako jsou jil a silt (prach). Piednosti tohoto materidlu je
vysoka absorp¢ni schopnost, ktera je dana vysokou porozitou materialu, dalsi vyhodou je jeji
chemicka netecnost a tepelna nevodivost. Kiemelina je schopna absorbovat az 3,5 krat vice

vody nez sama vazi (12).

JakoZto ptirodni materidl se kiemelina t&€Zi v dolech po celém svéte. Jednotliva nalezisté
jsou vsak zdrojem horniny s odliSnymi vlastnostmi, jako jsou naptiklad odchylky ve slozeni,
rizna hustota horniny nebo kapacita vodného roztoku, ktery je kiemelina schopna absorbovat.

Proto nelze za pouziti pfirodniho materialu zajistit stejné plnéni extrak¢nich kolon a tedy ani
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stejné podminky analyzy. Aby bylo mozné ptedejit nesrovnalostem pii pouziti ptirodni

kiemeliny, byl vyvinut a testovan synteticky sorbent (9), (11)..

Obr. 5 Schranky rozsivek tvoricich kiemelinu (13)

4.3 Dostupnost na trhu

Nékolik spolecnosti se jiz vénuje vyvoji produktii, které usnadiiuji piipravu vzorku pro
jeho dalsi zpracovani. Nasledujici tabulka ukazuje, jaké zakladni typy produkti pro SLE jsou
na trhu dostupné.

Jedna se o tzv. cartridges (kazety) — nékdy uvadéné také jako jednotlivé kolonky ¢i
zkumavky, které jsou dostupné v rtiznych velikostech z pohledu maximalniho pouzitelného

objemu vzorku a doporu¢ené¢ho objemu elu¢niho ¢inidla.

Dale jsou dostupné 96-jamkové desti¢ky, které jsou vhodné pro automatizaci metody.
Taktéz jsou rozdelené podle totoznych parametrl jako kazety. Lze tak pfipravit az 96 riznych

vzorku soucasné.

Pfipadné je mozné zakoupit jen uréité mnozstvi sorbentu pro piipravu vlastnich

extrakénich pomucek (14).
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Tabulka 2 Dostupné produkty pro aplikaci SLE, inspirovano (14)

Spole¢nost Kazety 96-jamkové Samotny sorbent
desticky
Agilent Technologies (15) Chem Elut Combilute Hydromatrix
Angela Technologies (16) Cleanert Cleanert -
Biotage (17) ISOLUTE SLE+ | ISOLUTE SLE+ | ISOLUTE SLE+
Interchim (18) Clean Elut Hypersep -
Chem Elut
Macherey-Nagel (19) Chromabond Chromabond -
XTR multi 96 XTR
Orochem Technologies Aguamatrix Aguamatrix -
(20)
Phenomenex (21) Novum Novum -
Thermo Fisher Scientific HyperSep HyperSep -
(22)
United Chemical - - Enviro Clean
Technologies (23) sorbents
Electrasorb

4.4 Vysolovaci podporovana kapalinova extrakce

Vysolovaci podporovana kapalinova extrakce (SOSLE) je modifikaci vyse uvedené SLE
metody. Technika SOSLE byla vyvinuta pii snaze extrahovat a analyzovat zbytky
veterinarnich 1éCiv (antibiotik) se Sirokym rozmezim polarity, jez byly pfitomné v kravském

mléku.

Problémem plvodni SLE metody byla nedostate¢na névratnost nckterych polarnich
analyt. To bylo zpiisobené tim, ze vodnd fadze obsahujici rozpustény analyt neposkytovala
extrakci zcela kvantitativné. SOSLE fesi tuto nevyhodu pfidanim acetonitrilu do vodné faze,

¢imz je zajisténa témet kvantitativni extrakce jinak Spatné extrahovatelnych analytu.

Metodou SOSLE byly naptiklad z kravského mléka extrahovany a nasledné stanovovany
benzimidazoly, chinolony, makrolidy, nitroimidazoly, peniciliny, cefalosporiny a dalsi latky,

které se netadi ke konkrétni I€kové roding (24).
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4.4.1 Provedeni extrakce

Smés vodného roztoku vzorku a acetonitrilu je centrifugovana, poté je do smési ptidan
siran amonny, ktery vyvolava oddéleni vodné a organické faze (acetonitril). Nasledné je
vodna faze nanesena na SLE kazetu, kde dojde k ustanoveni rovnovahy. Jako elu¢ni ¢inidlo
byl pouzity acetonitril, ktery byl pfedtim oddéleny od vodné faze a dal§i mnozstvi nového

acetonitrilu. Vznikly eluat je sbiran do vialky, odpafovan a piipraven k dalsi analyze.

4.4.2 Vyhody poutZiti acetonitrilu

Vyhod pfi pouziti acetonitrilu ve smési s vodou je hned né€kolik. Acetonitril je misitelny
svodou V libovolném poméru a je to chemicky inertni rozpoustédlo. Na druhou stranu,
Vv Cistém acetonitrilu jsou velmi polarni slouCeniny Spatné rozpustné. Proto byla testovana
smés téchto dvou latek, aby vyslednd extrakéni metoda poskytovala vyznamné vyssi extrakéni
ucinnost. Je tfeba spravné uvazit pomér obou slozek, nebot voda pfitomnd ve vzorku

ovliviiyje silu rozpustnosti pouzitého extrakéniho ¢inidla.

4.4.3 Volba vhodné soli

Pfidanim anorganické soli do smési acetonitril-voda docilime oddéleni obou fazi.
Mnozstvi a druh pfidané soli ovliviiuje koncentraci vody v organické fazi a acetonitrilu ve
vodné fazi. Pfitomnost vody v acetonitrilové fazi ma zasadni vyznam pro extrakci polarnich
sloucenin. Ze zkoumanych anorganickych soli se nejlépe osvédcil siran amonny, protoze

netvofil komplexy se stanovovanymi analyty a s vysokou u¢innosti srazel proteiny.

4.4.4 Vyhodnoceni

Ve vysledku byla SOSLE porovnavana s dal§imi metodami — ultrafiltraci, SPE a
QUEChERS. Z tohoto porovnani vykazovala SOSLE nejlepsi celkovy vykon, relativné nizké
v jednom vzorku. Taktéz prokazala vyssi vytéznost polarnich a amfoternich latek (peniciliny,
tetracykliny, chinolony). Na druhou stranu je SOSLE pomérné Casové narocna metoda a

vyzaduje zapojeni lidské sily ve stejné nebo o néco mensi mife nez ultrafiltrace nebo SPE

(24).
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5 Porovnani extrakcnich metod

Metody piipravy vzorku jsou neustdle vyvijeny a zdokonalovany. Pfisn¢ sledovanymi
parametry jsou: navratnost analytu (recovery), spotiebovany objem organického rozpoustédla,
Cas potiebny k provedeni a moznost automatizace metody. Proto byly provedeny experimenty
a studie zaméfené na porovnani soucasné pouzivanych metod a SLE. V nasledujicich

podkapitolach bude uvedeno nékolik z nich.

5.1 Stanoveni sitagliptinu a simvastatinu

V tomto experimentu se jednalo o extrakci sitagliptinu a simvastatinu z plazmy
pokusnych krys. Tyto dvé ucinné latky jsou soucasti medikace u pacienti trpicich cukrovkou
2. typu a obé latky jsou obsazeny V jedné tableté. Proto bylo nutné vytvofit bioanalytickou
metodu, ktera by umoznila stanoveni obou latek v plazmé soucasné (25). Tato metoda byla
vyvinuta a validovana. Vzorek byl upraven za pouziti LLE, extrahované latky byly
detekovany pomoci LC-MS/MS a celkovy ¢as analyzy pomoci HPLC jednoho vzorku dosahl
hodnoty 3,0 minut (26). Pii pouziti techniky SLE nasledovanou detekci pomoci LC-ESI-
MS/MS bylo dosazeno reten¢nich ¢asti na HPLC krat$ich nez 2 minuty na analyzu jednoho
vzorku z krysi plazmy (25).

A B

Obr. 6 (A) chemicka struktura sitagliptinu, (B) chemicka struktura simvastatinu (25).

Pfiprava vzorku

Na vybéru vhodné metody ptipravy vzorkl zavisi i uspéch celé analyzy, proto je dilezité

tomuto kroku vénovat nélezitou pozornost. Matrice vzorku, zde plazma pokusného zvitete,
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obsahuje slouceniny zplisobujici nezadouci interference, které je nutno pii pfipravé vzorku

minimalizovat.

Ptiprava vzorku metodou LLE probihala nasledovné. K analyzované plazmé byl pfidan
vnitini standard (hydrochlorid venlaflaxinu), octan amonny, ktery pufruje v oblasti pH 4,5 +
0,05 a organické rozpoustédlo obsahujici MTBE a n-hexan (70:30 v/v). Po centrifugaci byla
organickd vrstva pienesena do zkumavky a odpafena proudem dusiku o teplot¢ 40°C.
Vysuseny extrakt byl rozpustén v mobilni fazi (smés acetonitrilu a octanu amonného) a

zaveden do chromatografického systému.

Metoda SPE zahrnovala kromé totoZzného mnozstvi plazmy a vnitiniho standardu navic
500 pl vody. Tato smés byla nanesena na separacni kolonku StrataX, ktera byla diive promyta
roztokem 20% methanolu ve vodé€. Analyty a vnitini standard byly nasledné¢ vymyty mobilni

fazi a pripraveny k analyze.

Zakladem separace vzorku pomoci SLE byla taktéZz smés plazmy, vnitiniho standardu a
pufru, kterd byla nanesena na separa¢ni kolonku Isolute SLE+ (Biotage). Za pouziti mirného
pretlaku byl vzorek absorbovan pevnou fazi v extrakéni kolonce. Po péti minutach byl na
kolonku nanesen 1 ml rozpoustédla, analyty spolu s vnitinim standardem byly eluovany do
zkumavky. Zde doslo k odpafeni rozpoustédla proudem dusiku o teploté 40°C. Extrakt byl

znovu rozpustén v roztoku methanolu a pfipraven pro chromatografickou analyzu (25).
Nasledujici tabulka shrnuje pfipravu vzorkii véetn€ pouzitych objemu.

Tabulka 3 Souhrn pripravy vzorki pro metodu LLE, SPE a SLE (25)

LLE SPE SLE
Objem plazmy 200 ul 200 pl 200 ul
Vnitini standard 50 pl 50 pl 50 pl
Pufr (octan amonny) | 100 ml - 300 pl
Rozpoustédlo 4 ml 2 ml mobilni faze 1mil

MTBE + n-hexan

MTBE + n-hexan

Rekonstituéni roztok | 250 pl mobilni faze | - 400 pl methanolu

Pouzité kolonky Nepouzivaji se StrataX 33 um Isolute SLE+
polymeric sorbent

Analyzovany objem | 20 pl 20 pl 20 pl
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Vyhodnoceni

Z nize uvedeného obrazku je patrné, Ze technika SLE poskytuje z porovnavanych metod

nejvyssi extrakéni ucinnost (nejvyssi navratnost analytu).

A
100
= Sitagliptin
80 .aghp :
Simvastatin
= 60
5
2 |
o
e 40
20
0 4 T o N
LLE SPE SLE

Sample cleanup methods
Obr. 7 Porovnani extrakénich metod (25)

Béhem experimentu se hodnotily nésledujici parametry: vhodné extrakéni rozpoustédlo,
navratnost analytli po odpareni proudem dusiku a znovu rozpusténi vzorki a extrahovatelny
objem. Pro eluci analytu byla studovana riizna organicka rozpoustédla — EtOAc, MTBE,
DCM a ilPA, z nichz EtOAc prokazal nejvyssi navratnost (viz Obr. 8). K ziskani nejvyssi
navratnosti analytu po odpafeni a rekonstituci je nejvyhodnéjs$i roztok sestavajici z 90%
methanolu ve vod&. Také byly studovany rlizna mnozstvi plazmy a rozpoustédla. Optimalné

se projevila kombinace 200 ul plazmy a 400 pul rozpoustédla (25), (26).

B

100

g0 | " Sitagliptin
. Simvastatin
< 601
B
e
& 401

20 1

Diethyl Dichloro Ethyl  iso-propyl Methyl
ether methane  acetate alcohol tert-butyl

Solvent type ether

Obr. 8 Porovnani rozpoustédel pro metodu SLE (25)
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5.2 Stanoveni f3-blokatori a nesteroidnich antiflogistik

Nasledujici experiment se zabyval porovnanim uc¢innosti metod LLE a SLE, a to na
ptikladech extrakci B-blokatort, jakozto bazickych analyti a nesteroidnich antiflogistik
(NSAIDs), které zde zastupuji kyselé analyty. Byla porovndvana navratnost analyti a

prokdzany totozné limity kvantifikace s mensim objemem vzorku pfi pouziti metody SLE.

Ptiprava vzorku

Ptipravu vzorka pro metodu SLE popisuje nasledujici tabulka.

Tabulka 4 P¥iprava vzorki pro metodu SLE (27).

Objem plazmy Objem a druh pridanych latek | Pomér slozek
NSAIDs 200 pl 200 pl 1% kyseliny mravenci 1:1
B-blokatory 200 pl 200 pl 0,5M hydroxidu amonného 1:1

Celkovy objem extrahovaného vzorku (400 pl) byl nanesen na extrakéni destiCku
ISOLUTE SLE+ 400 (Biotage) a za pomoci pulzu vakua byl vzorek absorbovan. Nasledné
vymyti analytl bylo uskute¢néno dvakrat 900 ul rozpoustédla. Volba vhodného rozpoustédla
zavisi na analytu, ktery ma byt z kolonky eluovan. Pro vymyti B-blokatort byl pouzit EtOAc
a pro eluci NSAIDs byl vybran MTBE.

Pfiprava vzorkd pro pouziti techniky LLE byla popsana v nasledujici tabulce.

Tabulka 5 Priprava vzorka pro LLE (27)..

Celkovy objem SloZeni vzorku Pomér slozek Organicka
vzorku faze

NSAIDs 500 pl Plazma + 1% 1:1 MTBE
kyselina
mravenci

B-blokatory 500 pl Plazma + 0,5M 1:1 EtOAc
hydroxid
amonny
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Organickd faze s extrahovanym analytem byla odpafena do sucha a nasledné byl

stanovovany analyt rozpus§tén ve vodném roztoku methanolu (500 pl).

Vsechny extrakty byly analyzovany metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie

ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (HPLC-MS).

Vyhodnoceni

Zavery ukazuji, ze ptiprava vzorki provedend pomoci ISOLUTE SLE+ poskytovala
vy$8i navratnost analytli a prokazala lepsi odezvu signalu nez vzorky pfipravené metodou
LLE. Metodou SLE za pouziti ISOLUTE SLE+ Ize analyzovat nizsi objemy vzorku, nebot
limity kvantifikace byly ve srovnani s LLE nizsi (27).

5.3 Vliv podporované kapalinové extrakce na snizeni vlivu

matrice a zlepSeni extrak¢ni ucinnosti

Cilem této studie bylo systematické hodnoceni metody SLE za rtznych extrakénich
podminek sohledem na dvé kritéria. Prvnim kritériem byla redukce efektu zptisobeného
matrici, druhé kritérium byla extrakéni ucinnost/navratnost analytu. Hodnoceni bylo
provedeno na deseti farmaceutickych slouceninach s rozsahem hodnot log P (kde P je
rozd€lovaci koeficient) 0,1 — 6,24 a hodnotami pKa v rozmezi 4,0 — 11,1. Jmenovité byly
stanovovany nasledujici latky: diklofenak, progesteron, ambrisentan, karbamzepin, atenolol,
metoprolol, daunorubicin, paklitaxel, celexocib. Extrahované slouceniny byly nasledné

analyzovany systémem LC-ESI-MS/MS.

Latky pfitomné v biologické matrici mohou zplsobovat béhem analyzy nezadouci
interference. Druh interferujicich latek zavisi na biologickém materialu, ve kterém je analyt
stanovovan. Patii sem naptiklad soli, kyselina moc¢ova, uhlovodiky, aminy, lipidy a peptidy.
Hlavnim zdrojem matricového efektu byly v LC-MS/MS urceny fosfolipidy, nebot prave

fosfolipidy se eluuji v Sirokém rozmezi reten¢niho ¢asu.

V této studii byly hodnoty zkoumanych kritérii porovnavany s hodnotami ziskanymi metodou
proteinové precipitace. Extrakéni podminky byly ménény zménou hodnoty pH a/nebo

zménou typu a obsahu organického rozpoustédla v pufru ¢i zménou sloZzeni mobilni faze.
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Ptiprava vzorku

Piiprava vzorku pro techniku proteinové precipitace byla nésledujici. Cisty vzorek
plazmy (bez analytll), plazma obohacena analyty nebo voda o objemu 100 pl byla smichéana s
300ul acetonitrilu nebo methanolu. Po centrifugaci byl supernatant pienesen do suché
zkumavky a odpafen do sucha. Zbytek po vysuSeni byl znovu rozpustén ve 400 pl smési

acetonitrilu a vody nebo ve standardnim roztoku analytu ve smési acetonitril/voda.

Vzorek pro metodu SLE byl piipraven tak, ze 100 pl prazdné (blankové) plazmy, plazmy
obohacené analyty nebo vody bylo nafedéno 100-150 pl fediciho roztoku. Jako fedici roztok
byly testovany kyselina mravené¢i, hydroxid amonny a smési vody a acetonitrilu nebo
methanolu. Tato smés byla nanesena na SLE desti¢ku. Pro usnadnéni absorpce roztoku byl
pouzit pretlak. Po dosazeni rovnovahy mezi sorbentem a vzorkem se analyty vymyji 1 ml
rozpoustédla. Jako organicka rozpoustédla byly testovany: MeOH, ACN, EtOAc, MTBE,
DCM:IPA (95:5, v/v) a DCM. Vznikly eluat byl odpafen do sucha a zbytek byl znovu
rozpustén ve 400 pl smési acetonitril/voda nebo ve standardnim roztoku analytu ve smési

acetonitril/voda.

Vyhodnoceni

Pii pouziti optiméalniho pufru a elu¢niho roztoku pro provedeni SLE bylo dosaZeno
navratnosti 75% u vSech deseti analyti. Taktéz u vSech deseti latek byl efekt matrice
nevyznamny, ¢imz bylo prokdzano, ze SLE je pro odstranéni fosfolipidi velmi efektivni
metodou. Bylo potvrzeno, ze G¢inné extrakce a minimalniho matricového efektu u vybranych
farmaceutickych sloufenin muze byt dosazeno spravnou volbou pufru a vymyvaciho

rozpoustédla (28).
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6 Aplikace podporované kapalinové extrakce

Z dostupnych literarnich zdroji byla vypracovana reSerSe se zaméfenim na nalezeni
informaci o pouziti metody SLE v analyze. Pfi hledani byla vyuzita hesla: ,,Supported liquid
extraction” a ,,Solid supported liquid-liquid extraction”. Pfi vyhledavani zdroji v databazi

Science Direct jsem nasla kolem dvaceti ¢lankd, které se zabyvaly pfimo metodou SLE.

Tato kapitola je vénovana stanoveni n¢kolika vybranych latek, pro které byla vyvinuta a
validovana metoda podporované kapalinové extrakce. Nasledujici latky byly nejcastéji
extrahovany z plazmy pokusnych zvitat a lidské plazmy. Méné¢ Casto napiiklad ze slin, jinych

télnich tekutin ¢i nebiologického materialu.

6.1 Extrakce aldosteronu

V této studii byla metoda SLE pouzita pro extrakci aldosteronu, ktery byl nasledné
analyzovan pomoci LC-MS/MS. Aldosteron je extrahovan z plazmy, kde se vyskytuje
Vv nizkych koncentracich(29). Funkci aldosteronu je hospodateni s vodou a draselnymi ionty.
Mistem jeho pusobeni jsou buiky distalnich tubulti ledvin a bunky sbéracich kanalkd. Do
téchto bunck pfechézi z moci sodné ionty a pravé zde se uplatituje aldosteronem aktivovana
Na'/K*-ATP4azova pumpa, ktera odéerpava sodné ionty do intersticia. Ve vySe zminénych
bunikach dojde ke zvySeni negativniho potencidlu, ktery podporuje sekreci draselnych a
vodikovych iontd do kanalkt. Z tohoto mechanismu je patrné, ze se zvySujici se produkci
aldosteronu roste 1 zpétné vstiebavani sodnych iontdl, coz vede ke zvySenému zadrzovani
tekutin, zvySenému objemu plazmy a k ziskané hypertenzi. Budou-li se vice vstfebavat sodné
ionty, pak se ionty draselné a vodikové budou snazit zmirnit vznikajici negativni potencial,
coz povede k jejich vys§imu vylucovani a tim 1 k hypokalemii a metabolické alkaloze. Tyto

stavy potom dale ovliviiuji dalsi télni funkce (30).

Indikaci pro stanoveni hladiny aldosteronu je podezieni lékafe na nckterd zavaZna
onemocnéni jako jsou primarni hyperaldosteronismus (a s tim spojena sekundarné vznikla
hypertenze) ¢i stavy a snimi souvisejici obtize spojené s poruchou iontové rovnovahy

v organismu (31).
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Rutinné se k extrakci aldosteronu pouziva metoda SPE. Zde byly vzorky nejprve
extrahovany metodou SPE a nasledn¢é na dvou typech SLE desti¢ek — od firem Thermo a

Biotage. Poté bylo provedeno porovnani vSech tii separa¢nich technik.

Piiprava vzorkt pro SLE

Na piipravu bylo pouzito 250 ul vzorku, 10 pl vnitiniho standardu D7 aldosteronu a
150ul vody. Tato smés byla prenesena na SLE desticky. Jako extrak¢éni ¢inidlo bylo pouzito
900 ul MTBE. Extrakt v MTBE byl odpafen dosucha a nasledné rozpustén v 80 ul 35%

methanolu.

Vyhodnoceni

Ob¢ extrakéni desticky (Thermo, Biotage) prokazaly vynikajici shodu s vysledky
techniky SPE. Ptiprava vzorki pro SLE je méné Casové naro¢na. Bylo zjisténo, ze
nejcitlivéjsi vysledky byly ziskany ze vzorkli extrahovanych pomoci desticky Biotage.
Desti¢ka Thermo prokazala reprodukovatelnéjsi extrakéni uc¢innost. To mohlo byt zptisobeno
jejim odlisnym slozenim, které, jak deklaruje vyrobce, vede k efektivnéjSimu odstranéni
fosfolipidd. Taktéz desticka Thermo byla cenové nejpfiznivéjsi ze zkoumanych technik.
Celkové se metoda SLE ukazala jako rychlejsi, citlivéjsi a potencialné levnéjsi v porovnani s

rutinné pouzivanou SPE metodou (29).

6.2 Stanoveni erlotinibu v lidské plazmé

Erlotinib je ucinna latka, ktera je soucasti 1é¢iva Tarceva, uréena pacientim s lokalné

pokro¢ilym nebo metastazujicim nemalobunéénym karcinomem plic (32).

V této studii byl erlotinib extrahovan z lidské plazmy pomoci SLE a nasledné analyzovan
systétmem HILIC-MS/MS. Separaéni technika HILIC je vhodna pro polarni a hydrofilni latky
(33). Diky pouziti této separacni techniky je mozné eliminovat vysousSeci a rekonstituéni
kroky. Pro extrakci byly pouzity kolonky Isolute SLE+ (Biotage). Matricovy efekt, extrakéni

ucinnost a navratnost metody SLE byla porovnavana s technikami PPT a LLE.

Ptiprava vzorku pro SLE

Plazma o objemu 100 pl a vnitini standard (erlotinib-dg) 0 objemu 10 pl byly umistény do 96-

hlubokojamkové desticky. K této smési bylo pfidano 100 pl 10% hydroxidu amonného. Z
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celkového objemu 210 pl bylo odebrano 200 pl a pieneseno do Isolute SLE+ desticky. Po
absorpci analytli do kiemeliny bylo pouzito 800 pl MTBE pro extrakci zachyceného analytu
(erlotinib). Nakonec 10 pul MTBE s eluovanym analytem bylo injektovano pfimo do systému
HILIC-MS/MS.

Vyhodnoceni

v v

celkovou uc¢innost extrakce. Porovnani SLE a LLE ukdézalo, Zze celkova extrakéni uéinnost
byla vyssi v ptipadé techniky SLE pfi dodrzeni totoznych extrakénich podminek. Podle nize
uvedené tabulky lze fici, Ze vytéZznost SLE byla témér 100%, coz ukazuje, Ze tento extrakéni

postup je pro erlotinib vhodny (34).

Tabulka 6 Navratnost erlotinibu z plazmy (34).

Extrak¢ni metoda PPT LLE SLE
Plazmaticka 6 160 1,600 |6 160 1,600 |6 160 1,600
koncentrace

(ng/ml)

Extrakéni 69 |73 78 89 83 79 104 | 97 103
navratnost (%)

Celkova 73,3 83,6 101, 3
primérna

navratnost (%)

6.3 Stanoveni elvitegraviru a ritonaviru v krysi plazmé
Elvitegravir je jedna z latek, které se pouzivaji pii 1éCbé pacientii infikovanych virem
lidské imunodeficience typu 1 (HIV-1). Pasobi jako inhibitor integrazy, coz je enzym
zodpovédny za integraci virového genetického materialu do genetického materialu infikované
buriky. Tento enzym je inhibovan, ¢imz je zpomalovano Sifeni infekce (35). Ritonavir je latka
inhibujici enzym proteazu. Proteaza v HIV je zodpovédna za S$té€peni polyproteinovych
fetézcli na jednotlivé funkcéni proteiny. Touto inhibici dochdzi k tvorbé nezralych a

neinfek¢nich virovych ¢astic (36).
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Ptiprava vzorku

Z krysi plazmy (0,1 ml), kalibra¢nich standardd (0,1 ml), QC vzorkd elvitegraviru a
ritonaviru, vnitfniho standardu (10 pl) a kyseliny mravenci (300 pl) byla vytvofena smés,
kterd byla nanesena na kazetu Isolute SLE+ (Biotage). Po péti minutach, béhem kterych
probihala absorpce smési na vrstvu kiemeliny, bylo naneseno elu¢ni ¢inidlo DCM. Ziskany
extrakt byl odpafen dosucha a rekonstituovan v mobilni fazi (1 ml). 20 pl mobilni faze

s eludtem bylo injektovano do systému LC-MS/MS a analyzovéno.

Vyhodnoceni

V porovnani s klasickou LLE, SLE vykazuje vy$si navratnost analyti a efektivngjsi
odstranéni fosfolipidii. V' potlaceni efektu matrice prokazaly obé metody podobné vysledky.

Bylo prokazano, ze metoda SLE je dobrou alternativou K jiz pouzivané metodé LLE (37).

6.4 Analyza navykovych latek

V roce 2006 zavedla Jizni Australie nahodné testovani fidi¢t na methylamphfetamin
(MA) neboli pervitin, methylendioxymethylamfetamin (MDMA) tedy extizi a A’
tetrahydrocannabinol (THC) (38). MA, MDMA i THC se fadi mezi latky psychotomimetické
(halucinogenni), které ovliviiuji vnimani a emoce jedince a navozuji psychickou zavislost

(39).

Policisté vyuZivaji pro tyto ndhodné kontroly dva druhy kiti, pomoci nichZ odhali uziti
vySe uvedenych latek ze slin fidi¢h. Pokud prvni test odhali pozitivitu, pouZiji policisté druhy
typ kitu pro odbér slin a vzorek posilaji do laboratoti FSSA (Forensic Science South
Australia), kde je analyzovan. Pocet vzorkill od zavedeni ndhodného testovani neustale vzrista
a v roce 2008 bylo zavedeno i odebirani krve fidicim piitomnych u dopravnich nehod. Proto
bylo zadouci vyvinout ucinnou a robustni analytickou metodu, ktera by byla schopna
analyzovat tyto latky jak ve slinach, tak v krvi. Touto metodou je pravé piiprava vzorku

pomoci SLE a nasledna analyza pomoci LC-MS/MS (38).

Extrakce drog z krve

Objem krve 100 ul byl nafedén 280 ul amoniaku a 20 ul roztoku vnitiniho standardu.
Cely objem (400 ul) byl promichan, centrifugovan a nanesen na Isolute SLE+ (Biotage) 96-

jamkovou extrakéni desticku. Po vytvofeni rovnovahy bylo na desticku naneseno elu¢ni
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¢inidlo MTBE (2x 900ul do kazdé jamky). Eluat byl odpaien proudem dusiku dosucha a
znovu rozpustén v methanolu (80 ul) (38).

Extrakce drog ze slin

Vzorek slin pfichazi do laboratote v Kitu, ktery je pouzivan pro odbér a je jiz nafedén
pufrem. 100 pl z této smési je dale natedéno 80 ul amoniaku a 20 pl vnitiniho standardu. Po
promichani byla smés nanesena na Isolute SLE+ 96-jamkovou extrak¢éni desticku. Obsah
kazdé jamky byl eluovan jednim mililitrem MTBE do sklenéné vlozky umisténé v kazdé

jamce. Extrakt byl odpaien dosucha proudem dusiku a rekonstituovan v 80 ul methanolu.

Bez pouziti sklenénych vlozek umisténych v jamkéach extrakénich desti¢ek byla
prokdzana niz$i navratnost analytd. Extrakty rozpuSténé v methanolu byly analyzovany

pomoci LC-MS/MS (38).

Vyhodnoceni

Primérné néavratnosti analyti extrahovanych ze slin byly 81% MA, 85% MDMA a 67%
THC. Pramérné navratnosti analyti extrahovanych z krve byly 105% MA, 91% MDMA a
80% THC.

Od zavedeni ndhodnych kontrol a odebirdni krve fidi¢liim pfitomnych u autonehod se
potadi uzivanych drog nezménilo - MA se vyskytuje nejcastéji, THC méné Casto, MDMA
nejméné Casto. V Jizni Australii roste pocet fidici, u kterych je stanoveno MA zéaroven
s THC. THC je nejcastéji analyzovéano z krve, coZ mliZe byt zptsobeno pretrvavanim hladiny
THC v krvi chronickych uZzivatell marihuany. Podil fidi¢l, u kterych je stanovena hladina
MA, se od za&atku kontrol (2006) ztrojnasobil, coZ se shoduje s tzv. ,Ice’ epidemiemi*, které

jsou v poslednich letech v Australii pozorovany (38).

6.5 Pouziti v kosmetickém priumyslu

Nedilnou soucasti fady kosmetickych piipravku - krémt, télovych mlék, mydel, ale
hlavné parfému, jsou latky zajistujici dlouhotrvajici a silnou vini. Pizma, jak jsou tyto latky
oznacovany, jsou ziskavana ze zlaz kabara pizmového (Moschus moschiferus) (40). Kabar
piZzmovy patii mezi ohrozené druhy, protoZe dfive bylo nutné pro ziskani piZzma vyjmout

celou zlazu a zvife usmrtit. Dnes se kabarové péstuji na farmach a pizmo je ziskavano tak,

! Ice je slangové oznaceni pouZivané pro methylamfetamin.
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aby nebyli ohroZeni na zivoté. Pfesto je toto ,,pravé pizmo stale velmi drahou a vzacnou

ingredienci (41).

Dnes se do vétSiny kosmetickych pfipravkil pouzivaji pizma syntetickd. RozliSuji se tfi
skupiny v zavislosti na jejich chemické struktufe. Jsou to pizma polycyklicka (tonalid,
phantolid), nitroaromaticka (ambrette, tibeten, keton, xylen) a makrocyklicka. Polycyklicka a
nitroaromaticka pizma zacala byt hojné€ pouzivana a zacaly se objevovat studie poukazujici na
zavadnost (hlavn¢) xylenového pizma vzhledem k lidskému zdravi a zivotnimu prostiedi (40),
(42). Bylo napiiklad zjisténo, ze syntetickd pizma mohou vést ke vzniku dermatitid,
karcinogenezi nebo endokrinnim porucham. Proto zacalo byt pouziti téchto syntetickych

nahrazek regulovano, nékteré z nich byly zakazany (42).

Vétsina soucasnych analytickych metod je pfizplisobena pro analyzu vzorkil, jako je
voda, odpadni vody, kal, sediment, vzduch. Jiz jsou dostupné metody pro identifikaci a
stanoveni téchto latek v parfémech a emulzich. Nasledujici studie byla zaméfena na vyvinuti
ktery kromé& hydrofilnich latek obsahuje i latky lipofilni. Naslednd analyza extrahovanych
analytd byla provedena pomoci systému GC-MS/MS (42).

Priprava vzorku

Bylo navazeno 0,5g krému a odméfeno 150 pl vnitiniho standardu (D15-Musk Xylene,
D3-Tonalid). K této smési bylo do zkumavky pfidano 8 ml extrakéniho roztoku slozeného
zvody a isopropanolu (IPA) (1:2). Extrakce probihala za pouziti ultrazvuku (po dobu 5
minut), vytfepavanim (5 minut) a centrifugaci (15 minut). Vrchni vrstva extrakéniho roztoku
(4 ml) byla poté cisténa kolonkami (2x SLE a 2x LC-Alumina-N SPE). SPE kolonky byly
promyty 5 ml acetonu a aktivovany 5 ml IPA, SLE kolonky nevyzaduji Zadnou piipravu pied
nanesenim vzorku. 4 ml extrakéniho roztoku s analyty bylo naneseno na SLE kolonky, kde
doslo k absorpci vodné ¢asti vzorku. Poté byly kolonky promyty péti porcemi DCM (4 ml),
které byly sbirany. Vysledny objem byl odpaien proudem dusiku. Zbytek po odpaieni byl
znovu rozpustén v 0,5 ml isooktanu a filtrovan pies PTFE filtr. Nasledovala analyza GC-

MS/MS (42).

Nasledn¢ byla tato metoda pouzita pro stanoveni syntetickych pizmovych néhrazek ve 4
détskych a 24 obycejnych krémech, které byly zakoupeny v pekingskych obchodech. Bylo
prokdzano, ze vtomto piipadé voda miiZze zlepSit ucinnost separace. Vybrané vnitini

standardy byly uc¢inné pro odstranéni matricového efektu. Tento zpisob extrakce v kombinaci
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s GC-MS/MS se jevi jako pfesny a pouzitelny pro rutinni analyzu vybranych sedmi

syntetickych pizmovych nahrazek (42).

6.6 Anylyza polyfenoli ve viné

V plodech vinné révy (Vitis vinifera) se nachazi fada polyfenolickych latek. V prub&éhu
kvaseni jsou tyto slouCeniny pievedeny do vina, kde jsou castecné zodpovédné za
charakteristické vlastnosti (barva, aroma, chut) a maji antibakteridlni ucinky. Né&kterym
fenolickym latkam jsou pfipisovany vlastnosti prospésné lidskému zdravi (43). Napiiklad
resveratrol, patiici mezi stilbeny, je latka s fungicidnim a antioxida¢nim u¢inkem, zpomalujici
degeneraci mozkové kiry, v krvi snizuje hladinu LDL atd. Flavonoidy jsou také dilezitou

soucasti antioxidac¢niho systému (44), (45).

V poslednich letech se objevuje snaha nahradit dosavadni techniky technikami
rychlej$imi a s pouzitim mensich mnozstvi organickych rozpoustédel, s vyssimi hodnotami
navratnosti a niz§im limitem detekce. Takovou metodou je naptiklad solid supported liquid-
liquid extraction (SS-LLE). V nasledujici studii byly extrahované polyfenoly analyzovany
pomoci HPLC-DAD. Také byly porovnavany komercné dostupné kazety naplnéné sorbentem

a laboratorné pripravené kazety (43).

Priprava vzorkid pro komeréné vyrobené kazety (XTR Chromabond)

Vino (10 ml) okyselené kyselinou chlorovodikovou bylo naneseno do kazety, po 15
minutach absorpce bylo do kazety aplikovano 24 ml elu¢niho Cinidla (EtOAc). Eluat byl
sbiran, odpatfen dosucha proudem dusiku a reziduum bylo znovu rozpusténo ve 2 ml smési
methanol/voda. Pfed vlastni analyzou byl vzorek priefiltrovan ptes PTFE filtr, poté byl
nanesen do HPLC-DAD systému (43).

Ptiprava vzorku pro laboratorné pfipravené kazety

Okyselené vino (5 ml) bylo smiseno se 6 g kiremelinového praSku. Smés se kvantitativné
pfevedla do sklenéné stiikacky sna dné vylozenymi fritami z filtracniho papiru. Smés se
pistem injekéni stiikacky slisovala a pokryla se dalSimi fritami z filtra¢niho papiru.
Extrahované slouceniny byly eluovany 18 ml EtOAc. Extrakt byl odpatfen dusikem a znovu
rozpustén v 1 ml smési methanolu s vodou. Dale byl vzorek pred analyzou opét prefiltrovan
(43).
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Vyhodnoceni

V porovnani S LLE, SS-LLE prokézala vyssi extrakéni ucinnost pro vétSinu sledovanych
sloucenin kromé flavonolti. Co se spotieby organickych ¢inidel tyka, pro vétSinu sledovanych
sloucenin byly vytézky maximalizovany pii pouziti 15ml EtOAc. Doba analyzy byla pro ob¢
zkoumané metody shodnd, protoze u vlastnorucné vyrobené kazety nebylo nutné cekat 15
minut, nez se naneseny vzorek absorbuje. Nicméng¢, extrakce pomoci vlastnoru¢né piipravené
nekterych latek poskytla metody vyuzivajici vlastnorucné piipravené kazety lepsi vysledky
(43).
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7 Zaveér

Extrakéni postupy jsou dulezitou soucasti analyzy vzorku. Diky t€émto metodam lze od
ptvodni smési oddélit stanovovanou latku, zakoncentrovat ji v men$im objemu a tim zvysit
citlivost jejiho nasledného stanoveni, nejCastéji pomoci systétmu HPLC-MS. Z extrak¢nich
metod jsou dnes nejvice pouzivané metody extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE) a extrakce
na tuhou fazi (SPE).

Modifikaci LLE vznikla metoda podporované kapalinové extrakce (SLE). V principu se
stale jedna o extrakci z kapaliny do kapaliny, avSak s tim rozdilem, Ze pivodni kapalina je
ukotvena na kiemelinovém sorbentu. Po absorpci je na kiemelinovy sorbent aplikovano
elu¢ni ¢inidlo, do kterého piechdzi extrahované analyty. Extrakce tak probihd na velmi tenké
vrstvé kapaliny, tim je zabranéno vzniku emulze. Zvolené eluéni ¢inidlo obsahujici analyt je
sbirano do vhodné nadobky a dale upravovano pro analyzu ¢i rovnou analyzovano. Metoda
SLE je na rozdil od metody LLE snadno automatizovatelna, casové méné naro¢na a vykazuje

mensi spotebu organickych rozpoustédel.

Jiz byly vyvinuty a validovany metody pro extrakci celé fady latek pomoci SLE, avSak

rutinniho pouZiti se tato metoda zatim nedockala.
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