UNIVERZITA KARLOVA
FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE

Katedra analytickej chémie

Vplyv metddy pripravy vzorky na vyskyt matricovych efektov

pri UHPSFC-MS analyze vitaminu E

(DIPLOMOVA PRACA)

Veduci diplomovej prace: doc. PharmDr. Lucie Novakova, Ph.D.
Veduci katedry: prof. RNDr. Petr Solich, CSc.

Hradec Kralové 2018 Lucia Vasiliskova


https://is.cuni.cz/studium/dipl_st/redir.php?id=5b17c560f795241cb2c9ca2618291428&tid=1&redir=detail&did=181533
https://is.cuni.cz/studium/dipl_st/redir.php?id=5b17c560f795241cb2c9ca2618291428&tid=1&redir=detail&did=181533

ABSTRAKT
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Nazov diplomovej prace: Vplyv metddy pripravy vzorky na vyskyt matricovych efektov

pri UHPSFC-MS analyze vitaminu E

Cielom prdace bola optimalizacia chromatografickej metddy na stanovenie 8 réznych
derivatov vitaminu E, ktord by poskytovala lepSie vysledky analyzy ako dve uz
existujuce metddy; vysoko rychlostnd (HS) a vysoko rozliSovacia (HR). Testované boli
nové staciondrne fazy (SF) Torus (dietylamin, 1-aminoantracen, 2-pikolylamin a diol),
za podmienok: CO2:MeOH 98:2, prietok 2 ml/min, nastrek 2 pl, teplota kolony 40°C,
tlak 12,9 MPa, pridavna kvapalina 0,1% NH4OH v metanole. Na 2-PIC kolone boli
skisané modifikdtory mobilnej fazy (etanol, isopropanol a zmes acetonitrilu
s metanolom v pomere 1:1). Porovnaval sa aj vplyv aditiv k mobilnej faze (0,1% NH4OH,
10mM mravencan amoénny, 10mM octan aménny a 2% H;0). V dalSej Casti prace bola
optimalizovand metdda na upravu vzorky scielom znizenia alebo eliminacie
matricovych efektov (ME). Testovana bola metdda riedenia pomocou rozpustadiel —
H20, 50% acetonitril (ACN) a 75% ACN. Najvhodnejsim rozpustadlom boli vzorky mocu
10, 20, 50 a 100 nasobne nariedené a nasledne analyzované za HS a HR podmienok na
stanovenie ME. Druhym spOsobom Upravy vzorky bola extrakcia z kvapaliny do
kvapaliny (LLE). Skusané boli rozpustadla hexan, heptan a dichlormetan v réznych
pomeroch, ktoré boli pouzité pre extrakciu mocu obsahujiucim Standardy vitaminu E
o koncentracii 0,5 pg/ml v pomere 1:1 a 2:1. Na pripravenych vzorkach bol skisany
vplyv dizky trepania (5, 10 a 20 minut). Po Uprave boli vzorky analyzované za HS

podmienok, kde sa pozoroval vplyv matricovych efektov na odozvu detektora.
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riedenie; LLE; matricové efekty
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ABSTRACT
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Title of Diploma Thesis: Influence of sample preparation method on occurence of
matrix effects in UHPSFC-MS analysis of vitamin E

The goal of this thesis was to optimize the chromatographic method for the
determination of 8 different isomers of vitamin E that would provide better analysis
results than two existing methods; high speed (HS) and high resolution (HR). New
Torus stationary phases (SP) were tested (diethylamine, 1l-aminoantracene, 2-
picolylamine and diol under conditions: CO2:MeOH 98:2, flow rate 2 ml/min, injection
volume 2 ul, column temperature 40°C, BPR 12.9 MPa, make-up solvent 0.1% NH4OH
in MeOH. The modifiers (ethanol, isopropanol and a 1:1 mixture of
acetonitrile/methanol) were tested on the 2-PIC column. The effect of additives in the
mobile phase was also compared (0.1% NHsOH, 10mM ammonium formate, 10mM
ammonium acetate and 2% H;0). The next part of the thesis describes the
development of the sample preparation method to reduce or eliminate the matrix
effects. Dilution method was tested using solvents - H,0, 50% acetonitrile (ACN) and
75% ACN. Urine samples were 10, 20, 50 and 100 times diluted by the most suitable
solvent and subsequently analyzed under HS and HR conditions. The second sample
preparation method was liquid liquid extraction, where hexane, heptane and
dichlormethane were tested in different proportions which were used for extraction of
urine containing 0.5 pg/ml vitamin E standards in ratio 1:1 or 2:1. The influence of
extraction time (5, 10 and 20 minutes) was tested. After sample preparation samples

were analyzed under HS conditions and matrix effects were investigated.
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VLDL

Ultra-vysokoucinna superkriticka fluidna chromatografia
Ultra-fialovo vitidelné

Lipoproteiny s velmi nizkou hustotou
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1 Uvod

Vitamin E patri medzi vitaminy rozpustné v tukoch. Je povaZovany za silny antioxidant,
ktory existuje v 6smich izomérnych formach. V roku 2016 boli na Katedre analytickej
chémie v Hradci Kralové pomocou UHPSFC (ultra-vysokoucinna superkriticka fluidna
chromatografia) vyvinuté dve ucinné metdédy na stanovenie 8 derivatov vitaminu E

v [udskom sére, ktoré netrvali viac ako 4,5 minaty.

Diplomova praca na tento vyskum navazuje a zaoberd sa optimalizaciou podmienok
vyvinutych HS a HR metdd na stanovenie tokoferolov a tokotrienolov v moc¢i pomocou

UHPSFC, ktoré by poskytli rychlejsiu a ucinnejSiu analyzu ako tieto metddy.

Okrem stanovovanych analytov (tokoferoly atokotrienoly) sa v moci nachadzaju
aj iné latky, ktoré stymito analytmi mozu koeluovat, vyvolat tak matricové efekty a
pri analyze negativne ovplyvnit odozvu hmotnostného spektrometra. Matricové
efekty (ME) dokazu ovplyvnit linearitu, presnost, spravnost, limit detekcie
a kvantifikacie metddy, preto je dolezity vyvoj metddy na Upravu vzorky na elimindciu

alebo zmensenie ME.

Vdaka lipofilnému charakteru a acidobazickym vlastnostiam vitaminu E sa ako vhodna
metdda Upravy vzorky javi extrakcia z kvapaliny do kvapaliny (LLE), pri ktorej
prechadzaju analyty z mocu do organického nepoldrneho rozpustadla. Jednoduchou
a u¢innou metdédou je riedenie vzorky, pri ktorom dochadza k nariedeniu nielen

analytov, ale aj pritomnych interferencii, ktoré by mohli vysledky analyzy ovplyvnit.
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2 Ciel prace

Ciefom tejto prace bolo vyvinut a optimalizovat efektivnu UHPSFC-MS metddu na
analyzu vsetkych derivatov vitaminu E, ktord by poskytovala vyssiu rychlost a lepsie
vysledky separdcie ako metddy vyvinuté v roku 2016. Preto sa testovali novo vyvinuté
Torus kolony (dietylamin, 1-aminoantracen, 2-pikolylamin, diol), vplyv zloZenia
mobilnej fazy (typ a koncentracia modifikatora) a r6znych aditiv na separaciu a odozvu

hmotnostného spektrometra.

Druhym krokom bolo optimalizovat metédu na Upravu vzorky mocu obsahujuceho T
a T3 vitaminu E. Cielom metddy riedenia bolo zvolit vhodné rozpustadlo s ohladom na
SFC analyzu a vlastnosti mocu. Pri optimalizacii podmienok extrakcie z kvapaliny do
kvapaliny bolo potrebné vybrat vhodné rozpustadlo, spravny pomer rozpustadla

k mocu (1:1 alebo 2:1) a ¢as trepania pripravenej vzorky (5, 10 a 20 minut).

Tretim ciefom bolo hodnotenie matricovych efektov na odozvu detektora po Uprave
vzorky pomocou vopred optimalizovanej metddy riedenia a LLE, nasledne ich
porovnanie pri piatich koncentrac¢nych hladindch vitaminu E vmodi (0,5 pg/ml,

1 pg/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml, 20 ug/ml).
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3 Teoreticka ¢ast

3.1 VitaminE

Vitamin E patri medzi vitaminy rozpustné v tukoch, rovnako ako vitaminy A, D, a K. Je
znamy vdaka svojim antioxidaénym ucinkom a priaznivym vplyvom na zdravie ¢loveka.
Vo svojej Cistej forme sa vyskytuje ako ZIta viskdzna kvapalina (olej), ktora po vystaveni
svetlu alebo kysliku lahko oxiduje. Vitamin E existuje v dsmich stereoizomérnych
formach: a-; B-; y-; 6-tokoferol (T) a a-; B-; y-; 6-tokotrienol (T3) (Obr.1). Najviac
biologicky aktivny homoldg vitaminu E je a-T [1]. Tokochromanoly (T a T3) obsahuju
hlavna skupinu chromanolu a dlhy vedlajsi izoprenoidny retazec. V zavislosti od povahy
isoprenoidného retazca mozno rozlisit Ts (fytylovy retazec) a T (geranyl geranylovy
retazec). Jednotlivé derivaty sa potom liSia v pocte a pozicii metylovych skupin na

chromanolovom jadre [2].

(A)

(8)

Zlucenina R4 R, Rs3 Molekuldrna  logP pKa
hmotnost

a-tokoferol -CH;  -CH3 -CHs 430,71 10,51 10,80
B-tokoferol -CH3 -H -CHs 416,68 9,99 10,47
y-tokoferol -H -CHs -CHs 416,68 9,99 10,47
6-tokoferol -H -H -CHs3 402,65 9,48 10,14
a-tokotrienol -CHs -CHs -CHs 424,66 9,23 10,80
B-tokotrienol -CHs -H -CHs 410,63 8,78 10,47
y-tokotrienol -H -CH3 -CHs3 410,63 8,78 10,47
&-tokotrienol -H -H -CHs3 396,61 8,26 10,14

Obr. 1: Chemickd struktura tokoferolov (A) a tokotrienolov (B) a fyzikdlno-chemické vlastnosti ich derivatov [1] [3].
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3.1.1 Zdroj vitaminu E

V prirode sa vitamin E nachadza v zelenine, rastlindch alebo rastlinnych olejoch.
Derivaty a-tokoferolu mozno najst v zelenych listnatych rastlinach, zatial ¢o y-tokoferol
je pritomny v nezelenych castiach rastlin, ako su plody a semend. Za potravinové
zdroje a-tokoferolu sa povazuju mandle, avokado, lieskové orechy, arasidy,
slnecnicové semiacka; B-tokoferolu oregano a mak; y-tokoferolu pistacie, sezamové
semiacka, vlasské orechy; 6-tokoferolu fazula a maliny. Potravinové a rastlinné zdroje
tokotrienolov su vzacnejsie; mozno ich ndjst v semenach jednokli¢nolistovych rastlin
alebo v plodoch dvojkli¢nolistovych rastlin. T3 dalej mozZno ziskat z obilnych zfn ako je
pSenica, ryza, ovos alebo raz. KedZe doplnky vitaminu E obsahuju hlavne derivaty

a-tokoferolu (a-tokoferol acetat), je dolezité kontrolovat hladinu inych T a T3 v potrave

(1] [4].
3.1.2 Vitamin E ako antioxidant

Tento vitamin sa povaZzuje za jeden z najsilnejSich antioxidantov. Antioxidacny ucinok
sa pripisuje hydroxylovej skupine aromatického jadra, ktora poskytuje vodik na
neutralizaciu volnych radikalov alebo reaktivnych kyslikatych zlGi¢enin. Volné radikaly
napadaju bunkovd membranu, vysledkom su peroxylové radikdly a peroxidacia lipidov,
ktoré su zodpovedné za hypercholesterolémiu a kardiovaskularne choroby. Ztoho
vyplyva, Ze vitamin E zniZuje hladinu cholesterolu v krvi, ma kardioprotektivny a okrem
iného aj neuroprotektivny ucinok, zniZuje agregaciu krvnych dostic¢iek suvisiacu
s trombdzou a pbsobi ako reguldtor enzymatickej aktivity. Nizke hodnoty T a T3 mozZu
sposobit bilidrnu atréziu, cysticka fibrézu ainé. Fyziologické hodnoty vitaminu E

v plazme sa pohybuju v rozmedzi 4 - 12 pg/ml [1][3][4].

3.1.3 Rozdiely medzi derivatmi

Za biologicky najpodstatnejsi derivat je povazovany prave a-T, a preto sa najcastejSie
pouziva v doplnkoch stravy. Pre optimdlnu koncentraciu sa odporuéa denny prijem o-T
15 - 30 mg [5]. B-T v porovnani s a-T neinhibuje aktivitu protein kindzy, nema Ziaden
vplyv na uvolfiovanie interleukinu IL-1B v monocytoch, ani na aktivitu kaspazy-3. y-T je

vo velkej miere zastUpeny v americkej strave, ¢o viedlo k mnohym stiddiam na
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objasnenie jeho fyziologickych a molekuldarnych funkcii. Ukdzalo sa, Zze y-T vykazuje
pozitivne Ucinky proti rakovinovym bunkdm in vitro a inhibuje rast rakovinovych
buniek prostaty [6]. a-T ma silnejsie antioxida¢né ucinky ako y-T, napriek tomu ma y-T
vynikajuce protizdpalové ucinky [5]. 6-T moZe zabranit progresii karcinomu prsnika
zavislého od hormdnov, karcinogenéze hrubého creva a vzniku plucneho nadoru.
B-T, y-T, 6-T poskytuju protizapalové, antineoplastické a natriuretické ucinky vdaka
Specifickym vazbovym interakcidam [6][7]. Nenasyteny bocny retazec T3 umoiriuje
ucinnejsiu penetraciu do tkaniv ako je mozog alebo pecen. Tz v skutoénosti maju také
funkcie, ktoré T nevykazuju. Nanomolarne koncentracie a-Ts zabranuju indukovanej
neurodegeneracii pomocou medidtorov bunkovej smrti. Ordlne poddavanie Ts slizi ako
prevencia mrtvice. 6-Tz stimuluje ubikvitinizaciu a degradaciu reduktdzy a blokuje
spracovanie proteinov viazucich sa na regulaéné elementy sterolov [7]. Zistilo sa, Ze
y-Tz ma najsfubnejsiu protirakovinovu aktivitu. Niektoré studie zistili, Ze jednoduchym
oralnym podavanim je tazké dosiahnut terapeutické hladiny y-Ts v krvi a cielovych
tkanivach v dosledku jeho zlej rozpustnosti vo vode, ordlnej biodostupnosti a

obmedzenej absorpcii [8].
3.1.4 Transport vitaminu E

Pre vitamin E na rozdiel od ostatnych vitaminov rozpustnych v tukoch, v plazme
neexistuje transportér, a preto je prenasany pomocou lipoproteinov. Studie, ktoré na
oznacenie tokoferolu pouzili deutérium zistili, Ze jednotlivé homolégy su uvolnené
z ¢revnych enterocytov do lymfy vchylomikronoch, ktoré su ndsledne v obehu
katalyzované lipoproteinovou lipdzou. Po transporte do pecene je a-tokoferol
véleneny do lipoproteinov svelmi nizkou hustotou (VLDL) aje transportovany do
plazmy, kde sa objavuje sucasne v LDL (lipoproteiny s nizkou hustotou) aj HDL
(lipoproteiny s vysokou hustotou), zatial ¢o ostatné izoméry su vylucované Zl¢ovymi
kanalmi [9]. Dovody akumuldcie a-tokoferolu zatial nie su presne zname, no nedavne
Studie ukazali, Ze sa jednd o tokoferol viazuce proteiny (TBP), ktoré sa nachdadzaju

v cytosole pecene [10].
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3.1.5 Analyza vitaminu E

T a Tz boli najéastejSie analyzované pomocou HPLC metddy (vysoko ucinnd kvapalinova
chromatografia) so zameranim na analyzu réznych matric. HPLC je rychla, jednoducha
a citlivd metdda, ktora nahradila plynovu chromatografiu pouzZiti na zaciatku 70.
rokov. HPLC separdcie boli vykonané na reverznej (RP) aj normalnej faze (NP)
s pouzitim izokratickej elucie a UV alebo fluorescencnej detekcie [4][11]. Pri pouziti
normalnych faz (silikagél) je vysledkom separacia homoldgov podla vzrastajucej
polarity zaloZzenej na metylovych substituentoch na chromanolovom jadre. Kolony
s normalnou fazou poskytuju separaciu vSetkych derivatov. NP-HPLC je vhodnd na

priamu analyzu olejov a tukov [11].

Systém reverznych faz poskytuje separdciu na zaklade saturacie fytylového bo¢ného
retazca. lzoméry, ktoré su najviac saturované, su na reverznej faze dlhsie zadrZiavané.
Ci1s-RP nedokazZe jednoduchym spdsobom separovat B- a y-T, ale m6ézu byt separované
pomocou polymerickej kolony, ktord je dnes komeréne dostupna. Pouzitie reverznej

fazy je preferované kvéli kratsim ¢asom ekvilibracie a lepSej reprodukovatelnosti [11].

Vroku 1993 Snyder akol. pouZili SFC-MS (superkritickG fluidni chromatografiu
s hmotnostnou spektrometriou) na analyzu Styroch tokoferolov v rastlinnych olejoch
pomocou Cistého CO,. V tom istom Case Yarita so svojim kolektivom zistili, Ze pridavok
metanolu (MeOH) ako modifikitora mozZe zlepsit rozlisenie pre kvantifikaciu
tokoferolov. MeOH s pridavkom malého mnoistva vody stal najpouzivanejSou
mobilnou fazou, ktord bola na kvantifikaciu tokoferolov pouzita [11]. Prva kvantifikacia
tokoferolu a tokoferol acetdtu s pouzitim napliovych kolon SFC-UV sa objavila vdaka
Buskovi vroku 1999. Vroku 2004 bola predstavena kvantifikacia vSetkych O6smich

derivatov, ktorej analyza trvala okolo 40 minut [4].

UZ v roku 1994 sa Richheimerovi a kol. podarila sepracia v RP-LC kritickych izomérov B-
T ay-T pomocou pentafluorfenylovej kolony (PFP). Ich metéda vSak nezahrnala
separdciu Tz a trvala 20 minat. Neddvno boli vyvinuté PFP fazy s pevnym jadrom, ktoré
su dnes komercéne dostupné. Pre Uplné oddelenie T a Tz sa v roku 2012 ako staciondrna
faza pouzila prave PFP s pevnym jadrom a poréznym povrchom, ktord poskytuje

znizenie difuzie analytov cez Castice, lepsi prenos hmoty, a tym lepSie rozliSenie pri
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nizSom spatnom tlaku. Analyza vyuZivajuca tuto kolonu trvala 15 minut a dokazala

vyseparovat vsetky analyty [19].

V roku 2016 boli v Hradci Kralové vyvinuté dve SFC metédy, ktoré umoznili separaciu
vsetkych izomérov vitaminu E. Vysoko rychlostnd metdda (HS), ktord trvala len 2,5
minuty a o nie¢o dlhsia, vysoko rozliSovacia metdda (HR), ktorej dizka bola 4,5 minuty.
Obe metdédy vyuZzivaji mobilnd fazu zloZzend z CO; ametanolu s pridavkom
mravencanu aménneho (AmF) astacionarnu fazu s ethylénovymi mostikmi

modifikovanu 2-ethylpiridinom (BEH 2-EP) (Obr.2) [3].
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Obr. 2: Chromatogramy pre vysoko rozlisovaciu HR (A) a vysoko rychlostnu HS (B) UHPSFC-MS metddu [3].

V tab. 1 su uvedené jednotlivé metddy na separaciu derivatov T a T3. Z Udajov je jasne
vidiet, Ze prvé vyvinuté metddy neboli schopné separovat vsetky existujuce derivaty
vitaminu E. AZ poutzitie naplfiovych kolon SFC (pSFC) dokazalo vyseparovat tieto
derivaty a niekolkondsobne skrétit ¢as analyzy oproti predtym pouZivanym kapildrnym
SFC (cSFC). Moderné pSFC trvali menej nez 10 minut. Zatial najrychlejSou metddou je
vy$Sie spominand HS scasom analyzy 2,5 minuty. Zaciatkom roka 2018 bola na
kvantifikdciu T aTs vpekanovych orechoch pouZita kvapalinova chromatografia

s nevodnou reverznou fazou (NARP), kde boli analyty eluované do 8 minut [3][28][29].
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Tab. 1: Metody stanovenia tokoferolov a tokotrienolov (upravené podla 3) [28] [29].

Analyt Vzorka Priprava Separacia Kolona Prietok MF a:Iay'szy Detekcia Citlivost [LLOQ] Rok
vzorky [min] publikacie
Naplriova kolona so
o silikagélovymi Casticami
a-T, b-T, g-T, d-T Roztok Standardu SFE Kapildrna pokrytymi CO, 30 FID - 1999
SFC [12]
polyethylenglykolom
(250 x 0,5 mm)
SB-Octyl-50
a-T, b-T, g-T, d-T, D3, Rakytnikovy olej, olej z i Kapilarna (10 m x 50 um) CO, 55 FID. MS i 1995
triacylgyceroly moruse SFC SB-Cyanopropyl-25 0,37 ! [13]
(10 m x 50 pum)

e Extrakcia Kapildrna SP-Octyl-50 1997
a-T, g-T, d-T, steroly Séjovy olej sahrievanim SEC (10 m x 50 um) CO; 35 FID - (14]

a-T acetat, a-T, b-T,
L e . . Amine Luna NH; CO,:EtOH + 0,1% FA 2016
g-T, d—Taa_I—_Tg, g-Ts, Séjovy olej Riedenie SFC (150 x 2,0 mm, 3 um) 15 5 MSMS 50 pmol (15]

=13
a-T, b-T, g-T, d-T, a- N Acquity UPC2 BEH CO,:MeOH (99,5:0,5) 2015
Ts, b-Ta, g-Ts, d-Ts Roztok standardu SFC (100 3,0 mm, 1.7 um) 25 5,5 MS-APCI 10,6 mg/I (16]
Retinol, retinyl Olivovy, sInecnicovy, Lichrosorb RP-18 Hexadecyltrimethylammonium uv 2011
aceta;, :; agfe:at, & sOjovy olej LLE odparovanie  RP-HPLC (150 x 4,0 mm, 10 um) bromid:n-propanol 5 (290-330 nm) 0,12 - 0,28 mg/! [17]
Hexan:isopropanol:kyselina
a-T, b-T, g-T, d-T, a- Rastlinné oleje, Zmydelnovanie, LiChrosorb Si60 octova 2011
T3, b-Ts, g-Ts, d-T3 semena, vajcia, muka  LLE odparovanie NP-HPLC (250 x 4,0 mm, 5 um) (98,9:0,6:0,5) 25 FLD 105 - 335 ngm/| [18]
1
a-T, b-T, g-T, d-T, a- Ludska plazma, Zmydelnovanie, Phenomenex Kinetex PFP MeOH:H,0 (85:15) 2012
T3, b-Ts, g-T3, d-Ts pecenové tkanivo LLE odparovanie RP-HPLC (150 x 4,6 mm, 2,6 um) 0,8 15 FLD 92-519pg [19]
Kinetex PFP

a-T, b-T, g-T,d-T, a- o, Zmydelnovanie, (150 x 3 mm, 2,6 um); MeOH:H,0:Metylbutyleter . 2015
T3, b-Ts, g-T3, d-Ts Rastlinné vzorky LLE odparovanie RP-HPLC Develosil RP Aqueous 30 0,3;0,5 45,63 FLD [20]

(150 x 3 mm, 3 um)
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Tab.1: pokracovanie.

Analyt Vzorka Priprava Separacia Kolona Prietok MF ar(n:lay’szy Detekcia Cistlivost [LLOQ] Rok
vzorky min publikacie
k [min] blikaci
a-T, b-T, g-T, d-T, a-Ts, g- . . PLE, DLLME Ascentis Express F5 MeOH:H,0 (85:15) FLC MS-APCI 2014
T3, d-Ts Ovocie, zelenina odparovanie RP-HPLC (150 x 4,6 mm, 5 um) 1 17 [M-H]- 1-5ng/ml [21]
+ . . H,0:MeOH:ACN
a-T, b-T, g-T, d-T, a-Ts, g- L Zmydelnovanie, Cosmosil m-NAP on. 2013
Ts, d-Ts Obilniny DLLME RP-HPLC (250 4,6 mm, 5 pm) (13.?0.7) 30 FLD 0,05 - 0,30 pg/ml 2]
a-T, g-T, d-T, retinol Kojenecka vyZiva na Pinnacle Il silica 0,5% ethyl acetat:hexan 2006
. [ . LLE NP-HPL 2 DAD 1,8-73,7 |
acetat baze mlieka ¢ (50 x 21 mm, 3 um) 0,4 > 8-73,7 ug/m [23]
a-T, b-T, g-T, d-T, Hexan:isopropanol:
a-Ts, b-Ts, g-Ts, d-T3, . i Inertsil CN-3, SIL-100A etylacetat: i 2011
Ryza LLE NP-HPLC (250 x 4,6 mm, 5 um) kyselina octové (97,6:0,8:0,8:0,8) 2> FLD 0,05-0,5 pg/ml [24]
g-oryzanol 0.7-15
a-T, g-T, retinol Ludska plazma LLE odparovanie  RP-HPLC }A;:tf;s?::mmzt?f;? Mng 4 uv, FLD 0,0i—g;)l,SZ 2[(;;1
, , PP, LLE EC Nukleosil Hexan:isopropanol 2003
a-T, a-T-dg Ludska plazma odparovanie NP-HPLC (250 x 4,6 mm, 5 pm) 1 45 uv 83 pmol/ml [26]
a-T, a-T acetat, d-T,
retinol, cholekalciferol, .
fylochinon, menachinon, Sérum ludskej krvi SPE odparovanie  RP-HPLC P(I;e;&o;r;eg::;ur;a (;:)8 ACN'1M3e0H 20 uv 0,1-1 pg/ml 2[(2)(7);1
xantofyl ’ da !
a-T, b-T, g-T, d-T, ; 2 . .
a-Ts, b-Ts, g-Ts, d-Ts Roztok standardu PP, LLE SFC écgi'tlyog':ncmBEleuE; €02 MeOH (981'25) H1OmMAmE -y MS-ESI  0,01-10 mg/ml Zgl]G
a-T, b-T, g-T, d-T .
rTE . Acquity UPC2BEH 2-EP CO,:MeOH (95:5) + 10mM AmF 2016
a-Ts, b-Ts, g-Ts, d-Ts Roztok Standardu PP, LLE SFC (3,0 x 100 mm, 1,7 um) 15 2,5 MS-ESI 0,05 - 10 mg/ml (3]
a-T, b-T, g-T, d-T, a-Ts, b- . .
Ts, g-Ts, d-Ts Pekanové orechy Zmydelfiovanie NARP g%n:(;s;g (risfncoaluunr;n) MEOH'?%N (95:3) 16 ms-apcl 903 lrggllg/ 100 2[(2)213;3
a-T, b-T, g-T, d-T, a-T3 . .
e T ’ .. . . Agilent Zorbax Polaris n-heptan:etylacetat (93:7) 2017
b-Ts, g-Ts, d-Ts, Palmovy olej Riedenie NP-HPLC Silica (4,6 x 150 mm, 3 um) 20 15 PAD 0,1-1,0mg/ml [29]

a-tocomonoenol
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3.2 Priprava vzorky pre analyzu

Pre analyzu vzoriek je ich priprava pracovne aj ¢asovo velmi ndroc¢na, ¢asto vyzaduje
pouZitie velkého mnoZstva vzorky a organického rozpustadla a méze ovplyvnit
presnost celej analyzy, ked%e prave priprava vzoriek je nachylnd ku chybe. U¢inna
priprava vzorky by mala minimalizovat jej stratu, viest k vysokému vytazku cielovych
zlucenin a odstranit neZiaduce latky z danej vzorky. Idedlna metdda pripravy vzorky by

mala byt rychla a jednoducha [30].
3.2.1 Extrakcia z kvapaliny do kvapaliny (LLE)

LLE bola jednou z prvych technik Upravy vzorky a aj nadalej sa pouZiva na analyzu
biologickych vzoriek. LLE je zaloZena na prechode analytu z vodnej fazy do rozpustadla
svodou nemiesitelného [31]. Medzi vhodné organické rozpustadla pre LLE patri
cyklohexan, n-heptan, dichlormetan (DCM), chloroform, n-pentan, toluen, a.i.
Organickd avodnd faza je najskor pretrepana, ndsledne je vlozend do centrifugy,
rota¢ného zariadenia, ktoré vplyvom odstredivej sily rozdeli vzorku na dve frakcie.
Organicka frakcia je odpipetovana do vialky a vloZzena do analyza¢ného zariadenia [32].
Tato metdda je Casto vyuzivana pri analyze mocu, krvi alebo inych telesnych tekutin.
Vyhodou LLE je potreba jednoduchého laboratérneho vybavenia a fakt, Zze sa jedna
o relativne univerzalnu metdédu. Za nevyhodu sa povazuje jej nevhodnost pre
hydrofilné zlGceniny, vysokd spotreba rozpustadla, moznost tvorby emulzii a ¢asova

narocnost [30][31].
3.2.2 Extrakcia na tuhu fazu (SPE)

SPE patri medzi najpouzivanejSie metddy pripravy vzorky v rutinnych bio analytickych
laboratdriach. Pozitivom je potreba mensieho mnoistva organického rozpustadla
v porovnani s LLE, va¢Sia moznost automatizacie, jednoducha prevadzkovatelnost,
vysoka vytaznost a moznost zakoncentrovania vzorky. Nevyhodou je ¢asova naroénost
a vysoka cena koloniek, ktoré st uréené na jedno pouzitie. V SPE sa analyzované vzorky
rozdelia medzi pevnu a kvapalnu fazu. Analyt je zachyteny na sorbente, zatial ¢o
balasty matrice su vymyté von (alebo naopak). Retencia zahfna poldrne, nepolarne

alebo ionické interakcie [31][32]. Tato technika sa predovsetkym pouzZiva na pripravu
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kvapalnych vzoriek a extraktov z polo prchavych alebo neprchavych analytov a tiez na
pripravu pevnych latok predbeZne extrahovanych do rozpustadla. Vyber sorbentu
zavisi na fyzikdlne chemickych vlastnostiach analytov. Vysledky tiez zdvisia od druhu
matrice a jej interakcii jak so sorbentom, tak s analytmi [31]. SPE proces pozostdva zo
Styroch krokov: (1) aktivacia sorbentu (premytie organickym rozpustadlom), (2)
nanesenie vzorky, (3) vymytie balastov pomocou vody alebo pufru, (4) elicia analytov

(premytie organickym rozpustadlom s vyssou elu¢nou silou) [30].

3.2.3 Deproteinizacia (PP)

Biologické matrice (sérum a plazma) su komplexné zmesi obsahujuce pocetné
endogénne zlozky, ako su proteiny, soli alebo lipidy, ktoré mozu interferovat s analytmi
pocas ich separacie a detekcie. Z tychto interferencii mézu byt proteiny pritomné v
plazme alebo v sére nevratne adsorbované na chromatograficky nosi¢, ¢o spésobuje
zhorSenie ucinnosti separacie a rychle upchavanie kolony. Na odstranenie proteinov
z biologickych vzoriek sa pouziva pridavok Ccinidla. PP je zaloZend na rozdielnej
rozpustnosti endogénnych proteinov a cielovych analytov [33][31]. Pridanie
precipitacného ¢inidla k biologickej vzorke sp6sobuje denaturaciu proteinov, analyty sa
rozpustaju v kvapalnej faze a st oddelené od proteinov. Precipitaéné ¢inidlda mozu byt
organické rozpustadla (acetonitril, MeOH, etanol, acetdén), kyseliny (chlorist3,
trichloroctova, fosforecna) alebo koncentrované soli. Bezne pouZivané pomery vzorky
k rozpustadlu su 1:1, 1:2, 1:4 a 1:5. Organické rozpustadla mozu odstranit az 95%
plazmatickych proteinov [34]. Extrakt, supernatant nie je Uplne Cisty a mdze obsahovat
znaéné mnozstvo nevyzrazanych komponentov matrice. Za dalSiu nevyhodu sa
povazuje nutnost centrifugacie pre oddelenie faz, nizka selektivita, ktord moze
indukovat potlacenie MS signalu. Vyhodou PP je jednoduchost, rychlost, potreba

jednoduchého zariadenia a moznost rychlej optimalizacie [31].

3.2.4 Nariedenie vzorky (DS)

Nariedenie vzorky vhodnym vodnym roztokom obvykle v pomere 1:1 — 1:200 je
jednoduché, lacné arychle. Jednd sa o moznost riedenia vzoriek do rozmedzia
validovanej kalibrac¢nej krivky tak, aby mohli byt kvantifikované. Tento sp6sob Upravy

vzorky je vyuzZivany najma u vzoriek s nizkou koncentraciou proteinov (moc).
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Hlavnym negativom je nizka selektivita [32]. Riedenie zniZuje jak obsah analyzovanej
latky, tak celkovy obsah latok, ktoré su v hodnotenej vzorke obsiahnuté, ¢im sa znizuje
nielen pocdet molekul, ktoré podliehaju ionizacii, ale aj latok, ktoré mozu ionizaciu
analytu ovplyvnit. Stupen zriedenia je obmedzeny citlivostou metddy a zavisi na type

matrice [35].

3.3 Superkriticka fluidna chromatografia (SFC)

SFC je separacna metdda, vyuzivajuca superkriticki tekutinu ako mobilnu fazu (MF)
[36]. Dnes uzZ tento nazov nie je Uplne presny, pretoze MF nie je vidy v superkritickom
stave [37]. Bola vyvinutd na rozsirenie schopnosti plynovej chromatografie (GC)
v snahe analyzovat tazsie zluceniny, ktoré pre eliciu vyzadovali vysoké teploty, ale
nedokazali im odoldvat bez tepelného rozkladu. NajuZitocnejSim objavom v SFC bola
miesitelnost CO; s kvapalnymi organickymi rozpustadlami [38]. Ako hlavna zloZzka MF
sa pouZziva superkriticky CO,, ktory je netoxicky a nepolarny, vdaka comu st pomocou
SFC dobre separovatelné menej poldrne zluceniny ako karotenoidy, tokoferoly
a lipidové zluceniny. Polarnejsie zlaiceniny boli separované vdaka malému pridavku
organického modifikatora [36]. Pri prvom poufziti tekutiny v superkritickom stave, po
stlaceni a zahriati vykazovali niektoré latky osobitné spravanie ako chromatografické
eluenty. Viskozita a difuzivita takychto tekutin je blizka plynu, ¢o vedie k vyssej
ucinnosti separacie pri vysokej rychlosti MF azachovani nizkeho tlaku. Hustota
a solvatacna schopnost su podobné kvapaline, poskytuju dobru rozpustnost a rychly
transport analytov [37]. Ako stacionarna fadza (SF) sa v sucasnosti vyuziva Cisty silikagél

alebo silikagél viazany s roznymi ligandmi [36].

3.3.1 Vyvoj SFC

Prvykrat sa sprava o SFC objavila v roku 1962 v ¢asopise Journal of Organic Chemistry.
Za zakladatela SFC sa povazuje Klesper a kol., ktori popisali separaciu termolabilnych
porfyrinovych derivatov pouzitim superkritického chlorfluormetanu pri tlakoch do
140 barov a pri teplotdch 150-170°C. Tato metdda sa v nasledujucich rokoch vyvijala
teoreticky aj experimentalne. Sie akol. vroku 1966 a 1967 vyvinuli sofistikovany
pneumaticky riadeny davkova¢ na nastrekovanie vzorky za vysokotlakovych
a vysokoteplotnych podmienok [39].
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V roku 1968 Klesper so svojimi kolegami predstavili novy SFC systém, ktory vybavili
mechanickym reguldtorom kontrolujdcim tlak nezavisle na prietoku. Ako detektor
pouzili fotometer s vysokotlakovou prietokovou celou. O rok neskér Giddings vo
svojom clanku uviedol, Ze jednou z najzaujimavejSich vlastnosti ultra-vysokotlakovej
plynovej chromatografie je jej konvergencia s klasickou kvapalinovou chromatografiou
(LC), zmienil sa otom, Ze hustota kvapaliny je 1000x vacSia ako je hustota plynu.
Napriek tomu sa pri pouziti vysokého tlaku Castice plynu k sebe navzajom pritahujd

podobnymi silami ako su sily v kvapaline [39].

V roku 1981 Novotny a Lee predstavili kapilarnu kolonu. Typicka kolona bola z oxidu
kremicitého o vnatornom priemere 50 pum avnutornd stena bola potiahnutd
polymérom, napr. dimetylpolysiloxanom, ktory fungoval ako stacionarna faza [39][40].
Neskor si firma Lee Scientific dala patentovat cSFC systém, ktory pozostaval z ¢erpadla,
davkovacieho ventilu, kolonového termostatu, kapilarnej kolony, fixného restriktora
a plameno-ionizacného detektora (FID) (Obr. 3). Pri cSFC sa tlak nemoéie menit
nezavisle od rychlosti prietoku v désledku obmedzenia fixného restriktora. Navyse

Standardny FID nebol pouzitelny s pridavkom organického modifikatora [39].

V 80. rokoch Novotny a kol. skiimali retenciu ndplfiovych kolon za r6znych podmienok,
pri ktorej zistili, Ze tieto kolony neposkytuju dostatocnu ucinnost a linearitu prietoku,
pretoze tlak sa pri prechode kolonou postupne znizuje. Tieto kolony boli vyvinuté
takmer nezdvisle od kapildrnej kolony. Vroku 1982 Gere a kol. modifikovali HPLC
systém, aby pracoval ako SFC pridanim regulatora tlaku a dalSich zariadeni. Ukazalo sa,
Ze SFC poskytuje vyssiu ucinnost pri pouZiti kolon s velkostou castic 3, 5 a 10 um,
najma pri vysokej rychlosti prietoku [39]. pSFC sa stala vSestrannou technikou, vdaka

ktorej je mozné dosiahnut vysoku ucinnost a separaciu vysoko polarnych zlucenin [41].

Vtom istom c¢ase Okamoto akol. vyvinuli vysoko ucinné avSestranné chiralne
staciondarne fazy. V roku 1985 Mourier a kol. predstavili chiralnu separaciu fosfinovych
oxidov pomocou superkritického a subkritického CO;. V 90. a 20. rokoch 20. storocia sa
vdaka pokrokom na chirdlnej stacionarnej faze stala chiralna separacia najdolezitejSou

a najpouzivanejSou metdédou v SFC [39].
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Obr. 3: Schematické zndzornenie SFC, ktoré vychddza z GC. KedZe rychlost prietoku je pomald, pouZiva sa injekcné
Cerpadlo. Staly spdtny tlak systému je udrZiavany pomocou restriktora, ktory vykazuje tokovy odpor. Reguldciu tlaku
zabezpecuje zmena prietokovej rychlosti. Obrdzok upraveny podla [39]

3.3.2 Superkriticka tekutina

Superkriticky stav je stav tekutiny, ktory vznika, ak je latka vystavend vyssej teplote
atlaku ako je jej kriticka teplota a kriticky tlak. Nadkritickost bola objavenda de la
Tourom v roku 1822, zatial ¢o rozpustacia sila superkritickej tekutiny bola rozpoznana
Hannayom a Hogarthom az v roku 1879. Definicia superkritického stavu je zaloZena na
P-T diagrame, ktory zobrazuje rovnovazine spravanie plynnej a kvapalnej fazy zluceniny
(Obr. 4). Tato rovnovazina krivka existuje medzi trojnym bodom (Tp), kde su tri fazy;
pevnd, kvapalnd a plynnd v rovnovdhe a kritickym bodom (Cp). V C; je hustota plynu
a kvapaliny rovnaka, superkriticka tekutina bude existovat pri vy$sej teplote a tlaku. Pri
teplote a tlaku pod ich kritické hodnoty sa tekutina nachadza v tzv. subkritickom stave.
Ostatné dva kvadranty P-T diagramu nemaju definovany nazov. Tekutina pri vysSich
tlakoch ako je kriticky tlak, ale pri teplotach nizsich, ako je kriticka teplota, by sa mohla
nazyvat kvapalina s vysokou hustotou a kvapalina pri tlakoch nizsich, ako je kriticky
tlak, ale pri teplote vysSej ako je kritickd teplota by mohla byt vysokoteplotnym

plynom, ale tato nomenklatura nie je kodifikovana [42].
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Obr. 4: Fazovy diagram oxidu uhlic¢itého [43].

Ako superkritické tekutiny sa pouzivali jednoduché uhlovodiky, N;O, amoniak
a chlorfluorované uhlovodiky, ktoré neboli vhodné pre analyzu termolabilnych zlic¢enin
aich aplikdcia viedla khardvérovym poskodeniam a znedistovaniu Zivotného
prostredia. Preto sa dnes najCastejSie pouziva inertny, nehorlavy, lacny, netoxicky
a bezpecnejsi CO; [39]. Jeho hlavnou vyhodou oproti ostatnym kvapalindm su nizke
hodnoty kritického bodu (31°C, 71 bar), ktoré sa daju lahko dosiahnut pouZitim
beznych chromatografickych metdd [43]. Kvapalny oxid uhli¢ity sa vyznacuje nizkou
viskozitou a vysokou difuzivitou, dipdlovy moment oxidu uhli¢itého je nulovy, za
superkritickych podmienok vSak vykazuje nepolarne vlastnosti. Polarita CO; je podobna

polarite hexanu [37][43].

3.3.3 Mobilné fazy pri SFC

Hlavnou zlozkou MF je oxid uhlicity, ktory je priliS nepoldrny na ellciu polarnych
zlucenin, ako latok, ktoré si donormi a/alebo akceptormi vodika a moézZu silne
interagovat s polarnou stacionarnou fazou. Pre zvySenie rozpustacej sily CO: je
nevyhnutny pridavok polarneho organického rozpustadla (modifikatora) [37][43].
Stlaceny oxid uhlicity je miesitelny s bezne pouzivanymi organickymi rozpustadlami

a po ich zmieSani dochadza k zmene kritického bodu CO;, ¢im sa mobilna faza dostava
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do subkritického stavu. Vdaka kontinuite medzi vlastnostami superkritickych a
subkritickych  kvapalin, ostavaju vSetky vyhody chromatografickej separacie

nezmenené [37].

Vyber modifikatora zavisi od jeho elucnej sily, selektivity, u¢innosti a od tvaru piku. Zly
tvar piku sa pripisuje akceptorom vodika, volnym silanolom na povrchu SF, ¢o je hlavny
dovod preco su ako modifikatory preferované donory vodika (alkoholy). Z alkoholov sa
najcastejSie pouziva metanol, ktory ma najvacsiu elu¢na silu, Géinnost aj polaritu a
zaroven nizku viskozitu abod varu. Acetonitril (ACN) sa kvoli slabej ucinnosti
s farmaceutickymi zlu€eninami pouZiva v SFC len velmi malo. RieSenim na zlepSenie

selektivity je zmieSanie MeOH a ACN ako organického modifikatora [37].

Uc¢inok samotného organického modifikatora je zvycajne nedostacujuci na prekonanie
vplyvu rezidualnych silanolovych skupin a/alebo na umoznenie elucie velmi poldrnych
alebo zasaditych zlicenin. Preto sa pri analyze pouziva aditivum do mobilnej fazy,
ktorého ulohou je pokrytie aktivnych miest stacionarnej fazy a zmena polarity MF [43].
Pri analyze organickych kyselin by mali byt pouzité kyslé aditiva (kyselina mravcia,
kyselina octovd, kyselina citréonova), zatial ¢o pri analyze bazickych latok sa pouzivaju
aditiva bazické (isopropylamin, dietylamin, trietylamin). Najnovsim trendom je pouzitie
prchavych aditiv, ako je hydroxid aménny, octan aménny alebo mravencan amdnny.
Ako aditivum mozno pouzit aj vodu. Voda nie je Uplne rozpustna v CO,, ale mdze byt
zmieSand v primeranom pomere (1-5%) s mobilnou fadzou CO,-MeOH na zlepsenie

tvaru pikov [37][43].
3.3.4 Stacionarne fazy (SF)

Stacionarne fazy pre pSFC, ako aj HPLC mozno rozdelit na chirdlne a achiralne. Zatial ¢o
v LC sU potrebné roézne chromatografické mody: chromatografia na normalnej faze
(NP-LC), chromatografia na reverznej faze (RP-LC), HILIC (hydrofilna interakéna
chromatografia) ainé, vSFC mbzZe byt velké mnoistvo zlucenin rbznej polarity
analyzované pouzitim mobilnej fazy zaloZenej na CO. v kombinacii s rozlicnymi
stacionarnymi fazami, jak polarnymi, tak nepolarnymi [38][43]. Dnes je pre analyzu SFC

dostupné velké mnozstvo kolon, len velmi malo z nich bolo vyrobenych zamerne pre
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SFC. [37]. Prakticky vsetky staciondrne fazy pouzité pri HPLC mézu byt pouZité aj pri
SFC [43].

Vroku 2001 bola pre SFC 3pecidlne navrhnuta prva kolona, ktorda sa skladala z
2-etylpiridinovej staciondrnej fazy naviazanej na silikagel a bola UspeSne pouZita na
analyzu beZznych zlic¢enin bez pridavku aditiv. Tento postup neskér nasledovali aj iné
firmy pri vyvoji stacionarnej fazy. Boli vyvinuté dalSie staciondrne fazy: 4-etylpyridin,
pyridinamid, propylacetamid a.i. (Princeton), amino fenyl, pyridil amid a.i. (ES
Industries). Spolo¢nost Waters predstavila Specifické SF pre achiralnu analyzu, Torus
kolony (dietylamin, 1-aminoantracen, 2-pikolylamin, diol) (Obr. 5) [38][44]. Vdaka
dvom OH skupindm moZno za najpolarnejsSiu SF povazovat diolovu (DIOL), o nieco
mensiu polaritu vykazuje dietylaminova kolona (DEA). Menej polarne SF su
2-picolylaminova (2-PIC) a najmenej 1-aminoantracenova (1-AA) pre svoj vyssi pocet
uhlikov [45] .Kolony pouZivané na zaciatku vyvoja SFC boli plnené ¢asticami o velkosti 5
um. Usilie o zlep$enie Gcinnosti modernych kolon a zrychlenie analyzy viedlo k vyvoju
kolon so sub-2 um casticami alebo povrchovo poréznymi ¢asticami. Pokrocild moderna
verzia SFC vyuzivajuca tieto kolony sa nazyva ultra-vysokoucinna superkriticka fluidna

chromatografia (UHPSFC) [38][42][43].
Torus 2-PIC 1,7 um a 5 um Lo oH H\/(‘j
e
2-Pikolylamin :”75' \/\/0\)\/'1‘ | N7
o

Torus DEA 1,7 um a5 um
Diethylamin

Torus DIOL 1,7 pm a5 um
Diol

Torus 1-AA 1,7 um a5 um
1-Aminoantracen

Obr. 5: Chemicka struktura Torus kolon [45].
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3.3.5 InStrumentacia SFC

Modernd SFC instrumentdcia je podobnd HPLC inStrumentacii. Komponenty, z ktorych
sa SFC skladd zahfnaju: odplyriovag, binarne ¢erpadlo, automaticky ddvkovac, kolonovy

termostat, detektor a regulator spatného tlaku (Obr. 6) [46].
3.3.5.1 Bindrne ¢erpadlo

Bindrne cerpadlo sluzZi na ¢erpanie CO2 z ocelovej bomby a organickych modifikatorov
zo sklenenych flias. Tieto cerpadlda maju za ulohu regulovat objemovy prietok
a zlozenie mobilnej fazy. V bombe, vktorej sa nachadza CO,, je tlak 55 barov
pri teplote 20°C. Akékolvek zvysenie teploty alebo zniZenie tlaku CO, po opusteni
bomby vedie k odparovaniu kvapaliny, ¢o moZe spOsobit kavitaciu a nasledne
zastavenie prietoku. Na udrZanie oxidu uhli¢itého v kvapalnom stave je hlava cerpadla

chladena na 2 - 5°C [47].

Odplviovad

—— CO0, Modifikator
) — Binarne cerpadlo
P Mixer
Automaticky
Kompresor davkovad
Co, - B .

———  Chiadit —:I o AT

Regulator E-- -

Kolonovy
spétného tlaku N

e i
] termostat

| 1
0 d:pﬂd Detektor

Obr. 6: Priklad schematického zobrazenia SFC systému [48].
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3.3.5.2 Automaticky davkovac

Rozdiel medzi automatickym davkovacom u HPLC a SFC je spojeny s charakterom
mobilnej fazy, ktord je v SFC vysoko stla¢ena. Krokovy motor v SFC sluzi na naplnenie
ihly a davkovacej slucky vzorkou z vialky na pozadovany objem vdaka jeho schopnosti
ovladat piest injekénej striekacky davkovaca. Ked je injekény ventil v nastrekovej
polohe, striekacka, hadi¢ka a ihla su naplnené vysoko stla¢enou mobilnou fazou. Aby
sa z ihly odstranili pripadné zvysky a zabrdanilo sa tak kontaminacii vzorky, pouziva sa
silné rozpustadlo na oplach ihly, potom nasleduje oplach ihly slabym rozpudstadliom,
aby sa zabranilo zhorSeniu tvaru piku. Po navrate injekéného ventilu spat do plniacej
polohy je mobilnd faza zo striekacky, hadicky, ihly vystavend atmosférickému tlaku
a mOzZe zvacsovat svoj objem az 500 nasobne. Takato prazdna striekacka nedokaze
odsat kvapalné vzorky, preto je dolezZité preplachnut systém oplachovou kvapalinou

medzi nastrekmi a naplnenim injekcie striekacky [47].

3.3.5.3 Regulator spatného tlaku (BPR)

Hustota MF zavisi na jej zloZeni, tlaku systému a teplote kolony. Pri zvyseni tlaku
dochadza k zmene hustoty, rozpustacej sily tekutiny a adsorpcie MF na stacionarnu
fazu, ¢oho vysledkom je pokles retencie analytov. Zmena retencie zavisi na zloZzeni MF.
Pre C(isty, vysoko stlacitelny CO,, modze byt zmena hustoty velkda aviest tak
k retenénym posunom. Pridavok organického modifikdtora do MF zniZuje jej
stladitelnost a zmeny tlaku maju na retenciu analytov velmi obmedzeny vplyv. Pri
pouziti Cistého oxidu uhli¢itého je mozné zmeny retencie ovplyvnit pomocou zmien
tlaku a teploty [39]. Pri atmosférickom tlaku je CO; jednoduchy plyn, svoje rozpustacie
schopnosti vykazuje v pripade, ak je udrZiavany v hustotach podobnych kvapaline, ¢o

vyzaduje tlak minimdlne 80 * 20 barov (v zavislosti od teploty) [47].

BPR je pravdepodobne najzloZitejSia Cast SFC. Problém vznikd pri expanzii MF medzi
otvorom areguldtorom prietoku. Prvé mechanické regulatory neboli schopné tlak
dostatocne regulovat. Moderné BPR su ovladané elektronicky [47]. Dynamicky BPR
udrZzuje pozadovany tlak na vystupe kolony, ktory sa nemeni s prietokom alebo s
viskozitou tekutiny. Fixné restriktory umoziuju jednoduché spojenie SFC systému
s odparovacim detektorom rozptylu svetla alebo s hmotnostnou spektrometriou (MS)

[49].
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3.3.5.4 SFC detektory

Kombinacia chromatografie s detektormi poskytujucimi Strukturne informacie ma
velky vyznam pre identifikdciu zloziek komplexnych zlucenin [50]. Ked sa ako MF
pouZziva Cisty CO2, mozno vyuzit detekciu podobnu GC ako plameno-ionizacny detektor
(FID), detektor elektréonového zachytu (ECD), chemiluminiscenciu a iné. Pri usporiadani
podobnom LC sa pouZivaju detekéné systémy, ktoré su vyuZivané aj v HPLC.
Najpouzivanejsim je UV detektor, odparovaci detektor rozptylu svetla (ELSD), detektor

nabitého aerosélu (CAD) alebo hmotnostny spektrometer [43].
a) UV/VIS detektory (ultra-fiolovo-viditelné)

Detektory pouzivane pri SFC su rovnaké ako pri HPLC, s vynimkou toho, Ze prietokova
cela pri SFC musi byt schopna odolavat vysokym tlakom. Tieto detektory si umiestené
pred BPR, ktory udrziava konstantny tlak MF. V opaénom pripade by sa mobilna faza
CiastoCne previedla do plynného stavu, o ma za nasledok zvysenie detekéného Sumu
[47][49][51]. Intenzita Sumu zdvisi od indexu lomu (RI) mobilnej fazy ovplyvnitelného
teplotou a tlakom. Zmeny teploty, tlaku alebo zloZzenia mobilnej fazy ovplyvnuja Rl, ¢o
ma za nasledok vznik Sumu na zdkladnej linii. Rl oxidu uhli¢itého sa pohybuje
v rozmedzi 1,06 a7 1,24 pri beinych SFC podmienkach [47][49][52]. Dalsi aspekt, ktory
vyvoldva zmeny Rl je rozdiel teplét MF a prietokovej cely detektoru. Teplota mobilnej
fazy opustajucej kolonu méze byt pomocou tepelného vymennika nastavend na
teplotu odpovedajiucu prietokovej cele detektoru. Alternativne boli navrhnuté

prietokové cely izolované od optického systému [47].
b) Odparovaci detektor rozptylu svetla (ELSD)

ELSD sa pouziva na detekciu neprchavych zlicenin, ktoré vo svojej Strukture
neobsahuju chromoforické skupiny. MF rozprasovanda cez trysku vytvara
v rozprasovacej komore kvapky, ktoré sa nasledne zahreju. Prchavé molekuly sa
odparia, neprchavé molekuly su schopné rozptylit svetlo vyZarované fotodiddou, a tak
poskytnut odpoved. ELSD a dalSie detektory zaloZené na rozprasovani su vdaka
jednoduchSiemu vyparovaniu superkritickej mobilnej fazy lepsie vyuzitelné v SFC ako

pri HPLC. Pri poutZiti tychto detektorov je ¢asto potrebné dodatolné zahrievanie
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rozhrania, aby sa predislo riziku vzniku suchého fadu, ktory je vysledkom chladiaceho

efektu po navrate superkritickej kvapaliny do atmosférického tlaku [43][49].
c) Detektor nabitého aerosélu (CAD)

V CAD je mobilna faza vychadzajluca z chromatografickej kolony najskor nebulizovana
(vznik aerosolu), zltuceniny su v koliznej komore zmieSané s kladne nabitym nosnym
plynom, ktory im predava svoj kladny ndboj a nasledne su detekované elektrometrom.
Odozva detektora zavisi na velkosti Castic solutu a mnozstve modifikatora. Rovnako
ako pri ELSD je potrebné dodatocné zahrievanie rozhrania. Pre mobilné fazy, ktoré su
zloZzené len z malého mnoZstva organického modifikatora sa po odtlakovani odporuca
pouzitie pridavnej kvapaliny, aby sa zabranilo precipitdcii analytov. CAD ma Sirsi

linearne dynamicky rozsah ako ELSD [43][49].
c) Hmotnostny spektrometer

Hmotnostnd spektrometria (MS) je ¢asto pouZivand v spojeni s SFC vdaka vysokej
citlivosti, presnosti a rychlosti analyzy [53]. Detekcia pomocou MS umoziuje odliSenie
ciefovych enantiomérov od achiralnych necistot, analyzu komplexnych matric, pouziva
sa na identifikaciu cielovych zli¢enin najma vo farmaceutickom priemysle alebo na
objasnenie chemickej Struktury [46][39]. Inertny CO; pouzivany ako hlavna zlozka

mobilnej fazy zlepsSuje vyparovanie pocas ionizaéného procesu [43][51].

Za nevyhodu spojenia SFC-MS sa povaZuje odtlakovanie kvapaliny medzi BPR
a spektrometrom, ¢o mozZe vyvolavat rozsirenie piku a/alebo prenos analytu kvéli
znizeniu rozpustnosti rozpustenej latky v kapilare. Sucasny pokles teploty pocas
expanzie tekutiny tento jav zvysuje. Ked' takyto jav nastane, molekuly analytu sa moézu
prilepit na steny kapildry, ¢im sa znizi mnoZstvo zlic¢eniny zavedené do detektora. Toto
negativum mozno ovplyvnit vysokym pridavkom modifikatora, tzv. pomocnou
kvapalinou [49]. Ako organicky modifikdtor, donor proténov, sa vdaka svojmu nizSiemu
povrchovému napétiu pouziva MeOH CcastejSie ako isopropanol (IPA) alebo etanol
(EtOH) [51]. Vyber zdroja ionizacie suvisi sionizaciou zluceniny, ktora zavisi od

vlastnosti analytu [49].

Na ionizaciu neutrdlnych molekul analytu vyuziva SFC elektrosprej (ESI), chemicku

ionizaciu za atmosférického tlaku (APCI) a fotoionizaciu za atmosférického tlaku (APPI)
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[46]. lonizacia pomocou elektrospreja sa uskutocriuje prenosom protdnov v kvapalnej
faze, apreto je pridavok pomocnej kvapaliny nevyhnutny [41]. Pre ESI-MS ucinok
mnoZstva modifikatora zavisi od ioniza¢ného mddu (pozitivny alebo negativny).
MnoiZstvo cldankov opisuje pouZitie ESI na analyzu neidnovych povrchovo aktivnych
latok, alkoxylovanych polymérov, polarnych lipidov, polarnejSich, stredne az
vysokomolekuldrnych zlic¢enin a inych. Pri APPI bol pozorovany vysoky pomer signalu
k Sumu, pretoze COza MeOH nie su fotoionizované [49]. APCI je ionizacia v plynnej faze
pomocou korénového vyboja. Ked su vzorky pritomné v plynnej faze, moéziu byt
ionizované pri atmosférickom tlaku. Tato ionizacnd metdda vyzaduje, aby teploty
restriktora boli vyssie ako 200°C, aby sa Uplne odparilo rozpustadlo a rozpustena latka

[54].

Na delenie idnov podla pomeru ich hmotnosti a ndboja (m/z) sluzi analyzator, ktory je
umiestneny za i6novym zdrojom adelenie viiom prebieha za vysokého vakua
(v zavislosti od druhu analyzatora). NajcastejSie pouzivané analyzatory su kvadrupdl,
idbnova pasca a analyzator doby letu. Vdaka svojej jednoduchosti a nizkej cene sa za
najpouzivanejsi analyzator povazuje kvadrupdl, ktory pozostdva zo Styroch paralelnych
tyci, na ktoré je kladené vysokofrekvencné striedavé napatie. Dve protilahlé ty¢e maju
potencial kladny, zatial ¢o druhé dve zasa zaporny. lény prechadzaju stredom osy
kvadrupdlu, kde zacnu oscilovat. Pre urcity pomer napatia a amplitudy (U/V) su
oscilacie stabilné iba pre i6n s urc¢itou hodnotou m/z. Plynuld zmena U/V umozriuje

postupné prepustenie vsetkych iénov na detektor (Obr. 7) [55].

vadrupolové tYEe T

vystupny otvor

detekovany ion

vstupny otvar nedetekovany ign

Obr. 7: Kvadrupdl (upravené podla 56)
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Vidnovej pasci su idny zachytené poOsobenim troch hyperbolickych elektrod;
prstencovd a dve koncové. Na tieto elektréody su aplikované rézne napatia veduce
k vytvoreniu dutiny, v ktorej su iény zachytdvané a ndsledne vypudené vhodnym
nastavenim pomeru napatia na elektrédach. V analyzatore doby letu su vsetky idny
prichadzajice zo zdroja vystavené rovnakej pociatocnej kinetickej energii aletia
trubicou analyzatora, kde su separované v zavislosti od ich hmotnosti. LahSie idny sa

dostanu do detektora ako prvé, idony s rovnakym m/z pridu do detektora sucasne [56].
3.3.6 Vplyv nastrekového rozpustadla na tvar piku v SFC

Za spravnu laboratéornu prax sa povazuje rozpustenie vzorky v slabSom rozpustadle,
ktoré pozostdva zrovnakych zloziek ako pouzitd MF, ale vinom pomere. Bolo
dokazané, Ze pouzitie nevhodného rozpustadla moze sposobit deformaciu piku v SFC.
Z hladiska tvaru piku sa za najlepsie rozpustadlo povazuje nepoldrny heptan (HP)
a hexan (HX) vdaka svojej podobnosti s CO,. Takto prchavé rozpustadla sa v zasobniku
vzoriek vyparuju a moézu tak koncentrovat vzorky vo vialkdch. Za nevyhodu sa
povaZuje, Ze pri pouZiti ionizovatelnych zlucenin je rozpustacia sila nepolarnych
rozpustadiel obmedzena. Pre dosiahnutie dobrej rozpustnosti a prijatelného tvaru piku

sa Casto odporuca zmiesat nepolarne rozpustadla s polarnymi [43][57].

DéleZitou vlastnostou tohto rozpustadla je jeho aproticky charakter. Pri poufZiti
polarnej SF su vodikové vazby hlavnym doévodom retencie a protické rozpustadla
vykazuju velku eluotropn silu. Pri nastreku vzorky rozpustenej v takomto rozpustadle,
moze byt ¢ast vzorky eluovana rychlejSie ako sa ocakavalo a viest tak k deformdcii piku.
Pre vacésinu zlucenin boli najlepSie vysledky separacie dokdzané pouzitim aprotického
rozpustadla (ACN, dichlormetan, metyl terc-butyléter, cyklopentyl metyléter). ACN je
Specificky pripad, pretoZe je polarnejsi ako ostatné, ale je tiez aproticky, a preto je

velmi dobrym injekénym rozpustadlom [58].

Daldou déleZitou fyzikdlne-chemickou vlastnostou rozpustadla je jeho viskozita.
Vysledkom zmiesania kvapalin s velmi odliSnymi hodnotami viskozity je ich nedokonald
miesitelnost. Kvapalina s nizSou viskozitou ma tendenciu preniknut do druhej tekutiny,
¢o vedie k strate integrity piku. Viskozita MF v SFC je kvoli vysokému podielu CO; velmi

nizka, v dosledku toho mdzZe byt nastrek vzorky rozpustenej v rozpustadle s vysokou
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viskozitou pre separaciu sSkodlivy. Preto su pre SFC vhodné rozpustadla s nizkou

viskozitou — ACN, MTBE a DCM (Tab. 2) [58].

MTBE ACN HP DCM  THF MeOH H:0 EtOH IPA
Molekulovd 88,15 41,05 100,21 84,93 72,11 32,04 18,02 46,07 88,15
hmotnost (g-mol?)
Viskozita (cP) 0,27 0,34 0,42 0,44 0,55 0,59 1,00 1,08 2,40
Index polarity 2,5 5,8 0,1 3,1 4,0 5,1 10,2 4,3 3,9

Tab. 2: Fyzikdlne-chemické vlastnosti niektorych rozpustadiel (MTBE-metyl terc-butyléter; DCM-dichlormetan, THF-
tetrahydrofuran; ACN-acetonitril; HP-heptan; MeOH-metanol; EtOH-etanol; IPA-izopropanol,) [58].

3.4 Matricové efekty (ME)

Presny mechanizmus ME nie je znamy, mo6Ze byt spésobeny endogénnymi zliceninami
(proteiny, fosfolipidy, soli) v matrici, rovnako aj exogénnymi zli¢eninami zavedenymi
pocas extrakcie alebo analyzy. Pritomnost endogénnych zlicenin aich koellcia
s cielovymi analytmi by mohla zasahovat do zdroja MS a menit ich ionizacny vytazok,
¢o by viedlo k nepresnym kvantitativnym vysledkom. MnoZstvo idnov vytvorenych v
zdroji pod vplyvom matricovych entit by mohlo byt zvysené (zvySenie signalu), alebo
CastejSie, znizené (supresia signalu) v porovnani so situdciou, ked nie je pritomna
Ziadna matrica. Tento fenomén sa nazyva matricovy efekt a prvykrat bol objaveny
v roku 1993 Kebarle a Tangom [35][59][60]. Akykolvek proces, ktory meni ioniza¢nu
ucinnost a vyskytuje sa v kvapalnej a plynnej faze, sposobi matricové ucinky. Napriklad,
niektoré studie ukazali, Ze pritomnost interferujicich zltéenin pri vy$sej koncentracii
moze zvysit viskozitu a povrchové napatie kvapiek, a zmenit tak ucinnost ich tvorby a
odparovania. Zmeny v kvapalnej faze mdzu mat za nasledok zmenu mnoZstva nabitych
idnov v plynnej faze. NavySe matricové zlozky alebo pridavné latky v mobilnej faze,

ktoré pdsobia ako ¢inidla na parovanie idnov, zvy€ajne znizuju ionizacna ucéinnost [60].
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3.4.1 Hodnotenie matricovych efektov

ME dokazu ovplyvnit Gcinnost analyzy pri kvantifikacii aj identifikacii analytu, o méze
viest k falosne pozitivnym alebo falosne negativnym vysledkom. Hodnotenie ME je
uvedené vsmerniciach pre bioanalyzu [60]. Pritomnost ME sa hodnoti troma
odliSnymi metddami, ktoré poskytuju kvalitativne alebo kvantitativne informacie;
metdda porovnania smernic kalibraénych kriviek, metdéda postextrakéného pridavku

a postkolonova infuzia [35].
3.4.1.1 Metdda postextrakéného pridavku

V kvantitativnej metdde postextrakéného pridavku sa porovnava plocha piku analytu
v nastrekovom rozpustadle (B) s plochou piku cielového analytu v pozorovanej matrici
(A) (Obr.8). Rozdiel signalov sa pripisuje matricovému efektu a da sa kvantifikovat

pomerom oboch nameranych hodn6t pomocou vzorca:
A
ME:E x 100

Hodnota ME v rozmedzi 85%-115% potvrdzuje nepritomnost matricovych efektov,
hodnoty ME < 85% dokazuju potlacenie ionizacie (hodnoty pod 50% su povaZované za
silné potlacenie signalu) a ak je ME > 115% doslo k zosilneniu ionizacie (hodnoty nad

150% sa povazuju za silné zvySenie signalu) [59][60].

‘ stanovovana
latka

. matrica

A roztok Standardnej latky
v rozpustacej zmesi

B roztok Standardnej latky
pridany do matrice
po prevedeni extrakcie

Obr. 8: Schéma metddy postextrakcného pridavku [35].
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3.4.1.2 Metdda postkolonovej infuzie

V tejto metdéde su MF aroztok Standardu obsahujuci stanovované analyty priamo
vhanané do zdroja ionizacie, zatial ¢o do chromatografickej kolony je vstrekovana
zmes, ktord neobsahuje komponenty matrice a ani analyzovanu latku (blank) a nastrek
matrice, v ktorej sa analyzovana latka stanovuje (Obr. 9). Tento postup umoznuje
odhalit useky potlacenia alebo zvysenia signadlu v rdmci celej analyzy [35][59][60].

. stanovovana latka
kontinualna infazia 3
. matrice

kvapalinovy analyzovanej latky
: roztok vzorka
chromato g]_'af blanku matrice

» 5 hmotnostnv
davkovad v
i spektrometer
g lontovy detektor

zdroj

FIE== R =)

¢erpadla '
hmotnostny
analyzator

Obr. 9: Schéma metddy postkolonovej infuzie [35].

Pomocou tejto metddy je mozné na chromatograme jasne oznacit oblast, v ktorej su
analyty a vnutorny Standard ovplyvnené matricovymi efektmi. Infldzia po koldone moze
byt tieZz pouZitd na optimalizdciu pH mobilnej fazy alebo koncentracie aditiv na
podporu tvorby aduktovych iénov a minimaliziciu ME bez znacnej zmeny

chromatografickych podmienok [60].
3.4.1.3 Metdda porovnania smernic kalibracnych kriviek

Efekt matrice mozno posudit aj porovnanim smernice kalibracnej krivky zostrojenej
v rozpustacej zmesi a smernice kalibracnej krivky, ktora vznikla pridanim Standardu do
frakcie hodnotenej matrice podrobenej Uprave vzorky. Ak je smernica kalibracnej
krivky zostrojenej v pozorovanej matrici nizSia ako smernica kalibraénej krivky

pripravenej v rozpustacej zmesi, jednd sa o potlaCenie ionizacie. Metdda sa vyuZiva
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najma pre rastlinné alebo biologické vzorky s prirodzenym vyskytom sledovanych analytov

(Obr. 10) [35][60].

zosilenie ionizacie kalibraéna krivka étandardu

Vv rozpustacej zmesi

potlacenie ionizacie

odozva detektora

body kalibracnej krivky

Obr. 10: Metdéda porovnania smernic kalibracnych kriviek (upravené podla 35).

3.4.2 Odstranenie matricovych efektov

Odstranenie alebo zmensenie vplyvu matricovych efektov je moiné viacerymi
spésobmi. Jednou zmoZnosti kompenzacie je pouZitie izotopicky znacenych
vnutornych Standardov, ktoré sa od stanovovanych analytov liSia nahradenim
niektorych atémov analégmi 2H alebo 3C v $truktire. KedZe predstavuju takmer
identickd chemickd Strukturu mali by sa pocas extrakcie, separacie a detekcie spravat
rovnako ako stanovovana latka a umoznit tak korekciu zmien v analytickom signale.
Tieto zmeny spOsobené ME sa totiz prejavia v rovnakej miere na odozve vnutornho
Standardu aj analyzovanej latky. Druhou mozZnostou je zlepsit Upravu vzorky a zniZit tak
pritomnost endogénnych castic v konecnom extrakte. Najbeznejsie pouzivané metddy
na Upravu vzorky su riedenie, extrakcia z kvapaliny do kvapaliny, zrazanie proteinov,
extrakcia na tuhd fazu. Tretou alternativou je zmena podmienok MS, pretoze vyskyt
ME sa mdOzZe menit v zavislosti od zdroja ionizécie, ionizaénej techniky alebo rezimu.
Prechod z pozitivneho ESI rezimu na negativny alebo z ESI na APCl dokaze uUspesne

obmedzit ME. Nakoniec, lepsiu separaciu cielovych analytov od zli¢enin zodpovednych
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za potlatenie alebo zlepSenie ionizacie moZno dosiahnut modifikaciou

chromatografickych podmienok [59].

Podla EMA (Eurdpska liekova agentura) sa faktor matrice vypocita pri koncentracii
nepresahujucej trojndsobok LLOQ (dolny limit kvantifikacie). Jednda sa o podiel plochy
piku vo vzorke s pritomnostou matrice a plochy piku analytu vo vzorke bez pritomnosti
matrice (kapitola 3.4.1.1). Relativna smerodatna odchylka (RSD) faktoru matrice
stanoveného v matrici zo Siestich réznych zdrojov nesmie byt vadsia ako 15%

a tolerancia vytaznosti pri koncentraciach blizkych LLOQ je + 20% [61].
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4 Experimentalna éast

4.1 Poutzité chemikalie a pristroje

2-propanol, 2-propanol LC-MS Chromasolv® > 99,9% (Sigma-Aldrich, Nemecko)
Acetonitril, Acetonitrile LC-MS Chromasolv® > 99,9% (Sigma-Aldrich, Nemecko)
Amoniak, Ammonium hydroxide LC-MS > 25% (Fluka Analytical)

Dichlormetan, Dichloromethane Chromasolv® pre HPLC > 99,8% (Sigma-Aldrich,

Nemecko)

Etanol, Ethanol abolutny p.a > 99,8% (PENTA s.r.o., Ceska republika)

Heptan, Heptane Chromasolv® pre HPLC > 99% (Sigma-Aldrich, Nemecko)
Hexan, Hexane Chromasolv® pre HPLC > 97,9% (GC) (Sigma-Aldrich, Nemecko)
Metanol, Methanol LC-MS Chromasolv® > 99,9% (Sigma-Aldrich, Nemecko)
Mravencan aménny, Ammonium formate > 98% (Riedel-de Haén, Nemecko)
Octan aménny, Ammonium acetate > 98% (Sigma-Aldrich, Nemecko)

Oxid uhli¢ity > 99,995% (Messer, Ceskd republika)
4.1.1 Standardné latky

Tokoferoly, Tocopherols 25 mg/ml v hexane (a-tocopherol, B-tocopherol, y-
tocopherol, 6-tocopherol) > 98% (Sigma-Aldrich, Nemecko)

Tokotrienoly, Tocotrienols 5 mg/ml vetanole (a-tocotrienol, B-tocotrienol,
y-tocotrienol, 8-tocotrienol ) > 98% (Larodan, Svédsko)

4.1.2 Pristrojové vybavenie

Automatické mikropipety so $pickami, Biohit, CR
UHPSFC chromatograficky systém Acquity UPC? (Waters, Milford, USA)
Analytické kolony

Acquity UPC?>™ Torus DEA, 100 x 3,0 mm x 1,7 um
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Acquity UPC?>™Torus 1-AA, 100 x 3,0 mm x 1,7 um
Acquity UPC?>™Torus 2-PIC, 100 x 3,0 mm x 1,7 um
Acquity UPC>™ Torus DIOL, 100 x 3,0 mm x 1,7 um
Acquity UPC? BEH 2-EP, 100 x 3,0 mm x 1,7 um

Analytické vahy, Sartorius, CR

Srubovacie vialky s uzavermi, Vitrum, CR

Trepacka, Thermo-Shaker, BioSan SIA

Centrifuga, Andreas Hettich, Nemecko
4.1.3 Podmienky UHPSFC separacie

Podmienky separacie pre vysoko rozliSovaciu metddu (HR) boli nastavené: izokraticka
elicia MF zloZenej z 98% CO; a 2% MeOH s pridavkom 10mM mraven¢anu aménneho
(AmF) pri prietoku 1,5 ml/min, nastrek 2 pl, pridavna kvapalina 5% H.O v MeOH,
hybridna SF s ethylenovymi mostikmi modifikovand 2-ethylpiridinom (BEH 2-EP),
teplota kolony je 40°C a tlak BPR 23,4 MPa.

Ako druhd bola pouZitd vysoko rychlostnd metéda (HS) vhodnd najma pre rychly
laboratérny skrining jednoduchych matric. Podmienky separacie HS metddy;
izokraticka eltcia CO2:MeOH s 10 mM AmF (95:5), prietok 1,5 ml/min, nastrek 2 ul, 5%
H,O v MeOH ako pridavna kvapalina, kolona BEH 2-EP, teplota kolony 50°C, tlak BPR
13,0 MPa.

4.2 Pracovny postup
4.2.1 Priprava Standardu

Zo zasobného roztoku T (25 mg/ml) bolo odobranych 40 pl a doplnenych 960 pl
hexanu, zo zdsobného roztoku T3 (5 mg/ml) bolo odobranych 200 pl a doplnenych 800
ul etanolu, ¢im vznikli roztoky o koncentracii 1 mg/ml. Tieto roztoky boli nariedené
nasledujicim sp6sobom; z kazdého dostupného roztoku bolo do vialky odobranych 50
ul a doplnenych do 1000 ul roztokom izopropanol:hexan 1:9 (IPA:HX), ¢im vznikli

roztoky s koncentraciou 0,05 mg/ml. Z kazdého nariedeného roztoku bolo opat
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odobranych 50 pl a objem bol doplneny na 1000 pl roztokom IPA:HX, vysledkom bola

zmes 6smych derivatov o koncentracii 0,0025 mg/ml.

4.2.2 Priprava pridavnych kvapalin

Pripraveny bol 0,1% roztok NH40H o objeme 100 ml; do odmernej banky o objeme 100
ml boli napipetované 0,4 ml 25% NH4+OH. Tato banka bola doplnena metanolom po
rysku. Ako dalSia pridavnd kvapalina bol pripraveny 10 mM roztok mravencanu
amonneho (AmF) nasledujucim postupom; do kadicky bolo navazienych 0,06306 g
mravenéanu amonneho, ktory bol zmieSany s malym mnoZistvom metanolu.
Rozpusteny AmF bol prevedeny do 100 ml odmernej banky, tato banka bola po rysku
doplnend MeOH. Rovnakym spbsobom bol pripraveny aj roztok 10 mM octanu
amonneho (AmAc), ktorého hmotnost bola 0,07708 g. Pri priprave 2% roztoku H,0 boli
odpipetované 2 ml vody do odmernej banky o objeme 100 ml, tento objem bol
nasledne doplneny po rysku MeOH. 5% roztok vody v MeOH bol pripraveny
nasledujicim sp6sobom; do 100 ml odmernej banky bolo odpipetovanych 5 ml H,0

a doplnenych MeOH po rysku.

4.2.3 Priprava MF a aditiv

Ako organické modifikatory mobilnej fazy boli pouzité rozpustadla: metanol, etanol
(EtOH), izopropanol (IPA), zmes MeOH a ACN v pomere 1:1. Priprava dalSich mobilnych
faz (0,1% NH4OH, 10 mM AmF, 10 mM AmAc, 2% H,0) odpoveda priprave pridavnych

kvapalin v odstavci 4.2.2.

4.2.4 Riedenie mocu

Zriedenim 150 ml ACN s 50 ml H,0 do 200 ml nadoby bol pripraveny 75 % roztok ACN.
Nasledne boli do vialiek pripravené vzorky Standardov (STD); na pripravu STD:
o koncentracii 1 ug/ml boli pouZzité zasobné roztoky T a T3, ktorych koncentracia bola
0,1 mg/ml, z tychto roztokov bolo odobranych 15 pl T, 15 pl T3 a 1470 pl 75% ACN.
STD; o koncentracii 5 pg/ml bol pripraveny zmiesanim 32,5 ul T, 32,5 pl T3, ktorych
koncentracia bola 1 mg/ml a 6435 ul 75% ACN. Takto pripravené roztoky boli pouZité

na 10, 20, 50 a 100 nasobné zriedenie mocu podla nasledujlcej tabulky (Tab. 3). Kazdé
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riedenie prebehlo na piatich koncentracnych drovniach (0,5 pg/ml, 1 pg/ml, 5 pg/ml,

10 pg/ml a 20 pg/ml).

Tab. 3: Postup pripravy vzoriek mocu riedenim.

ug/ml |Moé¢  STD: STD; ACN
1A 100 50 0 850
2A 100 100 0 800
3A 100 0 100 800
4A 100 0 200 700
5A 100 0 400 500
1B 50 25 0 925
2B 50 50 0 900
3B 50 0 50 900
4B 50 0 100 850
5B 50 0 200 750
1C 20 10 0 970
2C 20 20 0 960
3C 20 0 20 960
4C 20 0 40 940
5C 20 0 80 900
1D 10 5 0 985
2D 10 10 0 980
3D 10 0 10 980
4D 10 0 20 970
5D 10 0 40 950

4.2.5 Priprava vzoriek pre LLE

Pri optimalizacii metédy bolo zo zmesi Standardov Tz a T o koncentracii 0,1 mg/ml
odpipetovanych 5 pul adoplnenych mo¢om do 1000 pl. Ztakto pripraveného
zasobného roztoku bolo do ependorfiek odobranych 100 pl a extrahovanych
nepolarnym organickym rozpustadlom o objeme 100 alebo 200 pl. Takto pripravené
vzorky boli podrobené trepaniu na vortexe v troch odlisSnych ¢asoch (5, 10 a 20 min) a
nasledne boli prevedené na centrifugu, kde doslo vplyvom odstredivej sily k oddeleniu
T a T3 do nepolarneho organického rozpustadla. Kazda vzorka bola pripravena dvakrat.

Po centrifugacii bola zo vzorky organickad vrstva odpipetovana do vialky. Pripravené
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vzorky boli nastrekované do chromatografického pristroja a podrobené analyze.

Jednotlivé rozpustadla, ich objemy a Casy trepania su uvedené v Tab. 4.

Vzorky pouzité na meranie ME boli pripravené nasledovne: vzorky Cistého mocu boli

upravené pomocou LLE za pouzitia 200 pl heptanu, nasledne podrobené 20

minutovému trepaniu a vlozené do centrifugy. K takto upravenym vzorkam mocu boli

pridané standardy, coho vysledkom boli koncentracné hladiny T aTs 0,5 pg/ml,

1 pg/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml a 20 pg/ml.

Tab. 4: Priprava vzoriek pre optimalizdciu LLE (HX-hexan, HP-heptan, DCM-dichlormetan).

5 min 10 min 20 min
moc¢ + STD 100 pl 100 pl 100 pl
HX 100 pl 200 pl 100 pl 200 pl 100 pl 200 ul
HP 100 pl 200 pl 100 pl 200 pl 100 pl 200 ul
HX/DCM 9:1 100 ul 200 pl 100 pl 200 pl 100 pl 200 pl
HX/DCM 8:2 100 pl 200 pl 100 pl 200 pl 100 pl 200 pl
HP/DCM 9:1 100 pl 200 pl 100 pl 200 pl 100 pl 200 ul
HP/DCM 8:2 100 pl 200 pl 100 pl 200 pl 100 pl 200 ul

43



5 Vysledky a diskusia

5.1 Vyvoj chromatografickej metody

Derivaty vitaminu E su Struktdrne podobné, lisia sa svojou ucinnostou, potom
a poziciou metylovych skupin na chromanolovom jadre. Problémom pri vyvoji ucinnej
metddy je separdcia kritickych pdrov izomérov (B- ay- T aTs), ktoré maju rovnaky
pocet metylovych skupin v réznych polohdach, rovnaké hodnoty molekulovej hmotnosti
a pomer hmotnosti a naboja (m/z), ¢o je dolezity aspekt pri detekcii latok pomocou

MS.

Ako prvy krok vyvoja UHPSFC metddy bol zvoleny skrining novych Torus kolon. Pouzité
boli kolony: dietylaminova (DEA), 1-aminoantracenova (1-AA), 2-pikolylaminova (2-PIC)

a diolova (DIOL), ktoré obsahovali ¢astice o velkosti 1,7 um a lisili sa svojou polaritou

a selektivitou (kapitola 3.3.4) (Obr. 11).

2 1-AA DIOL
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Obr. 11: Skrining Torus kolon pre urcenie optimdlinej staciondrnej fdzy pre analyzu vitaminu E. (1) a-tokoferol,
(2) a-tokotrienol,(3) B-tokoferol, (4) y-tokoferol, (5) 6-tokoferol, (6) 8-tokotrienol, (7) y-tokotrienol, (8) &-tokotrienol.
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Na vSetkych kolonach prebehla analyza za chromatografickych podmienok: izokraticka
elticia CO2:MeOH (98:2), prietok 2 ml/min, nastrek 2 pl, teplota kolony 40°C a tlak BPR
12,9 MPa, pridavnd kvapalina 0,1% NHsOH v MeOH. Napriek zmenam v retencii
jednotlivych derivatov boli vietky testované latky eluované na vSetkych pouZitych

staciondrnych fazach.

Na Obr. 11 je mozné vidiet, Ze pri pouZiti 1-AA kolony kritické pary B-; y-T a B-; y-Ts
spolu koeluovali v dvoch zretelnych pikoch, okrem toho je na chromatograme viditelny
velky Sum, z uvedenych dévodov nebola 1-AA kolona pre separaciu za stanovenych
podmienok vhodnd. Rovnaky problém s koellciou tychto izomérov nastal aj pri pouziti
DIOL kolony. Dostatocnu selektivitu neposkytovala ani DEA kolona, kde sa do jedného
piku zliali 6-T a y-Ts, €o bolo menej ocakavané, ¢im doslo k posunu piku 6 pred pik 5.
NajlepSiu selektivitu poskytla 2-PIC stacionarna faza, na ktorej doslo k jasnej separacii
vSetkych analytov do 3,5 minuty. Pre nedostatocné odliSenie pikov 3 a4, 6 a7 az na

zakladnu liniu boli na tejto kolone testované dalSie zmeny podmienok separacie.

V dalsom kroku bol testovany vplyv mobilnej fazy (MF). ZloZenie MF ovplyviiuje tvar
piku, ¢as retencie, selektivitu a odpoved MS. V snahe zvysit selektivitu a elu¢nd silu
mobilnej fazy, ktord by vyvolala posun retencnych Casov a zlepSila rozliSenie medzi
pikmi, bola v dalSom kroku na 2-PIC staciondrnej faze nastavena izokratickd elucia
COz:modifikator (97:3). Modifikdtory mobilnej fazy (EtOH, IPA, MeOH/ACN) by
v porovnani s MF CO2:MeOH (98:2) mali zvysit selektivitu, zlepsit rozliSenie pikov.

Ostatné podmienky separacie ostali nezmenené (Obr. 12).
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Obr. 12: Optimalizacia zloZenia mobilnej fazy: (1) a-tokoferol, (2) a-tokotrienol, (3) 8-tokoferol, (4) y-tokoferol, (5) 6-
tokoferol, (6) B-tokotrienol, (7) y-tokotrienol, (8) &-tokotrienol. SFC podmienky: CO,:Modifikator (97:3), prietok 2
ml/min, ndstrek 2 ul, teplota kolony 40°C, tlak BPR 12,99 MPa.

Vymenou COz:MeOH (98:2) za COz:IPA (97:3) doslo k oddeleniu vietkych pikov az na
zakladnu liniu. Tato metéda vSak nebola vyhovujlca, pretoze trvala takmer 7 minut, ¢o
je vporovnani spouzitim Ccistého metanolu dvakrat dlhSie. VyuzZitie EtOH ako
modifikatora MF zlepsilo separaciu a skratilo dizku analyzy na 5 minut. Rovnako dobré
rozliSenie a selektivita sa ukazala aj pri pouziti zmesi MeOH a ACN 1:1. Plochy
jednotlivych pikov boli o nieco vacsie pri pouziti MeOH/ACN, z ¢oho mozno usudit, Ze
z testovanych MF sa tato zmes javila ako najlepsia, ale ¢as analyzy bol viac ako 5 minut,

¢o je oproti uz vyvinutej HS metdde (kapitola 3.1.5) dvakrat viac.

Vo vyvoji vhodnej metddy pre stanovenie T a T3 sa pokracovalo pridavkom aditiv do
mobilnej fazy, teda do metanolu (0,1% NH4OH, 10mM AmF, 10mM AmAc a 2% H,0). T
a Tz sa povazuju za neutralne molekuly, z toho dovodu sa zmeny v retencii a selektivite
pri pouziti réznych aditiv neocakavali. Porovnaval sa ich vplyv na odozvu MS detektora

a citlivost metddy (Obr. 13).
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Obr. 13: Optimalizdcia zloZenia mobilnej fdzy: chromatogramy tokoferolov pri pouzZiti (A) CO,:MeOH (98:2) a aditiv v

CO,:MeOH, (B) MeOH + 10 mM AmF, (C) MeOH + 10 mM AmAc, (D) MeOH + 0,1% hydroxid amdnny, (E) MeOH + 2%
voda. SFC podmienky: CO,:MeOH + aditivum (97:3), prietok 2 ml/min, teplota kolony 40°C, tlak BPR 12,99 MPa.

Pouzitie tychto aditiv prinieslo velmi podobné vysledky bez ohladu na ich zloZenie.
Najvacsie plochy pikov v porovnani s metanolom sa ukazali pri pouZiti 2% vody. 10mM
mravencan amonny (AmF) ako aditivum dokazal mierne zvysit intenzitu signalu, teda

pomer signalu k Sumu (S/N). Napriek miernemu zvacéseniu plochy pikov, ktoré dosiahlo
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pouzitie 2% H,O ako aditiva, trvala analyza 2,9 minuty, ¢o je viac ako vyvinuta HS

v-T 6-T

B-T3 y-T3 5-T3

metodda (Obr. 14).
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104%
102%

100%

98%

96%
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o-T3 B-T

B MeOH B NH,OH B AmF AmAc B H,0

Obr. 14: Porovnanie plochy pikov po pridani aditiv k CO,:MeOH (97:3), pridavnd kvapalina MeOH s CO,:MeOH (98:2).

Z vyssie uvedeného teda vyplyva, Ze za najvhodnejsSie chromatografické podmienky,
ktoré boli testované boli zvolené: izokratickd elicia CO2:MeOH/ACN (97:3), prietok
2 ml/min, nastrek 2 pl, 2-PIC kolona, teplota kolony 40°C a spatny tlak 12,96 MPa. Tato
metdda vsak trvala priblizne 5 minut, ¢o je viac ako predtym vyvinuté metddy HS a HR
na kolone BEH 2-EP, preto sa pri dalSom vyvoji metddy pouzili prave tieto metédy. Na

zaCiatok boli obe metédy kratko overené.

V snahe zlepsit odozvu MS detektora, bol modifikator AmF pouzity pri HS a HR metdde
nahradeny hydroxidom amoénnym. Ako prva bola spustend analyza HR za podmienok:
CO2:MeOH (98:2) s pridavkom 0,1% NH4OH pri prietoku 1,5 ml/min, nastrek 2 pl,
pridavna kvapalina MeOH s 5% H,0, BEH 2-EP kolona, teplota kolony je 40°C a tlak BPR

23,4 MPa (Obr. 15). Po zmene aditiva nedoslo vo vysledkoch k Ziadnej zmene.
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Obr. 15: Porovnanie vysledkov po zmene aditiva mravenéanu aménneho za 0,1% NH4OH pri pouiti HR metddy.
Rovnaky vysledok bol dosiahnuty aj pri analyze pomocou HS metédy, ktora prebehla za
podmienok: CO2:MeOH s0,1% NHiOH (95:5), pridavna kvapalina 5% H,O s MeOH,
prietok 1,5 ml/min, nastrek 2 ul, kolona BEH 2-EP, teplota kolony 50°C, atlak BPR
13,0 MPa (Obr. 16).
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Obr. 16: Porovnanie vysledkov po zmene aditiva mravencanu amonneho za 0,1% NH4OH pri pouZiti HS metddy.

Ako sa podla neutrdlneho charakteru vitaminu E dalo ocakavat, zmena aditiva
nezlepsila selektivitu metdédy, ale ani odozvu MS detektora. Z porovnania
chromatogramu pred a po zmene aditiva je jasne vidiet, Ze nedoslo k Ziadnej zmene

a pévodne vyvinuté metddy neboli zlepsené.

V dalSom kroku bol testovany vplyv zmeny pridavnej kvapaliny na ionizaciu analytov.

Ako pridavna kvapalina bol namiesto 5% H,O pouzity 0,1% NH4OH, od ktorého sa
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oCakavalo zvysenie citlivosti metddy. Takto upravend metdda bola spustena za
podmienok HS aj HR. Vplyv pouZitia 0,1% NHsOH ako pridavnej kvapaliny za
podmienok HR bol takmer zanedbatelny (Obr. 17).

0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00
tg (minutes)

— Pridavna kvapalina 5% H,0 — Pridavna kvapalina 0,1% NH,OH

Obr. 17: Porovnanie chromatogramov po zmene 5% vody ako pridavnej kvapaliny za 0,1% NH4,OH pri HR metdde.

Po zmene pridavnej kvapaliny za 0,1% NH4OH pri HS podmienkach bola odozva MS
znizend u derivatov T aZ 0 26% (Obr. 18). Z uvedenych chromatogramov vyplyva, Ze
nami zvolené podmienky separacie nevykazovali lepSie vysledky ako vyvinuté HS a HR

metddy.
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Obr. 18: Porovnanie chromatogramov po zmene 5% vody ako pridavnej kvapaliny za 0,1% NH4OH pri HS metdde.

Samotna vymena pridavnej kvapaliny a MF za ionizaciu podporujici NH4OH nepriniesla
pozitivne vysledky, preto poslednym pokusom o vyvoj lepsSej a citlivejSej metddy bola
zmena MF sucasne so zmenou pridavnej kvapaliny za hydroxid amdnny, ostatné

podmienky HR (Obr.19) a HS analyzy (Obr. 20) ostali nezmenené. Ani tdto zmena MF
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a pridavnej kvapaliny nepriniesla lepsie vysledky, v oboch metddach doslo k zniZzeniu
odozvy zhruba o 40% u derivdtov tokoferolu, taktiez dosSlo k malému zniZeniu
selektivity v porovnani s pévodnymi metédami. Z porovnania odozvy vyplynulo, Ze
zmena pridavnej kvapaliny neviedla k vy$sej citlivosti ani u jednej z metdd. Z tohto
dévodu boli pre dalsi vyskum ako najvhodnejsie zvolené prave HS a HR metddy za ich

Standardnych podmienok.

L

0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00
tr (minutes)

— Po6vodna HR — Upravena HR

Obr. 19: Porovnanie pévodnej HR metddy (CO2:MeOH + 10 mM AmF (98:2), pridavnd kvapalina MeOH + 5% H,0) so
zmenenou HR metddy (CO2:MeOH + 10 mM NH,0H (98:2), pridavnd kvapalina MeOH + 0,1% NH,OH).
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Obr. 20: Porovnanie pévodnej HS metody (CO,:MeOH + 10 mM AmF (95:5), pridavnd kvapalina MeOH + 5% H,0) so
zmenenou HS metddy (CO,:MeOH + 0,1% NH,OH (95:5), pridavnad kvapalina MeOH + 0,1% NH,0OH).
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5.2 Uprava vzorky pomocou riedenia
5.2.1 Optimalizacia metody

Na zaciatok bolo potrebné vybrat vhodné rozpustadlo, ktorym by sa vzorky mocu
riedili. Pre mo¢ ako poldrnu kvapalinu by sa ako najvhodnejsie rozpustadlo javila prave
voda pre svoju podobnost s mo¢om. Pre nepolarne vlastnosti mobilnej fazy pouZitej pri

SFC je pre riedenie vzorky najvhodnejsie nepolarne organické rozpustadlo.

Prilis velky rozdiel medzi polaritou vody a polaritou CO; a ich vzajomna nemiesitelnost
je dévodom preco nebola voda vhodnd volba pre nariedenie vzorky analyzovanej
pomocou SFC (Obr. 21). Voda sa od zaciatku javila ako nevhodné rozpustadlo aj pre
svoju vysoku viskozitu oproti CO,, pretoze zmieSanie kvapalin svelmi odliSnou
hodnotou viskozity mozZe vyrazne narusit integritu piku. Nizka odozva pikov taktiez

vyplyva z nerozpustnosti vitaminu E vo vode.

Ako dalSie rozpustadlo bol testovany 50% a 75% ACN pre svoju nizku viskozitu
podobnu CO,. NajvysSia odozva B-T a y-T bola po zriedeni vzorky pomocou 75% ACN.
VyssSia polarita 50% ACN oproti 75% ACN sa na chromatograme prejavila v zmene
retencie. Ako najvhodnejSie rozpustadlo pre riedenie vzoriek vitaminu E v moci bol
vybrany prave 75% ACN, ktory je vdaka svojim vlastnostiam vhodny kompromis jak pre

nepolarnu MF, tak pre polarny moc.
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Obr. 21: Porovnanie vplyvu rozpustadiel na tvar piku pre 8- a y-T za podmienok HS.
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5.2.2 Vplyv riedenia na ME

Mo¢ bol nariedeny 10, 20, 50 a 100 ndsobne 75% ACN na piatich koncentracnych
hladinach (20, 10, 5, 1 a 0,5 pg/ml). Z vysledkov merani bola vypoditand vytaznost
takto riedenych vzoriek vzhladom ku Standardnému roztoku pre kazdy derivat zvlast
pri pouziti HR aj HS metddy.

Na nasledujucich grafoch (Obr. 22-25) je moziné vidiet, Ze za pouzitia HS pri 10
z ¢oho vyplyva, Zze v nariedenom moci sa vyskytuje interferujuca latka, ktord znizuje
signal vSetkych derivatov vitaminu E, prejavil sa matricovy efekt. Az pri 50 ndsobnom
zriedeni dosiahol y a 6-Ts vytaznost nad 100% pri koncentrécii 0,5 pg/ml, toto zriedenie
véak nepostacovalo na 100% vytaZnost aj u ostatnych derivatov. Dalej bol mo¢
zriedeny aZ stonasobne, pri tomto zriedeni sa ukdzali najmensSie matricové efekty.
Dobrd vytaznost sa vSak prejavila len u dvoch derivatov pri koncentracii 0,5 pg/ml,
u ostatnych derivatov boli hodnoty vytaznosti stale pod 100%. Aj ked' boli koncentracie
vitaminu E vyssie, vytaznost nedosiahla potrebné hodnoty u vsetkych stanovovanych
derivatov. Ziadnym nariedenim vzorky analyzovanej za HS podmienok sa nepodarilo

matricové efekty Uplne odstranit.

80 1m0,5ug/m  ®W1pg/ml  ®W5pg/ml 10 pg/ml 20 pg/ml
70 A
60 -
50 A
40 A
30 A
20 4
10 ~

Vytaznost [%]

oT BT yT 6T T3 BT3 yT3 6T3

Obr. 22: Vysledky analyzy vzoriek mocu po 10 ndsobnom zriedeni pri pouZiti HS metddy
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Obr. 23: Vysledky analyzy vzoriek mocu po 20 ndsobnom zriedeni pri pouZiti HS metody
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Obr. 24: Vysledky analyzy vzoriek mocu po 50 ndsobnom zriedeni pri pouZiti HS metddy
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Obr. 25: Vysledky analyzy vzoriek mocu po 100 ndsobnom zriedeni pri pouZiti HS metddy.

V druhom kroku boli vzorky analyzované za HR podmienok (Obr. 26-29). Na grafe 10
nasobného zriedenia je vidiet, Ze toto zriedenie neposkytlo 100% vytaznost ani
u jedného z derivatov. Z dalSich grafov vyplyva, Ze so zvySujicim sa zriedenim, stipala
vytaznost derivatov, teda klesal vplyv matricového efektu. 50 nasobné zriedenia bolo
najvhodnejsie pri koncentraciach 20 ug/ml, kde bola vytaznost v priemere 113%. Ani

po 100 nasobnom zriedeni sa nepodarilo dosiahnut 100% vytaznost u vsetkych
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derivatov na vsetkych koncentracnych hladinach. Najlepsie vysledky po 100 nasobnom
zriedeni sa ukazali v pripade, ked bola koncentrdcia T aTs 10 pg/ml. NiZsie
koncentracie T aTs v modi (ako skdsanych 0,5 pug/ml) boli po stondsobnom zriedeni
také nizke, Ze sa nedali vobec detekovat. Z uvedeného vyplyva, Ze Gprava vzorky
riedenim pri HR metdde je vhodna, ak je koncentrécia vitaminu E v moci = 10 pg/ml.
Vzhladom k obvyklym koncentraciam tokoferolov a citlivosti metédy nebolo moziné

skusit vacésie zriedenie.

100 -+

80 -
g W 1pg/ml
= 60
2 W5 pg/ml
c
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>
=

20 A W20 pg/ml

0 |

oT BT yT &T o-T3 B-T3 y-T3 &T3

Obr. 26: Vysledky analyzy vzoriek mocu po 10 ndsobnom zriedeni pri pouZiti HR metddy.
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Obr. 27: Vysledky analyzy vzoriek mocu po 20 ndsobnom zriedeni pri pouZiti HR metddy.
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Obr. 28: Vysledky analyzy vzoriek mocu po 50 ndsobnom z riedeni pri pouZiti HR metddy.
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Obr. 29: Vysledky analyzy vzoriek mocu po 100 ndsobnom z riedeni pri pouZiti HR metddy.
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Matricové efekty boli taktiez spocitané podla smernice kalibracnych kriviek (Obr. 30

a 31), ktoré zobrazuju vplyv riedenia matrice na velkost plochy piku pri koncentraciach

0,5 pg/ml, 1 pg/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml a 20 ug/ml. ME mozu ovplyvnit jak kvalitu,

tak kvantitu analyzy, preto je podla EMA stanovena tolerancia RSD faktoru matrice

na + 15% [61].
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Obr. 30: Kalibracné krivky tokoferolov pri HS podmienkach.
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Obr. 31: Kalibracné krivky tokotrienolov pri HS podmienkach.
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Zo smernic kalibracnych kriviek (y = ax + b) STD boli pre kazdy derivat zvlast po 10,

20, 50 a 100 nasobnom zriedeni vyratané ME. Smernica STD bola povaZovana za 100%.

smernica STD

smernica meraného zriedenia

x — 100 = ME(%)

Tab. 6 dokazuje, Ze ani 100 nasobné zriedenie vzorky u metédy HS a HR, nestacilo na

to, aby boli matricové efekty odstranené. 10 a 20 nasobné zriedenie nedokdzalo ME

odstranit ani ujednej z pouZitych metdd. Rozdiel medzi vysledkami matricovych

efektov pri HS a HR metdde vysvetluje ich odlisné zlozenie MF, ale aj odliSné poradie

elucie derivatov. Zmena MF vyvolava zmenu retenénych ¢asov analytov a zloZiek

matrice, ktoré budi v danom case eluovat. S analytom tak mohla reagovat ind cast

matrice, ktorej odozva v idnovom zdroji bola ina, tym padom aj ME boli za podmienok

HS odlisné od tych, ktoré boli stanovené za HR podmienok.

Tab. 5: Percentudlne vyjadrenie matricovych efektov v moci za HS a HR podmienok po ich nariedeni vyrdtanych

metodou porovnania smernic kalibracnych kriviek.

Matricové efekty

HS

a-T
B-T
y-T
6-T
ao-Ts
B-Ts
v-Ts
6-T3

66,4
-55,5

-52
58,7
-59,6
-45,3
41,8
-46,6

Zriedenie [%]
20x

-46,3
-45,5
-42,2
-46,9
-51,8

-40
-43,3
-27,5

50x

64,8
-32,5
-33
17,7
-47,8
-1,5
6,2
-0,36

100x

-61,2
-19,3
-24,6

17

-38,2
1,9
-15,2
1,6

HR

10x

-59,3
-16,1

-28
-21,8
-60,9
-34,6
-40,2
-56,6

20x

20
-10,8
23,2
29,7
-60,8
-35,3
-42,7

-44

Zriedenie [%]
50x

50,4
27,9
28,6
43,2
38,9
4,1
7,8
-13

100x

8,4
65
28,5
8,1
-7
29,8
-38,9
-34,9
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5.3 Uprava vzorky pomocou extrakcie z kvapaliny do kvapaliny
5.3.1 Optimalizacia metody

Na zaciatku optimalizacie metddy Upravy vzorky pomocou LLE bolo potrebné vybrat
vhodné rozpustadlo, vktorom by sa extrahovand zlozka t.j. nepolarne derivaty
vitaminu E prednostne rozpustala. PouZité boli Cisté nepolarne organické rozpustadla
aich zmesi. Volba rozpustadiel vyplyvala z lipofilnych vlastnosti derivatov, ktoré by
mali prechadzat do zvoleného nepolarneho rozpustadla, ¢im by doslo k odstraneniu
vplyvu matrice pri analyze. Skasali sa Cisté nepolarne rozpustadla ako heptan a hexan,

a ich zmesi s polarnejsim dichlormetanom v pomere 9:1 a 8:2.

Pri optimalizacii metddy bolo kazdé jedno rozpustadlo extrahované so vzorkou mocu,
ktora obsahovala Standardy T a T3z o koncentracii 0,5 ug/ml. Vzorky boli pripravené
v pomere STD:rozpustadlo 1:1 a 1:2, kazdd vzorka bola pripravena dvakrat. Nasledne
boli vzorky na trepacke premiesané pri troch odliSnych ¢asoch (5, 10 a 20 minut). Po
trepani boli vzorky podrobené centrifugacii, kde dosSlo k oddeleniu organickej vrstvy
obsahujucej Standardy od polarneho mocu. Z hladiska ¢asu analyzy HS a HR metdd (2,5

vs. 4,5) bola odobrand organicka vrstva analyzovand za podmienok HS metédy.

Ako najhorsia sa javila kombindcia heptanu s dichlormetanom v pomere 8:2, kedy
vytaznost nedosahovala ani 20% pri Ziadnych skusanych podmienkach (Obr. 32).
O nieco lepSie vysledky boli viditelné pri zmieSani hexanu s dichlormetanom (8:2), ked'
bol cas trepania 10 minut a pomer STD:rozpustadlo bol 1:1, ale ani tento vysledok

nebol dostacujuci (Obr. 32).

10,00

1 2 3 4 5 B 7 B
N ROZP 15 min I RCZP 1 10 min RCZP 1 20 min M RCZF 2 5 min
I ROZP 2 10 min RCZP 2 20 min

Obr. 32: VytazZnost derivdtov tokoferolov a tokotrienolov extrahovanych v rozpustadle heptan:dichlormetan 8:2
vpomere 1:1 a 1:2 po 5, 10 a 20 minutovom trepani za HS podmienok.
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Obr. 33: VytazZnost derivdtov tokoferolov a tokotrienolov extrahovanych v rozpustadle hexan:dichlormetan 8:2
vpomere 1:1a 1:2 po 5, 10 a 20 minutovom trepani za HS podmienok.

Heptan:dichlormetan (9:1) poskytoval najlepsie vysledky u vacésiny derivatov po 20
minutovom trepani pri pouZiti pomeru STD:rozpustadlo 1:2, y-T a 6-Ts nedosiahli 100%
vytaznost (Obr. 34). Zmes hexan a dichlormetan (9:1) nedokazala poskytnut 100%

vytaznost vsetkych derivatov pri Ziadnych zvolenych podmienkach (Obr. 35).
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Obr. 34: VytaZnost derivdtov tokoferolov a tokotrienolov extrahovanych v rozpustadle heptan:dichlormetan 9:1
vpomere 1:1a 1:2 po 5, 10 a 20 minutovom trepani za HS podmienok.
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Obr. 35: Vytaznost derivdtov tokoferolov a tokotrienolov o extrahovanych v rozpustadle hexan:dichlormetan 9:1
vpomere 1:1a 1:2 po 5, 10 a 20 minutovom trepani za HS podmienok.

Pri extrahovani hexanu do Standardu v pomere 2:1 sa vytaznost bez ohladu na cas
trepania pohybovala v priemere okolo 70%. Zmena pomeru STD:hexan na 1:1 priniesla
100% vytaznost iba y-T po 5 minitovom trepani. PouZitie hexanu u ostatnych derivatov
neprinieslo dostato¢nu vytaznost (Obr.36). Pri extrahovani Standardu s heptanom (1:2)
po 5 minUtovom trepani bola vytaznost takmer u vsetkych derivatov 100%, okrem B-
a 6-T. Jediné podmienky, pri ktorych bola vytaznost vsetkych derivatov nad 100% bol
heptan extrahovany so Standardom v pomere 2:1 (200 pl:100 pl) po 20 minutovom

trepani (Obr. 37), preto bol pouZity pri Uprave vzorky pred analyzou ME.
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Obr. 36: VytaZnost derivdtov tokoferolov a tokotrienolov o extrahovanych v rozpustadle hexan v pomere 1:1 a 1:2 po
5, 10 a 20 minutovom trepani za HS podmienok.
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Obr. 37: VytazZnost derivtov tokoferolov a tokotrienolov o extrahovanych v rozpustadle heptan v pomere 1:1 a 1:2
po 5, 10 a 20 minutovom trepani za HS podmienok.

Na zaklade toho, Ze najlepsie vysledky Upravy vzorky pomocou LLE poskytoval heptan
pridany kSTD (2:1) po 20 minutovom trepani, bol vplyv jednotlivych pouZitych

rozpustadiel porovnany prave pri tychto podmienkach (Obr. 38).
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Obr. 38: Porovnanie vytaznosti rozpustadiel pri extrakcii z kvapaliny do kvapaliny: rozpustadlo:STD v pomere 2:1, po
20 minutovom trepani na trepacke za HS podmienok.

Kazdé rozpustadlo bolo aplikované na dve vzorky o rovnakej koncentracii. Na zaklade
vyslednych ploch pikov boli vypocitané vytaznosti pre vsetky derivaty, vsetky casy
trepania aoba pomery STD krozpustadlu. Zaroven bola vypocitana RSD medzi
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vytaznostami tychto dvoch vzoriek, ktord poukazuje na opakovatelnost pri pouZiti
daného rozpustadla. Za idedlne hodnoty RSD sa povaZzuje hodnota < 10%. Vhodnost
pouZzitelnosti skimanych rozpustadiel pri 20 minitovom trepani vzorky extrahovanej
s rozpustadlom (1:1) zobrazuje Obr. 39, kde je vidiet, Ze rozpustadla ako HP:DCM 8:2
a HP:DCM 9:1 nemozZno brat do Uvahy pre ich velky rozptyl pri opakovom pouZiti.

Naopak RSD hexanu a heptanu je vidy pod 10%.
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Obr. 39: RSD LLE extrakcie pri pouZitych réznych rozpustadiel v pomere 2:1 za HS podmienok po 20 minutovom
trepani.

5.3.2 Vplyv LLE na ME

Po zvoleni vhodného rozpustadla, boli pripravené vzorky mocu so Standardmi na
piatich réznych koncentraénych hladinach (0,5 pg/ml, 1 pg/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml, 20
ug/ml). Tieto vzorky boli upravené spdésobom LLE za pouZitia Cistého heptanu ako
rozpustadla. Heptan (200 pl) bol pridany k matrici (100 pl) a vzorky boli podrobené 20
minutovému trepaniu avloZzené do centrifugy. Nasledne bola organicka faza
odpipetovand a analyzovana za HS podmienok na uréenie vytaznosti a matricovych

efektov.

Po Uprave vzorky mocu obsahujuceho standardy vitaminu E v piatich koncentracnych
hladinach prebehla HS analyza na stanovenie vytaznosti jednotlivych derivatov.
Z Obr. 40 vyplyva, Ze vytaznost derivatov bola prili$ nizka a pohybovala sa v priemere
okolo 57%. Nizke koncentracie vitaminu E v moci ako su 0,5 pug/ml a 1 pug/ml nebolo

mozné z dévodu citlivosti metddy vobec detekovat.
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Obr. 40: Vysledky analyzy vzoriek mocu po prave pomocou LLE za HS podmienok.
Z vypocitanych matricovych efektov (Obr. 41) je vidiet rozdiel vplyvu ME na odozvu
detektora v zdvislosti od koncentracie vitaminu E v moci. Ak bola koncentrdcia T a Tz
v moci 20 pg/ml bol efekt matrice v priemere -5% pre vsetky derivaty. Pri koncentracii
10 pg/ml efekt matrice potlacil odozvu troch derivatov o 16%. Zaujimavé vysledky
nastali, ked bola koncentricia derivatov 5 pg/ml, vtomto pripade nedoslo
k ovplyvneniu odozvy o viac ako 15% pri Ziadnom z derivatov, okrem &-T (-15,25%).
Vyrazny vplyv matrice nebol pozorovany ani pri koncentracii vitaminu E v moci rovnej 1
ug/ml, k potlaceniu odozvy o 19% doslo len u B-Ts. Pri koncentracii derivatov T a Tz 0,5

ug/ml bol vplyv matrice priblizne -23%.
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Obr. 41: Vysledky vplyvu koncentrdcie tokoferolov a tokotrienolov v moci na velkost ME po uprave vzorky LLE
a analyze za HS podmienok.
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6 Zaver

Vtejto praci sa podarilo potvrdit, Ze HS a HR metddy su nastavené optimalne
a rychlejsiu alebo UucinnejSiu metdédu sa vyvinut nepodarilo. Najlepsie vysledky
separdcie derivatov vitaminu E boli dosiahnuté za podmienok: CO2:MeOH/ACN (97:3)
pri prietoku 2 ml/min, nastrek 2 pl, Torus 2-PIC staciondarna faza, teplota kolony 40°C,

tlak 12,96 MPa. Cas analyzy bol 5 minut, ¢o je v porovnani s HS a HR viac.

V experimentalnej casti boli vyvinuté dve metddy na dpravu vzorky mocu
obsahujuceho vitamin E pre metédy HS a HR. Ako prvd bola optimalizovand metdda
riedenia, v ktorej sa ako najvhodnejsie rozpustadlo javil 75% ACN. Pri Uprave vzorky
pomocou LLE boli za najvhodnejsie podmienky Upravy zvoleny heptan ako rozpustadlo

v pomere so vzorkou mocu 2:1 a ¢as trepania 20 minut.

Na takto upravenych vzorkach bol testovany vplyv ME na odozvu detektora, kde bolo
dokdzané, Ze Uprava vzorky pomocou LLE nedokdzala pri koncentracii vitaminu E
vmoci < 0,5 pg/ml odstranit matricové efekty a poskytnut dostatoénu vytaznost
derivatov pri HS analyze. Takdto Uprava vzorky je vhodna pre moc¢ obsahujuci T a T3
v koncentrécii vyssej ako 0,5 pg/ml, kedy je vplyv matrice na vsetky derivaty

v rozmedzi + 15%.

V pripade analyzy nariedenej vzorky za HS podmienok sa ani po jej stondsobnom
zriedeni nepodarilo dosiahnut 100% vytaznost pri Ziadnej zo skusanych koncentracii.
Pri analyze za HR podmienok je moZné vzorky mocu upravit 50 nasobnym riedenim
v pripade, ak je koncentrécia vitaminu E nad 20 ug/ml, alebo 100 nasobnym riedenim,
ak je vitamin E v moci pritomny v koncentracii nad 5 pg/ml. Vzorky s koncentraciou

vitaminu E £ 0,5 ug/ml sa po stonasobnom zriedeni nedaju detekovat.

Z hladiska vytaznosti jednotlivych derivatov moZzno Upravu vzorky pomocou riedenia
povazovat za lepsiu, v pripade vplyvu ME na odozvu detektora sa ako vhodnejsia javila
Uprava pomocou LLE. Pre vyvoj optimalnej metddy Upravy vzorky by bola potrebna

dalsia optimalizacia.
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