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Seznam zkratek

SaMT 6-sulfatoxymelatonin

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie

LLE extrakce z kapaliny do kapaliny

SPE extrakce na pevné fazi

CE kapilarni elektroforéza

HaMT 6-hydroxymelatonin
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EIA enzymova imunoanalyza
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1. Uvod

Stale cCastéji se odborna i laicka vefejnost setkava s pojmem anti-aging medicine.
Tento novy medicinsky smér si dava za cil zkoumat moznosti zpomaleni procesu starnuti a
prodlouzeni kvalitn€ prozitého zivota. Latkou, ktera je v této souvislosti ¢asto diskutovana a
kterd by svymi u¢inky mohla pfispet ke zpomaleni starnuti, je i hormon melatonin. Pti velkém
z4jmu o tuto latku bylo pfesvéd¢ivé dokdzano, ze melatonin plsobi jako chronobiotikum.
Jeho ucinktl se dnes Vv nékterych zemich vyuziva v terapii nespavosti. Lze ocekavat, ze budou
nalezeny a seriozné potvrzeny i dalsi G€inky melatoninu na lidsky organismus. O melatoninu
se dokonce spekuluje jako o zazra¢ném I€ku 21. stoleti.

Vétsimu vyuziti melatoninu v praxi zatim brani absence jednoduché a finan¢né
nenaro¢né metody stanoveni této latky. O nalezeni takové metody se snaZi rovnéZ pracovnici
Katedry biofyziky a fyzikadlni chemie Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové, kde je
predmétem intenzivniho studia stanoveni melatoninu pomoci jeho majoritniho metabolitu 6-

sulfatoxymelatoninu.



2. Cil prace

Cilem teoretické ¢asti diplomové prace je podat uceleny pirehled vysledka, kterych
bylo v poslednich letech dosazeno pii studiu analytickych vlastnosti 6-sulfatoxymelatoninu
(SaMT) pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) na ptdé Katedry biofyziky
a fyzikalni chemie Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové.

Teoreticka ¢ast je ¢lenéna do nékolika oddilt. Po tvodnim seznameni s problematikou
melatoninu a komplikacemi pii stanoveni SaMT nasleduje kapitola vénovana HPLC,
predstaveni metody a piedev§im pak optimalizaci chromatografickych podminek analyzy
SaMT. Prace dale informuje o moznostech pied¢isténi moci jako biologického materidlu a
srovnava metodu extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE) s extrakci na pevné fazi (SPE)
Z hlediska vhodnosti pro zakoncentrovani SaMT. Pficemz vétsi pozornost je vénovana SPE,
nebot” pochopeni jejich teoretickych zakladi je nezbytné pro experimentdlni Cast. Zaver
teoretické casti predstavuje kapilarni elektroforézu (CE) jako velmi perspektivni metodu
stanoveni SaMT.

Cilem experimentélni ¢asti této prace bylo pomoci SPE pfipravit vzorek moci tak, aby
byl pouzitelny pro naslednou kvalitativni a kvantitativni HPLC, resp. CE analyzu SaMT.
Snazila jsem se nalézt bud sorbent, ktery by umoznil selektivni sorpci SaMT z moci, jeho
zakoncentrovani a ndslednou kvantitativni eluci, nebo sorbent, ktery by naopak zadrzel
balastni latky a samotny SaMT by protekl a byl zakoncentrovan na dalsi kolonce.

V navaznosti na prace V. Kosikové a S. PiSové a K. Klimankové jsem se zaméfila na
ty SPE kolonky, které se osvédCily pii extrakci standardu SaMT z vodného roztoku a jesté
nebyly testovany se vzorkem redlné moci ( Waters Oasis HLB a Strata NH; ) a rovnéz na

nové, jesté netestované kolonky ( Supelco DSC-CN a Supelco DSC-MCAX).



3. Teoreticka Cast

3.1 Melatonin

Melatonin je latka s media¢nim plisobenim na centralni nervovou soustavu. Poprvé byl
izolovan v roce 1958 A. Lernerem a spol. z hovézi epifyzy' . Byl nalezen také v rostlinach a
obsahuji ho bezobratli, plazi, ptaci, savci i ¢loveék. Jiz dlouho jsou intenzivné zkoumany jeho
vlastnosti a tloha v organismu. Podminkou jeho mozného terapeutického vyuziti je ovSem
nalezeni jednoduché a rychlé metody stanoveni. Kvantitativni stanoveni melatoninu je vSak
omezeno jeho nizkymi fyziologickymi hladinami (pg/ml). Proto se do popfedi zajmu dostava
stanoveni pomoci jeho metabolitu 6-sulfatoxymelatoninu (SaMT), ktery je obsazen v ranni

moc¢i v mnozstvi fadove desitek pg.
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Obr. 1: Strukturni vzorec melatoninu

3.1.1. Funkce melatoninu v organismu

Melatonin je hormon, jehoz tvorba podléha vyrazné cirkadialni rytmicité. V organismu
se uplatiiuje jednak hormondlnim plsobenim na hypofyzu a hypotalamus, ¢imz moduluje
endokrinni systém a ovliviiuje tak tvorbu a uvoliovani dalSich hormont, a jednak pfimym
plusobenim na tkané a buiiky. Prokézéna je u€innost melatoninu jako chronobiotika. Hraje
dilezitou roli v udrzovani normélniho biorytmu organismu, zejména cyklu spani a bdéni. Je
pouzivan k oSetfeni poruch spanku zplsobenych posunem casovych péasem pfi
transkontinentalnich letech®. TaktéZ pozitivné ovliviiuje proces starnuti stimulaci imunitniho
systému, kardioprotektivnimi vlastnostmi, podporou reparacnich procesti a stabilizaci

biologickych rytma®.



3.1.2. Syntéza a vylu€ovani melatoninu

Melatonin je sloucenina idolové struktury, N-acetyl-5-hydroxytryptamin. Jeho
biosyntéza zaCina tryptofanem, ktery vstupuje =z cirkulace do pinealocyti, kde je
hydroxylovan tryptofanhydroxylazou na 5-hydroxytryptamin (serotonin, 5-HT). Serotonin je
acetylovan ~ N-acetyltransferazou na N-acetylserotonin. Metylaci N-acetylserotoninu
enzymem hydroxyindol-O-metyltransferazou vznika melatonin, pfi¢emzZ donorem metylu je
S-adenosylmethionin®.

Syntéza melatoninu probihd v epifyze, nasledné¢ dochazi k jeho uvolnéni do krve a
mozkomisni tekutiny. Sekrece melatoninu je mnohonasobné vyS$i v noci nez ve dne a
produkce je inhibovana svétlem. Je to dano aktivitou enzymu N-acetyltransferazy, ktera
vykazuje vyrazny diurnalni rytmus s maximem v tmavé periodé”.

Melatonin je z 90% metabolizovan v jatrech na hlavni metabolit 6-hydroxymelatonin
(HaMT) a c¢asteéné na N-acetylserotonin. Metabolity jsou z organismu vylu¢ovany témeéft
vyhradn& moé&i a to ve formé svych konjugatil, majoritniho sulfatu a minoritniho glukuronidu’

(viz. Obr. 2).
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CHCHNH, COOH Ohr. 2: Syntéza a odbourdvani melatoning
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3.1.3. Zpisob stanoveni melatoninu

Stanoveni melatoninu z biologického materidlu je spojeno s tadou problémd.
Limitujicim faktorem stanoveni jsou ptredevsim jeho velmi nizké fyziologické hladiny (fadové
desitky pg/ml) a také jeho rychla metabolizace. Dal$im problémem je urceni doby odbéru
vzorku, nebot’ maximum jeho sekrece nastava v noci mezi 24.-3. hodinou a porovnani takto
ziskanych vzork riznych jedincti mize byt diky tomu ponékud zkresleno.

Je vSak prokéza’m04, ze mnozstvi 6-sulfatoxymelatoninu (SaMT), neboli sulfatového
konjugatu 6-hydroxymelatoninu, vranni moc¢i dobie koreluje s celkovym mnozstvim
melatoninu vylou¢eného za noc epifyzou. Vice nez 80% denni produkce SaMT je vylouceno
Vprvni ranni moci po probuzeni.5. Diky korelaci mezi mnozstvim melatoninu a 6-

sulfatoxymelatoninu se pozornost pfesouva zejména ke stanoveni tohoto metabolitu.

3.1.4. 6-sulfatoxymelatonin (SaMT)

Sulfatoxymelatonin je ester kyseliny sirové s hydroxymelatoninem. SaMT je silny

elektrolyt. Jeho pK se pohybuje kolem hodnoty 1 a je pln€ disociovany v celé oblasti pH.

CH,—CH,—NH —COCH,

Ml O
AN
o
\ 0 b
s
HO™
O

Obr.3: Strukturni vzorec 6-sulfatoxymelatoninu

3.1.5. Syntéza standardu 6-sulfatoxymelatoninu

Syntéza SaMT vychazi z 6-hydroxymelatoninu®’, ktery reaguje pii 0°C s kyselinou
chlorsulfonovou v prostfedi dimethylformamidu (DMF). Vznikly sulfat je okamzité izolovan
sloupcovou chromatografii na florisilu. Pfi pfipravé vlastniho SaMT je nejvétsim problémem

nestabilita produktu za podminek izolace sloupcovou chromatografii.
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3.1.6. Metody stanoveni SaMT

Rutinni Stanoveni SaMT v moci je popsdno zejména imunologickymi metodami
(RIA®*? a  (EIA). Takové stanoveni je nakladné a dostupné jen na specializovanych
pracovistich. Mozné je i uziti chromatografickych metod (GC-MS)** a (LC-MS)" po
predchozi dekonjugaci.

Ptimé stanoveni SaMT pomoci HPLC neni dosud popsano. Vyvinuti takového
postupu by znamenalo zasadni priilom ve studiu melatoninu, nebot” HPLC je metoda relativné
levna a dostupné ve vsech laboratofich. Na rozdil od vySe zminénych metod by soucasn¢ se
SaMT umoznila sledovat prekurzory, respektive dal$i metabolity.

V soucasnosti se do popiedi zajmu dostava rovnéz stanoveni SaMT prostiednictvim

kapiléarni elektroforézy (CE)"**.
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3.2. Stanoveni SaMT pomoci HPLC

V uvodu je nutno zdiraznit, ze HPLC analyza vysoce polarnich latek, tedy 1 SaMT je
problematicka. Komplikace plisobi pfedevsim nizka retence téchto latek na reverznich fazich.
Byly vSak publikovany prace, které pomoci HPLC stanovily latky obdobné polarity jako

SaMT, napf. prace *°. Stanoveni SaMT ma v3ak i jin4 uskali.

3.2.1. Komplikace p¥i stanoveni SaMT

m Nizké koncentrace SaMT v mo¢i jsou zasadnim problémem, nebot’ se pohybuji na
hranici, respektive pod hranici limitu detekovatelnosti na UV 1 fluorescenénim detektoru.
Ponévadz pokusy o derivatizaci idolového kruhu nebyly uspésné a vedly jen k malému
zvyseni citlivosti detekce'’, je nutné pro HPLC stanoveni SaMT zakoncentrovat vzorek pred
analyzou pomoci LLE ¢i SPE.

m Interference s polarnimi latkami v moci vede ke hledani vhodné stacionarni a

mobilni faze a pouziti LLE ¢i SPE pro odstranéni balastu.

flunrescendéni |

/'Idetektnr

derivatizace |

liit detekce

LLE |

zakoncentrowvani

=PE

rnobilni faze

optimalizace HPLC
stacionami faze|
LLE
predEigténi
=PE

Obr. 4: Komplikace pii HPLC stanoveni SaMT
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3.2.2. Optimalizace podminek stanoveni SaMT

m Nalezeni vhodnych chromatografickych podminek je prvnim krokem k detekci
SaMT pomoci HPLC. Je nutné nalézt takovou stacionarni a mobilni fazi, které zajisti vysokou
retenci SaMT na kolong, rozumny retencni ¢as SaMT a symetricky pik SaMT.

m Nalezeni vhodné metody pred¢iSténi moci a zakoncentrovani SaMT pred HPLC
analyzou tak, aby byl na chromatografickém zdznamu detekovatelny, jasné rozeznatelny a

s ni¢im neinterferujici pik SaMT, ktery kvantitativné odpovida obsahu SaMT v moci.

[ vodny roztok SamT |

detektor

v fluorescencni|

[Optimalizace HPLC

mohilni faze

\|stacinnérni faze | reverzni faze

L 4
vodny roztok SahdT/
realny vzorek modi

//vl LLE | organicka rozpougtédia)
pfedZigténi a

zakoncentrovani maobilni faze
SPE

stacionarni faze

[ HPLC |

Obr. 5: Postup optimalizace chromatografickych podminek HPLC stanoveni SaMT
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3.3. Vysokoucinna kapalinova chromatografie

3.3.1 Predstaveni HPLC

Vysokouc¢innd kapalinova chromatografie (HPLC) je separa¢ni metoda, pii které
dochazi k rozdé€leni slozek analyzované smési mezi dvé vzijemné nemisitelné faze. Pevna,
stacionarni faze ma schopnost riznou mérou zadrzovat jednotlivé slozky analytu. Kapalna
mobilni faze tyto slozky ze staciondrni faze eluuje a odnasi ve sméru toku. Pfi
chromatografickém procesu se tak ustavuje dynamicka rovnovdha mezi vratnou sorpci na
staciondrni fazi a desorpci do mobilni fiaze. Analyzovana smés je protlacovand kolonou
tlakem mobilni faze a latky, které se vazi pevnéji na sorbent stacionarni faze, prostupuji
kolonou pomaleji nez slabé se adsorbujici slouceniny. K oddéleni slozek mezi fazemi lze
vyuzit vSech vratnych dvoufazovych separacnich mechanismi (adsorpce, rozdé¢lovani,
iontova vymeéna, sitovy efekt gelu).

Diky témto moznostem lze nalézt selektivni a UCinny chromatograficky systém
k déleni smési pievazné vétSiny organickych latek. HPLC ovSem klade velké naroky na
optimalizaci chromatografickych podminek umoziujicich rozd€leni smési latek

v komplikovaném biologickém materidlu.

3.3.1.1. Prehled zakladnich druhu sorbentu

[ 24

mezi pevnou a kapalnou fazi. Ucinnost separace pifi HPLC zavisi pfedev§im na typu

pouzitého sorbentu.

m Chromatografie na reverznich fazich

Chromatografie na reverznich fazich je v soucasnosti nejpouZivanéj$i metodou.
Vyuziva se k zachyceni polarnich organickych latek na nepolarni sorbent, kterym je silikagel
S navazanymi alkylovymi fetézci. NejCastéji se jednd o oktadecylové skupiny, déle se
pouzivaji skupiny oktylové. Mobilni fazi jsou poldrni organickd rozpoustédla, nejcastéji

methanol, acetonitril a tetrahydrofuran.
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m Chromatografie na normalnich fazich

Normalni faze slouzi k zachyceni polarnich latek z nepolarni mobilni faze pomoci
adsorpce na polarni stacionarni fazi. Siroce pouzivanym sorbentem je silikagel. Na principu
chromatografie na normalnich fazich funguji napt. i kyanokolony ¢i diolkolony, které jsou
tvotfeny silikagelem se zabudovanou polarni funkcni skupinou. Jako mobilni faze se vyuziva
smési nepolarnich rozpoustédel, napf. izopropylalkohol-hexan. Kyanokolony mohou byt

pouzity rovnéz jako reverzni faze.

m Iontové vyménna chromatografie

Iontoméni¢ové sorbenty jsou urCeny pro analyzu latek iontové povahy. K adsorpci
dochazi diky elektrostatickym pfitazlivym sildm mezi opac¢né nabitymi funkénimi skupinami
analytu a sorbentu.

Kationické iontoménice zachycuji kladné€ nabité slou€eniny. Silné iontoménice
obsahuji sulfonovou skupinu, slabé pak skupinu karboxylovou. Anionické iontomeénice
zachycuji zaporn¢ nabité slouceniny. Silné iontoménice nesou kvarterni amoniovou skupinu
a slabé sekundarni aminovou skupinu nebo skupinu aminopropylovou. Volba mobilni faze je

empiricka (obvykle 10-100mM pufry).

m HILIC chromatografie
The Hydrophylic Interaction Chromatography je nepfili$ rozsifena metoda zalozena na
principu hydrofilni interakce. Zdkladnim principem je rozdé¢leni analyti do povrchové vrstvy

stacionarni faze, ktera je vysoce obohacena vodou.

3.3.1.2. Detektory pro HPLC
Pro HPLC analyzu je charakteristickéd vysoka citlivost detekce. Na katedie biofyziky a

fyzikdlni chemie jsou pouzivané nize uvedené detektory, které jsou schopné stanovit latky
pfitomné v fadu pg az ng/ml.
m UV-VIS detekce patii mezi nejbéznéjsi metody

m fluorescen¢ni detekce se upiednostituje pii analyze latek o nizkych koncentracich

17



3.3.1.3. Elu¢ni parametry

m Reten¢ni ¢as (tr) je doba, za kterou latka od okamziku nastfiku prostoupi kolonu a
je zaznamenana detektorem v podobé chromatografického piku. Hodnota tr je v daném
systému stacionarni-mobilni faze zavisla na fyzikalné-chemickych vlastnostech analytu.

m Mrtvy ¢as (ty) je oznaCeni pro retenéni Cas latky, ktera se nesorbuje a prostupuje
kolonou stejné rychle jako mobilni faze.

m Reten¢ni faktor (R) je pomér mrtvého retenéniho Casu a retenc¢niho Casu latky A.
muze nabyvat hodnot 0 az 1, pficemz pro chromatografickou separaci je ucelné, aby se R
pohybovalo mezi 0,2 - 0,8.

m Faktor symetrie piku (As) zavisi na vysce a Sifce chromatografického piku. Idealni
symetrie piku je dosazena pti hodnoté 1,0. Pokud je faktor symetrie mensi nez 1,0 znamena

to, ze pik frontuje. V pripad¢, ze je faktor symetrie vétsi nez 1,0 hovotime o chvostovani.

3.3.1.4. Faktory ovliviiujici HPLC na reverznich fazich

m Kvalita sorbentu, tj. jeho velikost, stejnomérnost, tvar a porozita ¢astic ovliviiuji
separa¢ni uéinnost kolony. Cim mensi a stejnomé&mé;jsi jsou Eastice stacionarni faze, tim vétsi
je ucinna plocha kolony.

m Rychlost pritoku mobilni faze kolonou ovlivituje dobu analyzy. Mobilni faze je
cerpana vysokotlakym cerpadlem, které musi umoznit konstantni bezpulzni tok mobilni faze o
malé rychlosti (0,1-10 ml/min) za vysokého tlaku az 40 MPa. ZvySenim pritoku mobilni faze
kolonou dojde ke zkraceni doby analyzy.

m SloZeni mobilni faze ma vliv na retenci latky na kolon¢. Retencni Cas analytu na
reverzni fazi je mozno zvysit redukci objemu organické slozky v mobilni fazi. Pii déleni
smési latek, jejichz elu¢ni parametry se pfiliS neli$i, se pouziva izokratickd eluce
S konstantnim sloZenim mobilni faze. Gradientova eluce je pak vhodnd pro separaci latek
S rozdilnymi elu¢nimi parametry.

m Hodnota pH mobilni faze vyznamné ovliviiuje disociaci kyselych a zasaditych
latek. Pro analyzu kyselych sloucenin je vhodné nizké pH 2-3, pfi kterém je potlacena jejich
disociace a jsou tak snadné&ji zadrZeny v systému reverznich fazi. Analyza bazickych latek na

reverznich fazich si zada hodnoty pH>8.
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3.3.2. Optimalizace chromatografickych podminek analyzy
SaMT

S cilem najit takovou stacionarni a mobilni fazi, které by umoznily co nejlepsi sorpci
standardu SaMT z vodného roztoku byly na katedie biofyziky a fyzikalni chemie testovany
kolony Zr Carbon C18, ABZ" Supelcosil, Discovery Cyano, C18 Supelcosil. Touto
problematikou se zabyvaly diplomové a rigorézni prace S.Pisové™, H. Staiikové™, A.

Mareskové?® a K. Klimankové?! .

3.3.2.1. Zr Carbon C18

Tato kolona se skldda z oktadecylového fetézce vazaného na ZrO,. Na rozdil od
reverzni C18 se Zr Carbon C18 vyznaCuje kombinaci reverzni faze a iontovyménného
mechanismu. Atom Zr ma volné elektronové d-orbitaly, a interaguje proto s donorem
elektrond, kterym mohou byt fosfore¢nanové aniony mobilni faze. Na adsorbované
fosfore€nanové aniony jsou pak iontovymeénnym mechanismem poutdny kationy analytu. Na
rozdil od silikagelové kolony je mozné zirkonovou kolonu vyuzit v celém rozsahu pH a pfti

mnohem vysSich teplotach.

S. PiSova ve své rigor6zni praci'® testovala za fluorescenéni detekce mobilni fazi 20
mM K3PO4:ACN 1:1 a dale mobilni fazi 20 mM K3PO4:ACN:THF o pomeérech 50:45:5 a
120:36:4 a 20:1:1 vzdy o pH 11,15. SaMT byl eluovan s mrtvym objemem, ale zaroven
vyrazné chvostoval.. Snizovani pH na hodnoty 4,41 a 1,87 nevedlo k prodlouZeni reten¢niho
Casu. Neperspektivni se ukazaly rovnéZ mobilni faze 20 mM K3PO4:MeOH v pomérech 1:1,
1,5:1 a 2:1 vzdy o pH 11,15 a 20 mM K3PO4: THF v pomérech 10:1, 20:1 a 100:1 o pH
11,15. Chvostovani piku nebylo omezeno ani za zvySené teploty. ZvySovani teploty nemélo
rovnéz vliv na tvar piku SaMT u mobilnich fazi 20 mM Na,;B,O;:ACN 1:1 o pH 9,43, 20
mM Na,B,O7:THF 1:10pH 9,43a220 mM KHCO3;:ACN 1:1 0 pH 8,57.

Na hledani optimalni mobilni faze navazala diplomovéa prace A. Mareskové®. P
pouziti 20 mM K3PO,4:THF 4:1 0 pH 10,4 se SaMT opét eluoval v mrtvém Case. Pfi zméné
poméru 20 mM K3PO,: THF na 10:3 a 13:1 doslo k prodlouzeni reten¢niho ¢asu SaMT za
cenu chvostovani piku. ZvySeni teploty ponckud omezilo chvostovani, ale se vzrastajici

teplotou se zkracoval retencni ¢as SaMT.
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Pii testovani mobilni faze 20 mM KHCO3: THF 4:1 o pH 8,85 se SaMT eluoval jiz
vV mrtvém ¢ase. Po zmén€ poméru na 6:1 a 15,6:1 dochazelo ke chvostovani pikti. Tomu bylo
zabranéno zvysenim teploty, ale za cenu zkracovani reten¢nich casi.

Kolona Zr Carbon se pro HPLC analyzu SaMT ukazala byt zcela nevhodnou.
Zasadnim problémem byl pfili§ kratky retencni Cas analytu a chvostovani pikli. Ke zlepsSeni

retence nevedlo ani zvyseni teploty a tiprava pH.

3.3.2.2. ABZ" Supelcosil

ABZ" Supelcosil je kolona na bazi silikagelu s nepolarnim uhlikatym fetézcem C18 se

zabudovanou amidovou skupinou. Jedna se o reverzni fazi.

Pfi hledani optimalniho p¥idavku pufru do mobilni faze byly K. Klikankovou® za UV
detekce testovany nasledujici smési: ACN:KH,PO, 1:6, ACN:KH,PO4+TEA 1:18,
ACN:H,0 2:3 a MeOH:H,0 1:6, pfi¢emz ani u jedné z nich nebyla dosazena potfebna
retence analytu.

Sledovani vlivu pH a pfidavku THF do mobilni faze prob&hlo u ACN:(NH4),HPO,
1:18 o pH 8,2; ACN:(NH4);HPO4+TEA 1:18 0 pH 7,9; ACN:(NH,);HPO,:THF 1:18:0,1 o
pH 8,2. Potvrdilo se, ze mald zména pH nema vliv na separaci. Pfidavek THF snizil retenci a
zlepsil asymetrii piku i u€innost analyzy.

Ke studiu vlivu pfidavku THF a MeOH do mobilni faze byly pouZity
ACN:CH3;COONH, 1:10, ACN:CH3COONH, 1:18, ACN:CH3COONH,4: THF 1:18:0,1 a
ACN:CH3;COONH4:MeOH 1:18:0,1. Se snizujicim se podilem ACN se zvysSovala retence
analytu, pficemz vSak nedochéazelo ke zméné asymetrie a u¢innosti. Pfidavek THF vyrazng
zlepsil asymetrii a u€innost a zaroven nedoslo k vyraznym diferencim v retenci.

Vliv koncentrace pufru v mobilni fazi na separaci SaMT byl sledovan u 10mM
(NH4),HPO,4 0 pH 8,07, 100mM (NH,4);HPO, 0 pH 8,13 a 300mM (NH,),HPO, o pH 8,009.
Se zvysujici se koncentraci pufru se zlepSovala symetrie pikli a souasné mirn¢ rostla ti¢innost
separace. Retence analytu na kolong ziistala beze zmény.

Jako nejlepsi mobilni faze byla posouzena smés 100 mM (NH,4);HPO,4,:ACN 18:1 a s

ni provedena analyza realného vzorku moci.
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3.3.2.3. Discovery Cyano

Tuto kolonu obsahujici kyanopropylové skupiny vazané na SiO, lze podle typu
mobilni faze pouzit jak pro HPLC na normalni, tak na reverzni fazi. Jako ostatni kolony
plnéné silikagelem je ur¢ena pro rozmezi pH 2-8.

Mobilni faze 100mM KH;PO4:MeOH v poméru 18:1 a 10:1 vzdy s pridavkem 1%
kyseliny octové nevedly k zadrzeni SaMT*®. Rovn&Z mobilni faze 100mM NH,Ac:MeOH
v poméru 5:1 spifidavkem kyseliny octové, UspéSn¢ vyuzivana pii separaci indolovych
derivati na C18 vazanych fézichlg, se neosvédcila, nebot’ SaMT se nezadrzel®. Pfi pouziti 50
mM NH Ac:MeOH 18:1 o pH 4,3 byl retenéni ¢as SaMT 8,8 min®. P¥ né&kolikrat
opakovanych pokusech se v8ak ménil tvar piku. Téchto vysledkid bylo dosazeno za UV
detekce.

Z provedenych méfeni se jako nejvhodnéjsi, ne vSak zcela uspokojivé jevilo pouziti

mobilni faze 50 MM KH;PO, :MeOH 18:1 o pH 4,3.

3.3.2.4. C18 Supelcosil

Pouzitim 50mM NH4Ac:MeOH 5:1 nebylo dosaZeno piesvéd&ivych vysledka'.
Mobilni faze 100mM NHiAc:MeOH 5:1 a piinesla dil¢i uspéch, kdyz byl retencni cCas
SaMT 14,29 min. Obdobného vysledku bylo dosazeno pii pouziti UV i fluorescenéni

detekce®®,

3.3.2.5. Zavér

Kolona Zr Carbon C18 se viibec neosvédcila, nebot’ SaMT se na koloné zadrzoval jen
minimalné, latky v moci prakticky nebyly separovany a zaroven dochéazelo k vyraznému
chvostovani pikd. Pfi pouziti ABZ" Supelcosil, Discovery Cyano a C18 Supelcosil bylo
dosaZzeno separace latek obsaZenych v moc€i, pomérné uspokojivé retence SaMT a ponckud
lepSiho tvaru piku SaMT neZ na koloné Zr Carbon C18, nicméné vzhledem k nedostatecné
citlivosti a specificnosti UV 1 fluorescencni detekce bylo mozné za téchto podminek provést

pouze kvalitativni stanoveni SaMT ve vzorku ranni mo¢i.

Kolona Mobilni faze Detektor tr SAMT
ABZ" Supelcosil 100mM (NH,4),HPO4:ACN 18:1 uv 13 min
Discovery Cyano 50mM KH,PO4,:MeOH 18:1 uv 8,8 min

C18 Supelcosil 100mM NH;Ac:MeOH 5:1 uv 14,3 min

Tab. 1: Srovnani jednotlivych HPLC kolon pro stanovena SaMT v moci
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3.4. Extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE)
3.4.1. Predstaveni metody

Tato metoda je zalozend na rozdéleni latek obsazenych v matrix mezi dvé vzajemné
nemisitelna rozpoustddla na zaklad® jejich rozdilné rozpustnosti v obou rozpoustédlech?.
Obvykle se jedna o vytiepani vodného biologického materidlu organickym rozpoustédlem.

Uginnost extrakce zavisi predev§im na rozdélovacim koeficientu latky v obou fazich,
pfi¢emz pii hodnotach vyssich nez 1 prechazi latka spontanné do organické faze. Vyznamnym
faktorem je rovnéz pH vodné matrix. Pfi hodnotach nizSich nez pH 5 prechazeji do
organického rozpoustédla mnohé kyselé latky, jejichz disociace je za téchto podminek
potlacena. Obdobné je extrakce alkalii usnadnéna pii pH vyS$im nez 7.

Nevyhodou LLE je nutnost pouziti velkych objemil extrakénich rozpoustédel, nizka
citlivost, tvorba emulzi, ¢asova naro¢nost a obtiznd automatizace. Nizka citlivost metody
mize byt zvySena odpafenim Casti rozpoustédla, tento krok vSak cCasto vede ke ztratdm

analytu®,

3.4.2. Zakoncentrovani SaMT ve vodné fazi

Ptedpokladem pro pouziti této metody je fakt, ze pfi vytfepani moci jako vodného
biologického materidlu organickym rozpoustédlem nepiechdzi vysoce polarni molekula
SaMT na rozdil od méné poléarnich slozek do organické faze a ziistdva ve fazi vodné. Timto
postupem je proto mozné zbavit mo¢ méné polarnich necistot, které castecné prejdou do
organické faze. Vhodné zvolenou smési organickych rozpoustédel je navic mozné docilit
toho, Ze tato rozpoustédla pojmou i ¢ast vody, a dojde tak ke sniZeni objemu vodné faze a
zakoncentrovani SaMT ve zbylé vodné fazi.

A. Mareskova® se ve své diplomové praci snazila najit optimalni pomér organickych

rozpoustédel acetonitril, ethylacetat a butanol.

Praktické provedeni

K analyzam A. Mareskova® pouzivala denni mo¢ s pfidavkem standardu SaMT o
rizné koncentraci. Ke 3 ml tohoto roztoku byly postupné piidavany acetonitril, ethylacetat a
butanol v nize uvedenych pomérech. Spojené vodné vyttepky byly nasledné centrifugovany.

Organické faze byly vakuove odpateny a suchy produkt rozpustén v methanolu.
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Nasledovala HPLC analyza obou frakei pti téchto chromatografickych podminkéach:
mobilni faze 50 mM KH,PO4,:MeOH (18:1) o pH 4,35, kolona Discovery Cyano, prutok

mobilni faze 1,0 ml/min, detekce UV detektorem o vlnové délce 225 nm.

V organické fazi nebyla ani pii jedné detekci zjiSténa pfitomnost SaMT, a proto se
nasledujici vysledky vztahuji k analyzam faze vodné.

Pii pouziti rozpoustédel acetonitril, ethylacetat a butanol v poméru 0,5:5:3 a
nasledném zvysSeni objemu acetonitrilu na 1:5:3 nedoslo ke snizeni objemu vodné faze.

Pti hledani optimalniho objemu butanolu od poméru 1,5:15:3 pres 1,5:15:6 po
1,5:15:9 bylo pozorovano postupné ubyvani objemu vodné faze. Opakovani pokust
v pomérech 0,5:15:3, 0,5:15:6 a 0,5:15:9 potvrdilo piedchozi zjisténi, tj. snizeni mnozstvi
vodné faze se vzristajicim objemem pouzitého butanolu vedouci az k Gplné ztraté vodné faze
pii objemu 9 ml.

Poslednim obménovanym rozpoustédlem byl ethylacetat. Mezi poméry 0,5:5:3 a

0,5:5:6 v porovnani s 0,5:15:3 a 0,5:15:6 nebyly vyraznéjsi rozdily.

Zavér

Jedna se obtizné reprodukovatelnou a na provedeni naro¢nou metodou, kterd se pro
upravu moci nehodi. Bylo docileno jen k nepatrného sniZzeni objemu vodné faze. Sice byly
odstranény nékteré méné polarni balasty, ale zaroven  dochazelo krozkladu SaMT

V pouzitych rozpoustédlech.
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3.5. Extrakce na pevné fazi

3.5.1. Predstaveni metody

Extrakce na pevné fazi (SPE) je separacni technika zalozena na stejném principu jako
LLE, tj. na rozdéleni slozek matrice mezi dvé vzajemné nemisitelné faze. Pii extrakci jsou
latky obsazené ve vzorku rozd€leny mezi pevnou a kapalnou fazi, pficemz je analyzovana
latka selektivné adsorbovana na povrch sorbentu. Pied vlastni aplikaci vzorku je nutno
sorbent aktivovat vhodnym rozpoustédlem, aby byl zajistén maximalni kontakt mezi obéma
fazemi. Na pevné fazi se vedle analytu zadrzi i dalsi slouceniny, a proto nasleduje promyvani
sorbentu s cilem odstranit nezadouci soucasti vzorku. Za pomoci vhodného rozpoustédla
dochézi k opétovnému uvolnéni balastnich latek, zatimco analyt musi zlstat adsorbovéan. Ve
findlnim kroku se vhodnym rozpoustédlem selektivné eluuje analyzovana sloucenina.

SPE je metodou jednoduchou a rychlou. Vyhodou je potfeba pouze malych objemu
vzorkli a rozpoustédel a moznost automatizace celého procesu. Mezi nevyhody patii
predevsim pfitomnost kompetitivnich procesi v systému vzorek-sorbent, které mohou vést az
k pfetizeni a ucpani kolonky. Rozdilné vlastnosti stejnych typi sorbenti od riznych
dodavatelli nebo dokonce odlisnosti stejnych serii od jednoho dodavatele snizuji v nékterych

ptipadech vyznamné reprodukovatelnost.

3.5.1.1. Piehled hlavnich interak¢énich mechanismu

K zadrZeni zkoumané latky dochézi diky nize zminénym interakcim mezi analytem a
sorbentem:

m  Van der Waalsovy sily jsou nespecifické pfitazlivé sily vzajemné pusobici mezi
nepolarnimi funkcénimi skupinami. Oznacuji se téz jako hydrofobni a jejich silu lze zvysit
V polarnim prostiedi.

m Polarni interakce zahrnuji vodikové vazby, interakce dip6l-dipdl a dipol-
indukovany dipol. Jsou silngj$i nez nepolarni interakce. Jejich pusobeni roste v nepolarnim
prostredi.

m  Elektrostatické sily patii velmi silné interakce uplatitujici se u iontovych
sloucenin.

m  Kovalentni vazby jsou nejsilnéjsi vazby a pii SPE se tvofi vzacné.
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3.5.1.2. Prehled zakladnich druhu sorbentu

vvvvvv

mezi pevnou a kapalnou fazi a nasledné selektivni uvolnéni predcisténého a
zakoncentrovaného analytu z pevné faze. Jednotlivé druhy sorbentli se mezi sebou mohou

kombinovat pro zlepSeni vlastnosti SPE.

Reverzni faze

Reverzni faze se pouzivaji k zachyceni organickych latek z polarni kapalné faze na
nepolarni sorbent na zakladé ptisobeni slabych Van der Waalsovych sil. Elu¢ni rozpoustédla
jsou organicka, predevsim methanol.

m uhlikaté sorbenty: aktivni uhlik, porézni a grafitovy uhlik, uhlikové pryskyfice.
Jsou stalé v Sirokém rozmezi pH a Ize je vyuzit i pro extrakci velmi polarnich latek.

m polymerni sorbenty: kopolymer styren-divivinylbenzen ma vysokou afinitu
k nepolarnim latkam, akrylatové polymery maji diky vyssi polarité vyssi afinitu k polarnim
sloucenindm, polyuretany maji charakter slabych iontoménici, konkrétné anexti.

m faze vazané na SiO; jSOu nejvice pouzivanymi sorbenty pro SPE. Vznikaji
navazanim pfislusné alkylové nebo arylové skupiny na silanolovou funkéni skupinu
silikagelu. NejCastéji vazanou fazi tvori oktadecylové skupiny, dale se vyskytuji oktylové,
cyklohexylové, fenylové a kyanopropylové faze. Faze vazané na SiO; jsou vhodné pro
extrakci polarnich 1 nepolarnich latek, jsou stabilni viici organickym rozpous§tédlim i kyselym

roztokdm.

Normalni faze

Normalni faze slouzi kextrakci polarnich latek rozpuSténych v nepolarnim
rozpoustédle pomoci adsorpce na poldrni sorbent. Vazba je zprostiedkovdna interakcemi
dip6l-dipdl, vodikovymi vazbami nebo m-m interakcemi. Analyt je uvolnén rozpoustédlem a
vy$$i elu€ni silou, naptf. methanolem.

m oxid hlinity, oxid kiemicity a kifemicitan hofefnaty na sebe ireversibilné¢ vazou
polarni latky.

m SiO; s vazanymi fazemi je typ sorbentu, u kterého je eluce analytu mozna. Proto se
pro extrakci velmi polarnich analyti uptednostituje tato skupina. Pro SPE na normalnich

fazich se vyuzivaji aminopropylové, kyanopropylové a propyldiolové véazané faze.
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Tontoménicové sorbenty

Iontomeénicové sorbenty jsou uréeny pro extrakci sloucenin s nabojem. K adsorpci
dochazi diky elektrostatickym pfitazlivym sildm mezi opac¢né nabitymi funkénimi skupinami
analytu a sorbentu. Eluce je umoznéna zménou pH, kdy funk¢ni skupiny ztrati naboj a mohou
byt uvolnény ze sorbentu, mozné je i vytésnéni kompetitivnim iontem. V zavislosti na
podminkach ionizace se rozliSuji dva typy iontomeni¢ovych sorbentti:

m silné iontoménice, kde jsou funkcni skupiny ionizovany nezavisle na hodnoté pH.

m slabé iontoménice, u kterych je ionizace funk¢nich skupin zavisld na hodnoté pH,

se pouzivaji, pokud je analyt k silnému iontoménici pfitahovan tak silné€, Ze eluce neni

mozna.

Podle charakteru ménéného iontu délime iontoménicové sorbenty do svou skupin:
m kationické iontoménice zachycuji kladn€ nabité slouCeniny. Silné iontoménice
obsahuji sulfonovou skupinu, slabé pak skupinu karboxylovou.
m anionické iontoménice zachycuji zaporné nabité slouceniny. Silné iontoménice
nesou kvarterni amoniovou skupinu a slabé sekundarni aminovou skupinu nebo

skupinu aminopropylovou.

3.5.1.3. Faktory ovliviiujici SPE

Pro uspéSnou extrakci na pevné fazi je dileZitd znalost chemické povahy analytu
(funkéni skupiny, ionizovatelnost) a vlastnosti matrice (pH, iontova sila,vodna nebo organicka
matrice). Na zakladé toho pfistupujeme k vybéru vhodného sorbentu, promyvaciho a elu¢niho
rozpoustédla. Na provedeni SPE ma mimo jiné vlivi:

m kapacita SPE kolonky, kdy mnozstvi sorbentu musi byt dostate¢né pro retenci

veSker¢ho analytu ve vzorku. Po obsazeni vSech vazebnych mist pevné faze se analyt

JiZ nezadrZuje a protéka ven spolu s ostatnimi ¢astmi matrix.

m vybér eluéniho rozpoustédla o dostatecné eluotropni sile a objemu postacujicimu

k uvolnéni celého mnozstvi analytu z vazby na sorbent.

m prutok elu¢niho rozpoustédla kolonkou, ktery, pokud je pfili§ vysoky, snizuje

vytéznost eluce a zvysuje elucni objem.

m reprodukovatelnost muze byt v nékterych ptipadech vyznamné snizena rozdilnymi

vlastnostmi stejnych typti sorbentit od rtiznych vyrobct nebo dokonce v ramci stejné

série od jednoho producenta.
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3.5.2. SPE vodného roztoku SaMT

Cilem vyzkumu na katedfe biofyziky a fyzikalni chemie bylo nalézt vhodny sorbent,
ktery by nejprve selektivné zadrzel SaMT obsaZeny ve vétSim objemu vzorku a nasledné by
byl SaMT kvantitativné uvolnén malym mnozstvim elu¢niho rozpoustédla. Tak by doslo
k zakoncentrovani SaMT v malém objemu elu¢niho rozpoustédla. Protoze se jedna o vysoce
polarni latku, bylo pravdépodobné, Ze se zachyti na iontovyménnych fazich. Vzhledem
k retenci steroidnich sulfatd na reverznich fazich®* byly zkouSeny i reverzni faze. Touto
problematikou se zabyvaly A. Mareskova®® a nasledné V. Kosikova®. Ta v navaznosti na
&lanek, ktery popisoval retenci polarniho analytu z vodného prostiedi na normalni fazi®,
testovala 1 normalni faze. Problematice SPE se vénovala i K. Klimankova (dosud

nepublikovano).

3.5.2.1. Supelco NH,

Kolonka obsahuje jako sorbent silikagel s navazanymi aminopropylovymi skupinami.
Jedna se o slaby anionicky iontoménic. Tato stacionarni faze je vhodna pro extrakci zaporné
nabitych latek.

Aktivaci sorbentu provedla A. Mareskova® 2x2ml methanolu a ke kondicionaci
sorbentu byly pouzity 2x2ml vody. Po naneseni 1 ml vodného roztoku SaMT na sorbent doslo
k zachyceni veskerého SaMT. K eluci bylo nanaseno vzdy po 1 ml a proteklé frakce jimany.

HPLC analyza probihala za téchto chromatografickych podminek: mobilni faze 50
mM KH,PO,:MeOH (18:1) o pH 4,35, kolona Discovery Cyano, prutok mobilni faze 1,0

ml/min, detekce UV detektorem o vinové délce 225 nm.

Jako elu¢ni rozpoustédla byly nejprve bezispé$né vyzkouseny methanol, acetonitril
a tetrahydrofuran. Smés 50 mM KH,PO,4:MeOH v pomérech 1:1a1:3a3:1 0 pH 4,35 se
rovnéz neosvédCila. Ale pifi pouziti 100mM KH;PO4,:MeOH 1:1 o pH 4,35 se podatilo
desorbovat pfiblizné 50% SaMT.

Po naneseni 100mM NHjAc:MeOH 1:1 o pH 5,25 se SaMT neeluoval. Nasledné
okyseleni na pH 3,62 a posléze na pH 2,9 vedlo ke zvySeni eluce, ale vytéznost 1 tak
nepiekrocCila 45%. Pti pouziti 50mM CH3COOH:MeOH 1:1 o pH 2,90 byla elu¢ni
vytéznost 35%.

Pomoci 100 mM KH;PO4:ACN 1:1 k uvolnéni SaMT nedoslo, ale po zméné poméru
slozek smési 100 mM KH;PO4:ACN na 3:1 byla elu¢ni vytéznost 98%. Vytéznosti ptiblizné
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60 % bylo dosazeno 1 pii pouziti smési 100 mM KH;PO4:MeOH 3:1 o pH 4,35 a smési 100
mM KH,;PO,: THF 3:1.

Pro dalsi niZe uvedené nosice, které zkousela V. Kosikova® plati, Ze na kolonku bylo
vzdy naneseno celkem 5ml vodného roztoku SaMT, a to postupné po objemech 1ml. Po 1ml
byla nanasena i elu¢ni rozpoustédla.

Detekce probéhla za nasledujicich chromatografickych podminek: mobilni faze
100mM NH4Ac:MeOH 4:1, kolona C18 HS (Supelco), pratok mobilni faze 1ml/min, detekce

fluorescenénim detektorem 303/393 nm.

3.5.2.2. Discovery DSC- Diol

Pevnou fazi kolonky tvoii SiO,, na ktery jsou navazany kratké alkylové fetézce
s polarnimi hydroxylovymi funkénimi skupinami. Tento typ sorbentu patii mezi normalni
faze zadrzujici polarni analyty ze sttedné polarni az nepolarni matrix.

Po aktivaci sorbentu 2x2ml methanolu a kondicionaci sorbentu 2x2ml vody bylo
postupné naneseno 5x1 ml vzorku a nésledné po frakcich jiména prosla ¢ast. Z provedené
HPLC analyzy téchto frakci vyplyva, ze SaMT se na tomto typu sorbentu téméf nezadrzoval.

Zadrzel se pouze SaMT z prvniho nanesené¢ho ml.

3.5.2.3. Discovery DSC-Si

Funkéni skupiny castnici se adsorpce maji charakter volnych hydroxylovych skupin.
Jedna se opét o normalni fazi zadrzujici polarni latky.

Na sorbent aktivovany 2x2ml methanolu a upraveny promytim 2x2ml vody bylo
postupné naneseno 5x1 ml roztoku SaMT a jiméany proslé jednomililitrové frakce. Analyza
prokézala, ze doslo k zadrZzeni SaMT pouze z prvniho naneseni, zatimco dal$i naneseny SaMT

protekl.

3.5.2.4. Accu Bond I1 Florisil

Je kolonka s kiemicitanem hofecnatym jako pevnou fazi. Tento vysoce polarni
materidl silné pouta polarni slouceniny z nepolarni matrix. Stejn€ jako predchozi sorbenty se

fadi mezi normalni faze.
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Aktivace kolonky byla provedena 2x2ml methanolu a kondicionace 2x2ml vody. Po
aplikaci 5x1 ml vzorku a zachyceni jednotlivych proteklych frakci se pomoci HPLC zjistilo,

ze SaMT se tém¢ét viibec neadsorboval a objevil se dokonce jiz v prvni frakci.

3.5.2.5. Separcol Alu OH

Tento typ sorbentu je tvofen oxidem hlinitym a mize byt kysely, neutralni nebo
zéasadity. Zde byl uzit zasadity typ vhodny pro extrakci polarnich latek. Patfi mezi normalni
faze.

Jako v predchozich piipadech byly kaktivaci pouzity 2x2ml methanolu a ke
kondicionaci sorbentu 2x2ml vody. Pevnou fazi se nechalo protéci 5x1 ml roztoku SaMT. Pét
najimanych frakci bylo podrobeno HPLC analyze se zjiSténim, Ze vibec nedoslo k zadrZeni

SaMT na daném sorbentu.

3.5.2.6. Accu Bond 11 ODS-C18

Tato kolonka ma sorbent tvofeny oktadecylovymi uhlikatymi fetézci, které jsou
navazané na silikagel. Na rozdil od vyse zminénych se jedna o reverzni fazi, kterd se vyuziva
k zachyceni organické latky z polarni faze na nepolarni sorbent.

Pevnou fazi aktivovanou 2x2ml methanolu a upravenou 2x2ml vody se nechal projit
vzorek SaMT. Chromatogramy péti proteklych frakci ukézaly, ze ve vSech z nich byl obsazen

SaMT, ktery se tedy na této kolonce témét neadsorboval.

3.5.2.7. Discovery DSC-Ph

Je kolonka obsahujici jako pevnou fazi silikagel s navazanymi fenylovymi skupinami.
Je vhodna k extrakci stiedné polarnich nebo nepolarnich latek z polarni matrice. Pouzity
sorbent patii mezi reverzni faze.

Aktivace sorbentu byla jako obvykle provedena 2x2ml methanolu a ke kondicionaci
sobentu byly pouzity 2x2ml vody. Na kolonku bylo postupné nanaSeno po 1 ml roztoku
SaMT. HPLC analyza ukazala, Ze k SaMT nebyl pfitomen pouze v prvni najimané frakci, coz

znamena, ze se SaMT na daném sorbentu pfili§ nezadrzoval.
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3.5.2.8. Waters Oasis HLB

Tato kolonka obsahuje jako pevnou fazi kopolymer s hydrofilné-lipofilné vyvazenymi
vlastnostmi. Jednd se o univerzalni sorbent, navrzeny pro zadrZzeni jak polarnich tak
nepoléarnich analyta.

Sorbent byl aktivovan 2x2ml methanolu a kondicionace sorbentu byla provedena
2x2ml vody. Na kolonku bylo postupné aplikovano po 1 ml vzorku SaMT. Z vysledku
analyzy vyplynulo, ze se SaMT zadrzel na sorbentu. Eluce vodou nebyla uspésna, SaMT se

eluoval az pfi pouziti methanolu.

3.5.2.9. Discovery DSC-SAX

Pevna faze obsazena v této kolonce patii mezi silné iontoméniCové sorbenty. Je
tvofena alifatickymi kvarternimi skupinami navazanymi na povrch silikagelu. Tyto skupiny
jsou silné baze a maji kladny naboj. Sorbent se hodi pro izolaci latek s opacné, tedy zaporné
nabitymi funkénimi skupinami.

Jako v ostatnich piipadech byl sorbent aktivovan 2x2ml methanolu a dale upraven
2x2ml vody. Na sorbent bylo v péti krocich naneseno celkem 5 ml roztoku SaMT. Veskery
SaMT se zadrzel na kolonce.

K eluci byla netspésné zkousena nasledujici rozpoustédla: voda, methanol, roztok
amoniaku v methanolu a roztok kyseliny mravenéi. SaMT se uvolnil az pifi pouziti
roztoku 10 mM Na,;SO,. Na kolonku bylo naneseno pétkrat po 1ml Na,SO, a SaMT byl
detekovan jiz v prvni eluéni frakci. Pokus byl jesté¢ jednou zopakovan s 100 mM roztokem
Na;SO; jako eluénim rozpoustédlem. Veskery SaMT se zachytil na sorbentu a pfi eluci se

uvolnil ve druhé, tfeti a ¢tvrté frakci.

3.5.2.10. Strata NH,

Zde obsazZena pevna faze je tvofena aminoskupinami navazanymi na silikagel. Tento
typ je vhodny pro zadrZeni polérnich latek bud’ pomoci vodikovych vazeb nebo jako slaby
anionicky iontomeénic.

Na sorbent aktivovany 2 ml MeOH a upraveny promytim 2 ml 50mM CH3;COOH o
pH 5 byl nanesen 1 ml roztoku SaMT o pH 2. Doslo k zadrzeni veskerého SaMT.

Nasledovalo promyti 2 ml 10 mM HCOOH a promyti 2 ml MeOH. K eluci bylo
pétkrat pouzito po 2 ml 200 mM NH4Cl ve 20% MeOH o pH 12, pticemz SaMT se
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kvantitativné eluoval jiz v prvni frakci. Pokus byl proveden celkem tfikrat a pokazdé se
stejnymi vysledky (K. Klimankova — dosud nepublikovano).

Detekce probéhla za nasledujicich chromatografickych podminek: mobilni faze
100mM NH4Ac:MeOH 4:1, kolona C18 HS (Supelco), pritok mobilni faze 1ml/min, detekce

fluorescenénim detektorem 303/393 nm.

3.5.2.11. Zavér

Normélni faze se prozadrzeni polarni molekuly SaMT neosvédcily. Jako
potencionalné perspektivni se jevila univerzalni Waters Oasis HLB. Velmi dobrych vysledku
bylo dosazeno s iontovyménnymi Discovery DSC-SAX a Strata NH,. K zadrzeni SaMT doslo

i na iontovyménné Supelco NH,.

SPE Kolonka Eluce Mnozstvi eluatu SaMT ve frakci &islo
Waters Oasis HLB MeOH 5x1ml 2,3,4
Discovery DSC-SAX 100mM Na,SO,4 5x1ml 2,3,4
Strata NH, 200 mM NH,CI 5x 2 ml 1

ve 20% MeOH

100mM KH,PO4:ACN

31 5x1ml 1

Supelco NH,

Tab. 2: Srovnani SPE kolonek pro eluci standardniho roztoku SaMT

3.5.3. SPE moci s pridavkem SaMT

Cilem bylo ovéfit vysledky ziskané svodnym roztokem SaMT, dosdhnout
kvantitativni sorpce a kvantitativni eluce SaMT vedouci k jeho zakoncentrovani v elu¢nim
rozpoustédle. Vzhledem k vysokému obsahu interferujicich latek v moci bylo cilem rovnéz
odstranéni téchto balastii. Protoze se vySe zminéné prace A. Mareskové® a V. Kogikové®
touto problematikou zabyvaly jen okrajové€, nebyly nékteré nadéjné kolonky doposavad se
vzorkem moci testovany. Pro niZe uvedené analyzy byl pouZivany vzorky Cerstvé ranni moci

s pfidavkem standardu SaMT o urcité koncentraci.

3.5.3.1. Discovery DSC-SAX*

Aktivace sorbentu byla V. Kosikovou® provedena 2x2ml methanolu a ke kondicionaci
sorbentu byly pouzity 2x2ml vody. Na kolonku bylo pétkrat nanaSeno po 1 ml neupravené

moci s piidavkem SaMT. Doslo k zachyceni veskerého SaMT na sorbentu.
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Jako eluéni ¢inidlo byl pouzit 100 mM roztok Na,SO, naneseny Sestkrat po 1 ml.
HPLC analyza ukézala, Ze pievaznd vétsina SaMT se eluovala v tfeti najimané frakci.
Retenc¢ni ¢as SaMT se pohyboval kolem 11. minuty.

HPLC detekce probéhla za nasledujicich chromatografickych podminek: mobilni faze
100mM NH4Ac s methanolem v poméru 4:1, kolona C18 HS (Supelco), pratok mobilni faze

Iml/min, detekce fluorescen¢nim detektorem 303/393 nm.

3.5.3.2. Supelco NH,

A. Mareskova® po aktivaci sorbentu 2x2ml methanolu a kondicionaci sorbentu 2x2ml
vody na kolonky nanesla po 5 ml moci s pifidavkem standardu SaMT. Veskery SaMT se
sorboval na pevné fazi. K eluci bylo nandsSeno vzdy po 1 ml rozpoustédla

Pouziti smési 100 mM KH,PO4:ACN 3:1 o pH 4,33 vedlo pouze k ¢aste¢nému eluci
SaMT v prvni frakci(23%). Po okyseleni moc¢i pomoci HCI na pH 2,12 a naneseni na kolonu
bylo stejnym rozpoustédlem desorbovano v prvni frakci 21% a druhé frakei 51% SaMT. Pti
upravé pH moci pomoci H3PO,4 na pH 2,35 vSak k uvolnéni SaMT nedoslo a pro jeho eluci
musela byt pouzita smés 100 mM KH,PO,:MeOH 3:1 o pH 4,33. Uvolnilo se 39% SaMT
ve druhé a 22% ve tieti frakci. Zcela nevhodnym bylo zalkalizovani moc¢i na pH 10,84
pomoci 10 mM roztoku triethylaminu, nebot’ SaMT se jen omezen¢ sorboval.

Chromatografické podminky analyzy byly tyto: mobilni faze 50 mM KH,PO,: MeOH
(18:1) o pH 4,35, kolona Discovery Cyano, prutok mobilni faze 1,0 ml/min, detekce UV

detektorem o vinové délce 225 nm.

3.5.3.3. Amberlite XAD-2%

Tento typ byl naplnén pevnou fazi pryskyificového charakteru. Stejné jako ptedesla
kolonka patii mezi iontoménicové sorbenty, ma vSak vyssi afinitu k nepolarnim latkam.

Sorbent A. Mareskova® aktivovala patnactiminutovym stanim v methanolu, nasledné
byl na 10 minut ponofen do vody a pak jim naplnéna kolonka. Na takto upravenou pevnou
fazi se naneslo 15 ml zfedéné moci (10 ml moci a 5 ml vody) obohacené o standard SaMT
(4,8 pug/ml).

V souladu s postupem uvedenym v literatute® byla kolonka postupné promyvana 30
ml vody, 50 ml methanolu, 60 ml vody, 10 ml triethylamonium sulfatu a 30 ml vody, aby se
odstranily balastni latky. K eluci SaMT bylo nasledné pouzito 50 ml methanolu. Jimaly se
frakce o objemu 10 ml.
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Na pouzitém sorbentu nedoslo k dostatecnému zadrzeni SaMT, ktery se vymyval ve
vSech krocich. Tato skute¢nost se projevila az analyzou vzorkli zakoncentrovanych na
vakuové odparce, nebot’ pti HPLC analyze neupravenych frakci bylo mnozstvi SaMT pod
hranici detekce. Tato stacionarni faze neni vhodna pro izolaci SaMT z moci.

HPLC analyza probéhla za téchto podminek: mobilni faze 50 mM KH,PO, : MeOH
(18:1) o pH 4,35, kolona Discovery Cyano, prutok mobilni faze 1,0 ml/min, detekce UV

detektorem o vinové délce 225 nm.

3.5.3.4. Zavér

Pro SPE vzorku SaMT z moci se z testovanych kolonek jako nejvhodnéjsi ukazala byt
Discovery DSC-SAX, kdy doslo ke kvantitativnimu zadrzeni SaMT na sorbentu a nasledné
k jeho eluci 100 mM roztokem Na,SO,, pficemz byl SaMT zakoncentrovan ve tieti frakci.
Uziti Supelco NH, a Amberlite XAD-2 se potykalo s pribéznym uvolfiovanim SaMT a

nejsou pro dalsi vyuziti ptili$ perspektivni.
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3.6. Kapilarni elektroforéza

3.6.1. Predstaveni metody

Elektroforéza je separacni metoda umozilujici rozd€leni nabitych Céstic na zékladé
jejich rozdilné pohyblivosti v elektrickém poli, a to bud’ pfimo ve vodném roztoku elektrolytu
nebo v nosném médiu jako napi. gelu. Pokud je elektrolytem ¢i médiem naplnéna kapilara,
hovotime o kapilarni elektroforéze (CE).

Rychlost migrace nabité ¢astice kapilarou je piimo imérnd intenzité elektrického pole,
kterd je funkci aplikovaného napéti a délky kapilary. Konstantou Umérnosti je tzv.
pohyblivost. Jedna se o veli¢inu charakteristickou pro dany ion a prostiedi. Plati, ze malé a
vice nabité ¢astice maji vétsi pohyblivost nez velké a malo nabité latky.

Vyznamnym faktorem ovliviiujicim separaci je mnozstvi davkovaného vzorku. Pfi
prilis velkych objemech dochazi ke snizeni rozliSeni i ucinnosti. Naopak malé mnoZzstvi
vzorku vede ke zifedéni analytu a obtizné detekovatelnosti. V praxi se injektuje objem v fadu
nl a ddvkovana mnozstvi jsou tmérna objemu kapilary. Na prabéh CE ma vliv 1 doba nastiiku
vzorku, teplota uvnitt kapildry, pH roztoku a interakce mezi analytem a sténou kapilary.

Detekce analytti v CE se pfili$ nelisi od metod uzivanych v HPLC. Mezi nejbéznéjsi
metody patii UV-VIS detekce. Pti analyze latek o nizkych koncentracich se pak upiednostiuji
fluorescen¢ni detekce a laserem indukovana fluorescencni detekce.

Tato metoda se vyznacuje vysokou citlivosti, uU¢innosti a reprodukovatelnosti
srovnatelnou s HPLC. Umoznuje separaci az stovek sloucenin v jednom vzorku. Nespornou
vyhodou je 1 potfeba minimalniho mnoZstvi vzorku a analytickych cinidel stejné jako snadna

automatizace. Problémem zlstava nutnost pred¢isténi biologického materidlu pied analyzou.

3.6.2. Kapilarni elektroforéza vodného roztoku SaMT

Piedpokladem pro vyuziti CE pro analyzu SaMT je vysoka polarita této
molekuly.V literatufe zatim nejsou popsany postupy pro piimé stanoveni SaMT touto
metodou. Optimalizaci podminek detekce SaMT kapilarni elektroforézou se zabyvala pouze

K. Kliméankova ve své rigordzni précils.
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Praktické provedeni

Pro analyzu byl vyuzivan vodny roztok standardu SaMT o urcité koncentraci.
Kapilarni elektroforéza prob¢hla za téchto podminek: elektrolyt 100 mM NazPO,, nepokryta
fused-silica kapilara o efektivni délce 20 cm a celkové délce 27 cm, teplota systému 25 °C,

detekce UV detektorem diodového pole v rozmezi 190-300 nm.

Vysledky

Prvnim krokem bylo zjiSténi vlivu pH na separaci SaMT. Zékladnim elektrolytem byl
zvolen 100 mM NazPO,. Testovalo se pH v rozmezil,8 az 3,0. Optimalni separace bylo
dosazeno pii pH 2,2. Pufr m¢l pfi této hodnoté nejvetsi pufracni kapacitu.

Nasledovalo zkoumdni vlivu napéti na separaci SaMT. Bylo testovano napéti
v rozmezi 4-14 KV. S rostoucim napétim se zkracovala doba analyzy a zvySovala G¢innost
separace. Optimalni napéti bylo stanoveno na 10 kV. Tato hodnota se vyznacovala nejkrat§im
Casem analyz a stabilni zakladni linii. Pfi napéti vy$$im nez 10 kV byl systém nestabilni z
diivodu vysoké provozni teploty kapilary.

Hledala se rovnéz vhodna délka nastiiku vzorku. Pii pH 2,2 a napéti 10 kV byla
testovana injekce v rozmezi 1-30 s. Bylo zjisténo, ze doba injekce pro testované roztoky
standardu mize byt az 30 s, od 20 svSak klesa separacni G¢innost. Limit detekce se
pohyboval kolem hodnoty 100 nmol/Il. Pro realné vzorky byla doba injekce stanovena na 6-10
sa limit detekce na 1,5 pmol/l.

Zavér

Tato metoda se jevi jako velmi perspektivni. Je vSak nutné dalsi testovani se vzorky

realné modéi.
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3.7. Diskuse teoretické ¢asti

Pti optimalizaci HPLC chromatografickych podminek analyzy SaMT bylo na katedie
biofyziky a fyzikalni chemie na kolonach ABZ" Supelcosil, Discovery Cyano, C18 Supelcosil
dosazeno obdobnych vysledkl. V dalSich pracech pak byla pouzivana piedevsim kolona C18
Supelcosil s mobilni fazi 100mM NHjAc:MeOH 4:1, kterou lze povazovat za konecné
feSeni.

Pro pfedcisténi moci a zakoncentrovani SaMT se zcela nevhodnou metodou ukazala
byt LLE. Vedla jen k ¢astecnému odstranéni pikti balastnich latek s delSimi retenénimi Casy a
nevyznamnému zkraceni délky analyzy. Predevsim vSak doslo k rozkladu SaMT v pouzitych
organickych rozpoustédlech. Tato nestabilita byla zjiSténa 1 pfi syntéze, resp. preparativni
sloupcové chromatografii na florisilu s pouzitim methanolu a chloroformu.

Naopak vhodnou extrakéni metodou se ukdzala byt SPE. Pii SPE poskytly nejlepsi
vysledky iontovyménné kolonky Discovery DSC-SAX a Strata NH,, U silného iontoménice
Discovery DSC-SAX je k eluci pouzivan 100 mM roztok Na,SO,, a protoze siranové
anionty nelze odpafit a zistavaji v roztoku se SaMT, kde zvysuji jeho iontovou silu, neni tato
kolonka pro HPLC ani CE stanoveni SaMT pfili§ vhodna. V piipad¢ slabého iontoménice
Strata NH; je elu¢nim rozpoustédlem 200 mM NH.Cl ve 20% MeOH o pH 12, jehoz
slozky mohou byt snadno odpateny a nijak tedy neinterenferuji pfi analyze SaMT. Tato
kolona je proto mnohem vhodnéjsi. Perspektivni se jevi i Waters Oasis HLB.

Kolonky Strata NH; a Waters Oasis HLB vSak doposud nebyly otestovany pro retenci
SaMT ze vzorku redlné moci. Mo¢ je komplikovany material obsahujici mnoho balastt, které
mohou obsadit i vazebna mista sorbentu, ktera pti SPE vodného roztoku obsadil SaMT. To se
stalo v ptipadé Supelco NH,. Ta se osvédCila pii retenci SaMT z vodného roztoku, ale
potykala se s pribéznym uvoliiovanim SaMT pfii naneseni vzorku SaMT v moci.

Velmi perspektivni je stanoveni SaMT pomoci CE. Pfednosti této metody je
predevsim jeji vysoka selektivita. Ukéazalo se, Ze pouZitim vhodného pufru v kyselé oblasti pH
lze prispét k vétsi selektivité analyz. Za téchto podminek vétSina kationtdh migruje k opacné
elektrodé a jen malo anionickych slouc¢enin muze interferovat se SaMT. Mobilita SaMT
Vv zavislosti na pH zlstava konstantni diky siln€ zaporné nabité sulfatoxy- skuping. Zjisténé
skute¢nosti se vztahuji k vodnému roztoku standardu SaMT a bude nutné jejich ovétfeni na
realnych vzorcich moci. Aby nedochézelo k interferencim na zdznamu CE a zanaSeni kapilary

balastnimi latkami, ziistava i zde nutnost SPE pred¢isténi moci.
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4. Experimentalni ¢ast

4.1. Pristroje a ostatni vybaveni

4.1.1. Chemikalie
6-sulfatoxymelatonin, katedra biofyziky a fyzikalni chemie, FaF, CR
Ultragista voda pro HPLC, FaF, CR
Methanol Chromasolv pro HPLC, Sigma-Alrich, Germany
Octan amonny, Lachema, CR
Acetonitril, Sigma-Alrich, Germany
Kyselina mravenéi p.a., Lachema, CR
Kyselina octova p.a., Lachema, CR
Fosfore¢nan draselny, Lachema, CR
Fosfore¢nan sodny dihydrat, Lachema, CR
Chlorid amonny, Lachema, CR
Hydroxid sodny, Lachema, CR

4.1.2. Pristrojové vybaveni

Pouzivany HPLC systém se skladal z fluorescenéniho detektoru RF-Ax_ (Shimadzu)
ve spojeni s vysokotlakym Cerpadlem LC-10ADyp (Shimadzu) a integratorem stanici CSW
1.7 (Data Appex). K nastiiku byl pouzivan injektor Rheodyne s 20 ul smyc¢kou (Supelco).

4.1.3. Chromatografické podminky

6-sulfatoxymelatonin byl detekovan za téchto chromatografickych podminek: kolona
Discovery C18 HS (Supelco), mobilni faze 100 mM NH4AC:MeOH 4:1, pritok mobilni faze
2 ml/min, detekce fluorescen¢nim detektorem 303/393 nm. Na konci pracovniho dne byla

soustava 20 minut promyvana smési Ho O:MeOH 4:1.

4.1.4. Priprava mobilni faze
Mobilni faze 100 mM NHsAC:MeOH 4:1 vznikla smisenim obou kapalin v daném
poméru. Roztok 100 mM NH4AC byl pfipraven rozpusténim pevného NH4AC V ultracisté
vodé a naslednym prefiltrovanim membranovym filtrem s velikosti pora 0,45 nm (Supelco).
Pted a v celém pribehu analyzy byla mobilni faze probubldavana heliem s cilem odstranit v ni
rozpusténé plyny.
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4.1.5. Priprava vzorku SaMT

Pro viechna méfeni byl pouZivan zasobni roztok SaMT o koncentraci 1.10° mol/l
pifipraveny rozpusténim standardu synteticky vyrobeného pevného 6-sulfatoxymelatoninu

Vv ultracisté vodé pro HPLC. Zasobni roztok byl uchovéavan v chladnicce.

4.1.6. Priprava vzorku mo¢i

V ramci HPLC detekce SaMT byla pouzita Cerstvd prvni ranni moc, kterd byla
Castecné predcisténa centrifugaci (centrifuga Janetzky T24).

Pro potieby SPE byla pouzivana koncentrovand mo¢, moc¢ desetindsobné ziedéna
ultradistou vodou a mo¢ s piidavkem standardu SaMT o vysledné koncentraci SaMT 0,5.10"*
mol/l. Tento vzorek byl pfipraven smisenim zasobniho roztoku SaMT a mo¢i v pozadovanych

pomérech. Ptipadné bylo pH vzorku upraveno ptidavkem vhodného pufru.

4.1.7. Podminky separace na kolonkach

Pokusy probihaly soubézné vzdy na dvou a vice typoveé shodnych kolonkach. Pro
zajisténi snaz8iho pritoku rozpoustédla sorbentem byly kolonky umistény ve vakuovém
manifoldu (Dorcus). Podtlaku bylo vyuzivano k dosazeni doporu¢ované pritokové rychlosti
1-2 ml/min pii aktivaci a kondicionaci sorbentu. Naneseni vzorku a eluce prob&hly bez vakua.

Jednotlivé frakce byly po prichodu sorbentem jimany do zkumavek a analyzovany.

4.1.8. Vyhodnoceni HPLC zaznami
Pied zacatkem SPE testovani kazdé kolonky byla provedena HPLC analyza vodného
roztoku SaMT o koncentraci 1.10 mol/l a toho dne pouZivané mo&i a mo¢i bez s piidavkem

SaMT. S jejich chromatogramy se nasledné srovnavaly s HPLC zaznamy jednotlivych frakci

po SPE.
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4.2. SPE moci s pridavkem SaMT

4.7.1. Discovery DSC-MCAX

U této kolonky se jednd o kombinaci reverzni faze a iontomeénice. Vyuziva dvou
retencnich mechanismu, hydrofoébnich a elektrostatickych interakci k zadrzeni kyselin, bazi,
neutralnich latek a amoniovych soli z vodné matrix. Po naneseni vzorku o pH 3-6 jsou
ionizované baze a sole zadrzeny elektrostatickou interakci zatimco kyselé latky, u kterych je
ionizace potladena jsou poutany hydrofobné. Promyti fosfore¢nanovym pufrem o pH 3-6
uvolni nebazické hydrofilni slozky. Nasleduje promyti methanolem, které uvolni hydrofobné

vazané latky. Baze a amoniové sole jsou eluovany 5% NH4OH v MeOH.

Uprava sorbentu
K aktivaci sorbentu bylo pouzito 2x1 ml methanolu. Kondicionace sorbentu prob&hla
2x1 ml pufru o pH 6 tvotfeného 10mM KH,PO,.

Sorpce a eluce

Na kolonku byly naneseny 2 ml vzorku koncentrované moci s piidavkem SaMT
(0,5.10* mol/l). Pii SPE doslo k zadrzeni jen nemnoha balastnich latek s retenénimi &asy
kolem 20. minuty a SaMT stejné jako drtiva vétsina ostatnich latek protekl. Uprava mogi na

pH 2,10 pomoci 10 mM fostore¢nanového pufru vedla k obdobnym vysledktim.

Zavér
Testovana SPE kolonka se nehodi pro izolaci SaMT ani pro zachyceni v moci
pritomnych balastii, nebot’ se na ni témeéft nic z matrix nezachytilo. Okyseleni vzorku nemélo

na retenci vliv.

4.7.2. Discovery DSC-CN

Tato kolonka obsahuje sorbent tvofeny kyanopropylovymi skupinami navazanymi na
silikagel. MiiZe byt pouZita jako normalni faze pro izolaci polarnich latek z nepolarni matrix
nebo jako reverzni faze k zachyceni organickych latek z polarni vodné féaze.

Uprava sorbentu

Aktivace sorbentu probéhla 2x2 ml methanolu. Nasledovalo promyti 2x2 ml vody.
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Sorpce
Na kolonku byly naneseny 4 ml vzorku koncentrované moci s piidavkem SaMT
(0,5.10™ mol/l). Veskery SaMT se sorboval na pevné fazi stejné jako latky s retenénimy &asy
vy$8imi nez SaMT. Protekly balasty s retenénimy ¢asy do 10. minuty (viz. pfiloha Obr.1).
Uprava moci na pH 2,90 pomoci HsPO4 neméla na sorpci zasadni vliv. Opét doslo
k zadrzeni veskerého SaMT a proteceni latek s kratkymi reten¢nimi Casy. Zcela nevhodnym
se ukazalo byt zalkalizovani moci na pH 7,95 pomoci 10 mM fosfore¢nanového pufru, nebot’

nedoslo k zadrzeni SaMT ani balastnich latek.

Eluce

Po naneseni 1 ml vody doslo k ¢aste¢nému uvolnéni SaMT a latek s kratSimi
retenénimi Casy do 16. minuty. Naneseni 1 ml methanolu vedlo k eluci zbytku SaMT a
sou¢asnému uvolnéni piednich balasti (viz ptilohy Obr.2). Soucet obsahu SaMT v obou

elu¢nich frakcich pfiblizn¢ odpovida celkovému obsahu SaMT.

Zavér
Na kolonce doslo k zadrzeni veskerého SaMT a jeho uvolnéni po naneseni 1 ml vody

a 1 ml methanolu. Soucasné se vsak ve vSech krocich uvoliiovaly ostatni slozky matrix.

4.7.3. Waters Oasis HLB

Tato kolonka obsahuje jako pevnou fazi kopolymer s hydrofilné-lipofilné vyvazenymi
vlastnostmi. Jednd se o univerzadlni sorbent, navrZzeny pro zadrzeni jak polarnich tak

nepoléarnich analytd.

Uprava sorbentu
Aktivace sorbentu byla provedena 2x2 ml methanolu, nasledovala kondicionace

nanesenim 2x2 ml vody.

Sorpce
Na kolonky byly naneseny 4 ml vzorku zfedéné moéi s pridavkem SaMT (0,5.107
mol/l) a 4 ml koncentrované moéi s pfidavkem SaMT (0,5.10 mol/l). V obou p¥ipadech

doslo ke kvantitativni sorpci SaMT a rovnéz velké Casti balastnich latek. Protekla jen mala
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frakce latek s kratkymi reten¢nimi Casy do 5. minuty (viz. ptilohy Obr. 3). ZvySeni objemu
nanasené¢ho vzorku ziedéné i koncentrované moci na 10 ml vedlo opét k Gplné sorpci SaMT i
mnoha balastl a proteCeni latek s kratkymi retenénimi ¢asy. Snizeni pH moci na hodnotu 2,97

nemelo na sorpci latek na kolon¢ zésadni vliv.

Eluce

K eluci byl nanasen 10x1 ml vody. V zadné z proslych frakci se neeluoval SaMT.
Uvolnily se pouze latky s kratkymi reten¢nimi ¢asy (viz ptilohy Obr. 4). To platilo pro moc
ziedénou 1 koncentrovanou i mo¢ snizkym pH, u které se navic uvolnila c¢ast latek
s reten¢nimi ¢asy kolem 9. minuty. Stejnych vysledki bylo dosazeno opakovanymi pokusy.

Nasledovalo nanaSeni methanolu vobjemu 1 ml. Jiz vprvni frakci doslo ke
kvantitativni eluci SaMT a rovnéZ k uvolnéni pfevazné vétSiny ostatnich latek s kratSimi i
del§imi reten¢énimi &asy nez SaMT (viz piilohy Obr. 4). Cast balasti se eluovala i v druhé
methanolové frakci, nikoli vS§ak SaMT (viz ptilohy Obr. 4). Zopakovani pokusu vedlo ke
stejnym vysledktim.

Zavér

Stejné jako pii SPE vodného roztoku SaMT*® doslo i pti SPE SaMT z mo¢i k jeho
kvantitativnimu zadrzeni a naslednému kvantitativnimu uvolnéni a zakoncentrovani v 1 ml
methanolu. Zaroven vsak byly zachyceny mnohé balastni latky, které se z velké ¢asti eluovaly
v prvni methanolické frakci stejné jako SaMT. pH matrix nemélo na pribéh SPE vyrazny
vliv.

Neékolikerym opakovanim pokusu se ukdzalo, Ze sorpce jednotlivych slozek matrix
velmi vyrazné zavisi na rychlosti pritoku vzorku kolonkou. Analyzy vyzadovaly naprosto

stejné podminky pro vSechny kolonky. Tato metoda je tézko reprodukovatelna.

4.7.2. Strata NH,

Zde obsaZzena pevna faze je tvofena aminoskupinami navazanymi na silikagel. Tento
typ je vhodny pro zadrzeni polérnich latek bud’ pomoci vodikovych vazeb nebo jako slaby

anionicky iontoménic.
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Uprava sorbentu

Aktivace kolonky probéhla 4 ml methanolu. Ke kondicionaci sorbentu byly zvoleny 4
ml pufru o pH 5 tvofeného 50mM kyselinou octovou. Nasledovalo naneseni 4 ml vzorku moci
0 pH 5, promyti 4 ml 10 mM kyseliny mravenc¢i a promyti 6 ml methanolu. K eluci byl pouzit
200 mM NH,CI ve 20% MeOH o pH 11,25.

Sorpce

Po naneseni vzorku o obvyklé koncentraci SaMT (0,5.10* mol/l) na kolonku, se
ukazalo, ze ¢ast SaMT se na kolonce nezachytila. Protekla 1 ¢ast necistot s retencnim casem
do 15 minut.

S cilem zjistit limitni koncentraci SaMT, pii které jesté dochazi k jeho kvantitativnimu
zadrzeni ze vzorku realné moci, byla vytvofena koncentracni ftada o téchto koncentracich
SaMT: 0,05.10* mol/l, 0,1.10™*mol/l, 0,2.10“mol/l, 0,3.10"*mol/l, 0,4.10“mol/l a 0,5.10°
“mol/l. Pouze pii koncentraci 0,05.10 mol/l a 0,1.10"* mol/I doslo k jeho plnému zachyceni

na sorbentu (viz prilohy Obr. 5).

Eluce

Promyti 4 ml 10 mM kyseliny mravenci a promyti 6 ml methanolu nevedlo k uvolnéni
SaMT (viz. prilohy Obr.6). Nasledné byl nanesen 3x1 ml roztoku amoniaku v methanolu,
pticemz SaMT se eluoval pouze v prvni a druhé frakci (viz. ptilohy Obr.7). Soucasné vsak
doslo k eluci mnoha balast pied 1 za pikem SaMT. Stejnych vysledkt bylo dosazeno i pti

zopakovani celého postupu.

Zavér

Na rozdil od SPE vzorku vodného roztoku SaMT (K. Klimankova — dosud
nepublikovéno), kde doslo ke kvantitativnimu uvolnéni SaMT v prvni elucni frakci, byl zde
uvolnén V prvnim a rovné¢Z druhém mililitru eluatu. OvSem pii koncentracich SaMT
0,2.10mol/l a vyssich jiz nedoslo k jeho Uplnému zadrZeni a uvolitoval se ve viech krocich.

Soucasn¢ se SaMT se uvoliiovaly i necistoty.
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5. Diskuse

V experimentalni ¢asti diplomové prace jsem navazala zejména na vysledky vyzkumu
A. Mareskové®, V. Kosikové® a K. Klimankové (dosud nepublikovéano), které se na katedie
biofyziky a fyzikalni chemie zabyvaly problematikou SPE vodného roztoku SaMT. Cilem mé
prace bylo, kromé¢ testovani dalSich kolonek, ovéfit tyto vysledky pii SPE realné moci
s ptidavkem SaMT.

Protoze SaMT je vysoce polarni latkou, bylo pravdépodobné, ze se zachyti na
iontovymeénné Strata NH». Pro univerzalnost k zadrzeni jak polarnich tak nepolérnich analyt
jsem testovala Discovery Oasis HLB. Obé kolonky se jiz diive osvédcily pii SPE vodného
roztoku SaMT??. Vzhledem k v literatufe publikované retenci steroidnich sulfati na
reverznich fazich® byla testovana Discovery DSC-CN, kterd mize byt pouzita jako reverzni
nebo normalni faze. Velké nad&je byly vkladany do Discovery DSC-MCAX, ktera je
kombinaci reverzni faze a iontoménice a patii k jednomu z nejselektivnéjsich SPE systému.

Stejné jako u predeslych praci se ukézalo, ze vysledky dosazené s vodnym roztokem
SaMT mnohdy neplati pro realnou moc. V ptipad¢ Strata NH, se balastni latky z moci
navazaly 1 na ta vazebna mista, kterd pii SPE vodného roztoku obsadil SaMT. SaMT se tak
sorboval jen ¢asten¢ a z vazby na sorbent byl postupné uvoliiovan ve vSech dalSich krocich.
Pfi koncentraci SaMT 0,1.10“mol/l a nizsich viak doslo k jeho kvantitativnimu zadrZeni ze
vzorku moc¢i a naslednému uvolnéni v prvni a druhé elu¢ni frakci 200 mM NH,CI ve
20% MeOH o pH 11,25.

V ptipadé Waters Oasis HLB se vSechen SaMT sorboval i pii koncentraci SaMT
0,5.10" mol/l. Ukézalo se viak, Ze kvantitativni sorpce je docilena pouze pii velmi nizké a
konstantni rychlosti pritoku vzorku sorbetem. Na rozdil od SPE vodného roztoku®, byl ale
SaMT kvantitativné eluovan diky koncentra¢ni sile mo¢i jiz v prvni methanolické frakei.

Dilé¢iho uspéchu bylo dosazeno rovnéz s Discovery DSC-CN. Na rozdil od dfive
testovanych reverznich fazi, kde nedoslo k zadrzeni SaMT®, byl na Discovery DSC-CN
SaMT kvantitativné sorbovan. Mensi ¢ast SaMT se eluovala prvni vodné frakci a zbylé
mnozstvi pak v prvni methanolické frakci.

Neosvédcila se Discovery DSC-MCAX. Prekvapivé na ni nedoslo k zadrzeni témér
zadnych slozek matrix. Kromé vysoce polarniho SaMT, jehoz pK se pohybuje kolem hodnoty
1 a je pln¢€ disociovany v celé oblasti pH, obsahuje mo¢ zfejmé& mnoho dalsich kyselych latek,
jejichz ionozace nebyla tpravou pH potlacena, a nedoslo tak k jejich sorpci na nepolarni ¢asti
tohoto smésného sorbentu.

43



Analyza tak komplikovaného biologického materialu jako je mo¢ méla mnoha uskali.
Problematickou se jevila jiz samotna délka analyzy, ktera se diky ptitomnosti velkého
mnozstvi latek, a to i pfi prutoku mobilni faze 2 ml/min, pohybovala kolem 45 minut.
Retenc¢ni ¢as SaMT pfitom byl kolem 13.minuty. Vzajemna interference jednotlivych balasta
nékdy vedla i k piekryti piku SaMT a nemoznosti ho detekovat. Uprava pH s cilem potlagit
disociaci slabych kyselin a ovlivnit tak jejich retenci na kolonkach neméla na mnozstvi

interferujicich latek zadny vliv.
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6. Zavér

Cilem teoretické Casti diplomové prace bylo podat uceleny piehled vysledka, kterych
bylo v poslednich letech dosazeno pii studiu analytickych vlastnosti 6-sulfatoxymelatoninu
pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie na pudé¢ Katedry biofyziky a fyzikalni
chemie Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové.

Cilem experimentalni ¢asti této prace bylo navazat na vysledky ptfedchozich praci a
pomoci SPE piipravit vzorek moci tak, aby byl pouzitelny pro naslednou kvalitativni a
kvantitativni HPLC analyzu SaMT, tedy zakoncentrovat a ptredcistit. Testovala jsem kolonky
Discovery DSC-MCAX, Discovery DSC-CN, Discovery Oasis HLB a Strata NH,

Snahy o zakoncentrovani SaMT byly uspésné. Na Discovery Oasis HLB doslo ke
kvantitativnimu zadrzeni a naslednému zakoncentrovani SaMT v 1 ml methanolu. Problémem
byla obtizna reprodukovatelnost sorpce, ktera byla pfili§ zavisla na rychlosti pritoku vzorku
sorbentem. Velmi perspektivni se jevi Strata NH,, Pfi opakovanych pokusech byl vSechen
SaMT zadrzen na kolonce a uvolnén 2 ml 200 mM NH,4CI ve 20% MeOH o pH 11,25.

Pred¢isténi vzorku bylo velmi problematické. U vSech kolonek byly balasty
uvolnovany ve vSech krocich. Eluce SaMT vzdy vedla k soufasnému uvolnéni latek
s krat§imi i del$imi reten¢nimi ¢asy nez SaMT.

SPE metoda, ktera by dokézala ptedcistit a zarovén zakoncentrovat SaMT na jedné
kolonce nebo kombinaci kolonek, kde by prvni zachytila nelistoty a na druhé doslo
k zakoncentrovani SaMT, tak dosud nebyla vyvinuta.

Tato prace opét potvrdila, Ze HPLC stanoveni SaMT v moci je téméf neproveditelné.
Jako konecné feSeni se jevi stanoveni SaMT pomoci CE. I v pfipadé této metody zistava

nutnost SPE predcisténi vzorku.

45



7. Obrazova priloha
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Obr. 2: Eluce SaMT 1 ml vody a néasledné¢ 1 ml methanolu
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Waters Oasis HLB
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Obr. 4: Eluce SaMT v prvni methanolické elucni frakci
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Obr. 6: Promyti 4 ml kyseliny mraven¢i 6 ml methanolu
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Obr. 7: Eluce SaMT v prvni a druhé elu¢ni frakci 200 mM NH,4CI ve 20% MeOH o pH 11,25
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