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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra analytické chemie

Nazev diplomové prace:

Vyvoj extrakce a HPLC stanoveni vitamini A a D v 1é¢ivém pripravku Infadolan

Tereza KoSvancova

Skolitel : PharmDr. Hana Sklenafova, Ph.D.

Byly nalezeny vhodné chromatografické podminky pro stanoveni obsahu

vitamind A a D v masti Infadolan® za pouziti vysokot&inné kapalinové chromatografie.

Optimalnich vysledkii bylo dosaZzeno na analytické kolon¢ Onyx Monolithic
C18 (50 x 4,6 mm) s pfedkolonou (5 x 4,6 mm). Jako mobilni faze byla pouzita smés
acetonitril : methanol : voda v poméru 49 : 49 : 2 (v/v/v) pfi pratokové rychlosti
2 ml/min, nastiikovaném objemu 20 pl, izokratickém rezimu a laboratorni teploté.
K detekci byl pouzit UV detektor s vinovymi délkami 265 a 290 nm. Vnitfnim
standardem se stal vitamin E acetat. Latky byly eluovany v pofadi: vitamin A acetat,

vitamin D a vitamin E acetét.

Béhem hledani vhodnych extrakénich ¢inidel pro vyvoj metody byla vyzkouSena
extrakéni  schopnost mnoha =zakladnich analytickych rozpoustédel. Latky
s nejvhodnéj§imi vlastnostmi byly pouZzity v péti vicestupniovych extrakcich. Ziskané

vysledky byly porovnany a navrzen dalsi postup.



ABSTRACT

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Analytical Chemistry

Title of graduation theses:

Development of extraction and HPLC determination of vitamins A and D in

pharmaceutical formulation Infadolan

Tereza KoSvancova

Supervisor : PharmDr. Hana Sklenétova, Ph.D.

The High Performance Liquid Chromatography conditions for the determination

of vitamins A and D in ointment Infadolan® were found.

The analytical column Onyx Monolithic C18 (50 x 4,6 mm) with guard column
(5 x 4,6 mm) was used for achievement of optimal results. A mobile phase composed of
acetonitrile : methanol : water in ratio 49 : 49 : 2 (v/v/v), the flow-rate 2 ml/min, the
sample volume 20 pl, the isocratic mode and laboratory temperature were chosen. The
UV detection was set at 265 and 290 nm. Vitamin E acetate was used as an internal
standard. Substance were eluted in the following order: vitamin A acetate, vitamin D

and vitamin E acetate.

During the search for suitable extraction agents for the development of an
extraction method the ability of many basic analytical solvents was tested. Agents with
the most suitable properties were used in five multi-stage extractions. Achieved results

were compared and next procedure was proposed.
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BEH
CHCl,
CL
DAD
EtOH
H,0

HPLC
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MF
MS
TFA
THF
Uv
VIS

SEZNAM ZKRATEK

Acetonitril

Etylenovy hybridni most (Bridge Ethylen Hybrid)
Chloroform

Cesky lékopis

Detektor diodového pole (Diode-Array Detektor)
Ethanol

Voda

Vysokou¢inna kapalinovd chromatografie (High Performance
Liquid Chromatography)

Methanol

Mobilni faze

Hmotnostni spektrometrie (Mass Spektrometry)
Kyselina trifluoroctova

Tetrahydrofuran

Ultrafialové spektrum (Ultra-Violet)

Viditelné spektrum (Visible)



3. CILAPOPIS ZADANI PRACE

vvvvvv

a ucinny lék v potfebném mnozstvi a v pozadovany c¢as. Hodnoceni bezpecnosti

a ucinnosti léku pfipadné 1écivého pitipravku je provaddéno rliznymi analytickymi

metodami, z nichz vysokoucinna kapalinova chromatografie patii k nejpouzivanéjsim.
Mast Infadolan® je volné prodejny 1éCivy piipravek pro zevni pouziti, vhodny

k urychleni obnovy pokozky neinfikovanych drobnych ranek, odérek nebo popalenin

od slunce. Obsahuje vitamin A a D jako své ucinné slozky v mastovém zékladu.

Cilem této diplomové prace je nalézt optimalni chromatografické podminky
pro stanoveni vitamini obsazenych ve vySe zminéné masti za pouziti vysokoucinné

kapalinové chromatografie (HPLC).

Druhym cilem je vyvinout vhodnou extrakéni metodu, optimalné ndrocnou

na ¢as, podminky, mnozstvi extrak¢nich ¢inidel a samotny postup.

-10 -



4. TEORETICKA CAST

4.1 Mast Infadolan®

4.1.1 Charakteristika masti Infadolan®

Infadolan® se pouZiva jako dermatologikum. Je to mast pro zevni pouZiti vhodna
k urychleni obnovy pokozky na postizeném misté. Pouzivda se u déti
od novorozeneckého veéku i u dospélych na neinfikované drobné ranky, odérky,
popaleniny 1. stupn¢, na suchou popraskanou pokozku. Na doporuceni 1€¢kare je mozné
tuto mast pouzit i pii lé€bé bércovych viedl, prolezenin a u pacientl s atopickou

dermatitidou.

Jde o ptipravek s obsahem vitaminti A a D, v bezvodém mast'ovém zakladu. Oba
vitaminy jsou rozpustné v tucich. Retinol usmériiuje rast a stavbu epitelovych tkani,
zabrafiuje metaplazii a hyperkeratoze epidermis a epitelovych bun¢k mazovych zlaz.
Zvysuje rezistenci klize a sliznic proti infekci. Pfi lokalnim podani se nevstfebava.

Ergokalciferol spolu s retinolem stimuluje epitelizaci ktize.

Nezadouci ucinky pfipravku jsou vzacné, ojedinéle mize dojit k precitlivélosti
na slozku masti.

Piipravek je jednofazova svétle zluta mast maslovité konzistence. Je balen po 30 g

a 100 g v aluminiové tub¢ s plastovym uzavérem, ulozen v papirové skladacce. Je volné

prodejny [1].

Kompletni slozeni ptipravku Infadolan® v 30 g: [1]

Retinoli acetas 48 000 m.j. (0,031995 g)
Ergocalciferolum 9000 m.j. (0,000225 g)
Bily vosk

Tuk z ov¢i viny

Bila vazelina

-11 -



4.1.2 Vitamin A

Vitamin A (retinol) patii do skupiny vitaminl rozpustnych v tucich. Je to vychozi
latka pro zrakovy purpur, bez kterého by se neutvoril rodopsin — fotoreceptor. Potiebuji
ho také epitelialni buniky pro normalni rast a funkci. Soucasné je nezbytny pro tvorbu
spermii a vaji¢ek a pro vyvoj plodu. Nedostatek vitaminu zpiisobuje poruchy vidéni
a poskozuje epitel tkdni, kde probihd deleni bunék. K cCasnym piiznakiim tohoto
nedostatku patii ztrata chuti, zastaveni ristu, porucha obranyschopnosti a Seroslepost.
Dale dochazi k vysychani sliznic a poSkozeni rohovky. Pii hlub§im nedostatku dochazi

k poruse tvorby kosti a porucham v nervovém systému [2].

Synteticky ester vitaminu A (acetat) pouzity pro pfipravu zdsobniho roztoku v této
diplomové praci ma formu svétle zlutych krystali, je nerozpustny ve vodé¢, dobie
rozpustny v ethanolu a misitelny s organickymi rozpoustédly. Je velmi citlivy na svétlo

teplo a vzdusnou oxidaci [15].

Chemicka struktura vitaminu A je uvedena na Obr. 1.

H3C CHa CH3 CH3

“‘\“\”‘\‘\OH

CH,

Obr. 1 : Chemicka struktura retinolu

4.1.3 Ergokalciferol

Oznaceni vitamin D zahrnuje nckolik typl vitamind rozpustnych v tucich.

wewvr

cholesterolu. Ergokalciferol je vitamin D, ktery vznikd UV-ozafenim ergosterolu

obsazené¢ho v kvasinkach a plisnich [2].

Latky, které se vytvaii z vitamin D maji hormondlni povahu, proto jsou vita-

miny D povazovany za takzvané prohormony.

- 12-



Ergokalciferol se v jatrech pfevede na svou aktivni formu, kterd zajistuje
vychytavani vapniku a fosforu z potravy, podporuje jejich vstiebavani ve stfeve, a tim
stavbu kosti. Jeho ukolem je také zpétné odbourani téchto minerald v ledvinach. Déle
reguluje latkovou vyménu minerdlnich soli. Vyuziva se pii 1écbé poruchy pfistitnych
télisek. V dostatecné mife pomaha predchazet vzniku osteopordzy ve stari. Plisobi proti

ekzémlim, kloubnimu revmatismu, podporuje zrak, pomahé predchédzet akné, stimuluje

kozni epitel.

Ergokalciferol pouzity pro piipravu zasobniho roztoku vitaminu D je bily
krystalicky prasek, nerozpustny ve vodé¢, snadno rozpustny v ethanolu a dobie
rozpustny v mastnych olejich. Na vzduchu se vlivem tepla a svétla pomalu rozklada

[15]. Chemicka struktura je uvedena na Obr. 2.

Obr. 2 : Chemicka struktura ergokalciferolu

- 13-



4.2  Vyskyt vitamini A, D a E a jejich moZnosti stanoveni

Stanovovani  vitamini  rozpustnych vtucich je nedilnou soucasti
farmaceutického, potravinaiského ¢i kosmetického primyslu. Mnozstvi vitamintt A, D
nebo E se nejcastéji stanovuje v mléce a mléEnych produktech [19, 24], v matetském
mléce [23], v mase a dalSich zivociSnych produktech [18], v détské vyziveé [20], v ovoci

a zelening€ [22] nebo v plazmé [21].

Analyzovany vzorek je vzhledem ke slozitosti své matrice Casto nejdiive
saponifikovan (zmydelnén). Tato operace je provadéna nejcastéji pfidanim ethanolu
nasledovaného hydroxidem draselnym, zvySenim teploty a kone¢né tfepanim. HPLC
analyza trva vétSinou 13 az 18 minut. K UV-VIS detektoru je Casto pfipojena jeste
MS detekce. Nasledujici tabulka (Tab. 1) pfedstavuje rizné varianty extrakci vitamini

a chromatografickych podminek analyzy.

- 14 -
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4.3 Chromatografie

4.3.1 Obecny princip chromatografie

Chromatografie je vysoce U€inna separacni metoda, ktera slouzi k oddéleni sloZzek

zkousSeného vzorku a soucasné k jejich kvalitativni a kvantitativni analyze.

V priibéhu chromatografické analyzy se vzorek vnasi mezi dvé vzajemné
nemisitelné faze. Stacionarni faze je nepohybliva, ma schopnost riznou mérou
zachycovat jednotlivé slozky vzorku. Mobilni faze je pohyblivd a jejim tokem pfies
stacionarni fazi jsou soucasti vzorku unaseny soustavou. Konecnd separace zavisi

na mife zadrzeni slozek nepohyblivou fazi [4].

Chromatografickych metod je velké mnozstvi, proto je vhodné jejich rozdéleni

do skupin podle né€kolika hledisek:

1. Podle skupenstvi mobilni faze:

a) Kapalinové chromatografie — mobilni fazi je kapalina.

b) Plynové chromatografie — mobilni fazi je plyn.

2. Podle usporadani stacionarni faze:

a) Kolonova chromatografie — staciondrni faze je umisténa v trubici (kolong).

b) Plosné techniky:

Papirova chromatografie — stacionarni fazi je chromatograficky papir.

Tenkovrstevna chromatografie — stacionarni faze je umisténa na pevném plochém

podkladu (napt. sklenéné desce, hlinikové f6lii).

3. Podle povahy d¢je, ktery prevlada pii separaci

a) Rozdélovaci chromatografie — podstatou separaéniho procesu v kapalinové

rozdélovaci chromatografii je odlisna rozpustnost slozek vzorku ve dvou vzajemné

nemisitelnych kapalinach, pfi¢emz stacionarni fize je zakotvena na pevném nosici.

- 16 -



b)

d)

V plynové rozdélovaci chromatografii je podstatou separace rozdilnd rozpustnost
slozek unaSenych nosnym plynem, ktery pifedstavuje mobilni fazi, v kapalné
stacionarni fazi.

Adsorpcéni chromatografie — podstatou separa¢niho procesu je rizna schopnost

slozek adsorbovat se na povrch staciondrni faze. Jako adsorbenty se nejcastéji
pouzivaji zrnité materidly na bazi silikagelu, méné Casto na bazi oxidu hlinitého
1 jinych (aktivni uhli, celulosa). Mobilni fazi u této chromatografie mize byt plyn

nebo kapalina.

Iontové-vyménna chromatografie — jedna se o kapalinovou chromatografii, pti které

je stacionarni fazi méni¢ iontli s vhodnymi funkénimi skupinami kyselé (katexy)
nebo zasadité (anexy) povahy. Podstatou separace je odlisnéd afinita separovanych
latek k iontovyménnym skupinam faze. Pfitom se uplatiiuji elektrostatické pfitazlivé

sily. Rozdiln4 afinita je dana velikosti ndboje a iontt.

Gelova chromatografie — u této kapalinové chromatografie jsou latky separovany

podle velikosti svych molekul. Analyzovand latka je unaSena mobilni fazi ptes
kolonu naplnénou poréznim materidlem (gel), molekuly latky jsou zdrZzovany
v disledku své permeace do definovanych port staciondrni faze. Malé molekuly
pronikaji hloubé&ji, proto jsou zadrzovany delsi dobu. Vétsi molekuly pronikaji jen
do vétSich port a maji mensi hodnoty retenénich objemt. Molekuly, které piesahuji

primér port kolony prochdzi bez zadrzeni.

Afinitni chromatografie — podstatou této separacni metody je schopnost stacionarni

faze vazat z analyzovaného vzorku urcité slozky, ke kterym mé tuzce selektivni

vztah (afinitu).
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4.3.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

4.3.2.1 Princip metody

Vysokou¢innd kapalinovd chromatografie patfi k nejprogresivnéjSim

analytickym metodikam, nasla velké uplatnéni ve vSech oblastech analyzy latek.

Hlavnimi pfednostmi této separacni metody je moznost soucasného
kvalitativniho a kvantitativniho hodnoceni separovanych slozek smési, dale rychlost
a citlivost stanoveni v zavislosti na pouzitém detektoru. Analyza potfebuje pouze

minimalni mnozstvi vzorku. Vyhodna je taktéz moznost automatizace [5].

U této metody nastava déleni latek mezi stacionarni fazi nejCastéji zakotvenou
na pevném nosi¢i uvnitf chromatografické kolony a mobilni fazi, kterd je pfes ni
protlaCovana za vysokého tlaku. Pfi déleni latek ve vzorku lze vyuzit vS§echny mozné
mechanismy separace — adsorpce, rozdélovani na zaklad¢ rizné rozpustnosti, iontova
vyména, molekulové sitovy efekt gelu. Diky této moZnosti lze nalézt ucinny
chromatograficky systém k oddéleni smési prakticky vSech organickych latek

rozpustnych ve vodé, zfedénych kyselinach nebo organickych rozpoustédlech [4].

Z hlediska pouzitych fazi se da HPLC rozdélit na techniku s ,,normalni* fazi
a s reverzni neboli obracenou fazi. U chromatografie s normalni fazi se jako stacionarni
faze pouzivaji latky s polarni povahou (silikagel, aminopropyl, dioly, atd.) Jako mobilni
faze se vyuzivaji méné polarni latky (hexan, ethylether, chloroform). Tato
chromatografie je vhodna pro separaci polarnich sloucenin. Pouzivanéjsi je metodika
s reverzni fazi, ktera vyuziva jako staciondrni faze nepolarni latky navazané na nosic¢
(Casto silikagel). Jako organické funkéni skupiny jsou velmi Casto pouZzivany uhlikaté
fetézce C 8 a C 18. Mobilni faze jsou polarnéjsi, obvykle organickd rozpoustédla

(methanol, acetonitril,...) s ptfidavkem vody [9].

HPLC je také mozno rozdélit podle typu pouzité eluce, ktera miize probihat
izokraticky nebo gradientové. Izokraticka eluce je charakteristickd neménnym sloZzenim
mobilni faze po celou dobu analyzy. S pfibyvajicim mnozstvim rGzné polarnich
analyzovanych latek se umérné prodluzuje i doba analyzy [10]. Pro zkraceni této doby
je mozno zvolit eluci gradientovou, pii které je pouzito vice mobilnich fazi

se vzrustajici eluéni silou. Postupnou zménou fazi jsou z kolony v piijatelném case
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eluovany 1 latky s vysokou afinitou ke stacionarni fazi, jejichz eluce by jinak trvala

neumérné déle [11].

4.3.2.2 Kouvalitativni a kvantitativni stanoveni

Zakladni kvalitativni charakteristikou je reten¢ni (eluéni) Cas tg, ¢as od nastiiku
vzorku na kolonu k maximu chromatografického piku. NejcastéjSim ditkazem totoznosti
je shoda retencnich casti chromatografického piku lé€iva v analyzovaném vzorku

s reten¢nim ¢asem piku standardu.

Kvantitativni charakteristikou latek v HPLC je plocha (eventualné¢ vyska)
chromatografického piku [5]. Nepfesné urceni plochy/vysky piku je nejcastéjSim
zdrojem chyb pii zpracovani chromatografickych dat. Plati, Ze metoda, ktera byla
pouzita pro vyhodnoceni standardu musi byt pouzita i pro vyhodnoceni stanovované
latky. Plochy resp. vysky piku lze nejptesnéji urcit pomoci digitalnich integratortt nebo
pomoci software pro vyhodnoceni chromatografickych dat. NejcastéjSimi metodami
vyhodnocovani jsou metoda vnéjsiho standardu, metoda standardniho ptidavku, metoda

vnitfniho standardu a metoda vnitfni normalizace.

V této diplomové praci byla pouzita metoda vnitfniho standardu. Pfednost této
techniky je v tom, ze se cela analyza uskute¢ni v jediném nastiiku a davkovany objem
vzorku neni tfeba piesné odmeétovat. Princip metody je dan tim, Ze se nafedi vzorek
standardem, pficemz plivodni koncentrace standardu musi byt zndma. Postup vypada
takto: ke vzorku o uréitém objemu V; a nezndmé koncentraci c¢; ptiddme piedem
definovany objem standardu Vg o zndmé koncentraci ¢ Latky se musi dobfe separovat
a standard by se m¢l eluovat v blizkosti stanovované latky. Ziskand smés se nadavkuje
a vyhodnoti se plochy standardu A a stanovované latky A;. Pak pro koncentraci vzorku

plati:

4

C'=RE .Jq- . S
%

S

kde R;s je relativni odezva detektoru stanovované latky vici vnitinimu standardu [13].
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4.3.2.3 Vhodnost chromatografického systému

Pti vybéru vhodnych chromatografickych podminek pro hledanou metodu byly
v chromatogramu sledovany ptedevsim dvé kritéria: faktor symetrie piku a rozliSeni
piku.

Faktor symetrie piku (As) nebo také faktor chvostovani piku se vypocita

Z€ VZOrce:

kde wys je Sitka piku v jedné dvacetiné jeho vysky, d je vzdalenost mezi kolmici
spusténou z vrcholu piku a vzestupnou casti piku vjedné dvacetiné jeho vysky.
Hodnota faktoru ma byt dle CL 2009, doplitku 2010 mezi 0,8 a 1,5, pficemz hodnota

1,0 znaci tplnou symetrii piku [15].

Rozliseni (Rs) mezi piky dvou slozek se mize vypocitat podle vzorce :

Rs _ 191801%2 _tm)
Wi+ Wy

kde tz> > tg; a jsou to retencni Casy nebo vzdalenosti podél zékladni linie od bodu
nastiiku ke kolmicim spusténym z vrcholti dvou sousednich pikli, wy; a wy, jsou Sitky
pikti v polovi¢ni vySce. RozliSeni vétsi nez 1,5 odpovida rozdeleni pikli na zékladni linii

[15].
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4.3.2.4 Kapalinovy chromatograf

Zakladni ¢asti kapalinového chromatografu jsou uvedeny na schématu (Obr. 3).
Ze zésobnikli je mobilni fadze Cerpdna pres filtr vysokotlakym Cerpadlem, které je
schopné vyvijet tlak az 40 MPa. Vysoky tlak je nezbytny vzhledem k naplni kolon
a ke zna¢né viskozité kapalné mobilni faze (v porovnani s plyny). Tato skutecnost klade
vysoké naroky na kvalitu a vykonnost Cerpadla, na tésnost a pevnost vSech spojil
1 samotnych kolon. Zabezpeceni plynulosti toku MF je dilezité pro detekci (zamezeni
"Sumu" v odezvé detektoru). Tlak je kontrolovdn manometrem. Na vstupu kolony je
umistén davkova¢ vzorku. K nastfiku vzorku se pouziva automaticky davkovac
(autosampler). Vzorek je spolu s mobilni fazi unaSen pies kolonu, kde je separovan.
Separované cCasti vzorku jsou detekovany, signal zdetektoru je vyhodnocovéan

pocitacem s potiebnym softwarem [4].

8
1 4

T ||
m II I

Obr. 3 : Schéma kapalinového chromatografu : 1,2 - zasobniky mobilni faze; 3 - vysokotlaké cerpadlo;
4 - sméSovac; 5 - manometr; 6 - davkovaci zafizeni; 7 - pfedkolona; 8 - kolona; 9 - detektor; 10 - sbéra¢
frakei; 11 - pocitac s chromatografickym softwarem [4]
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4.3.2.5 Chromatografické kolony

Kolony pro vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii jsou predevsim kovoveé,
dlouhé 5 — 30 cm, s vnitinim primérem 2 — 8 mm a konstruované tak, aby odolaly
vysokym tlakiim i chemickému piisobeni mobilni faze ¢i separovanych latek. S rostouci
délkou analytické kolony se zvySuje UCinnost separace, ale 1 doba analyzy. Napli
kolony musi byt rovhomérnd, proto se k analyze pouzivaji predevs§im kolony testované
samotnym vyrobcem. Separace jsou zaloZeny na povrchovych interakcich sorbentu

a analytu. Zalezi pfi nich na typech interak¢énich mist [4].

g - E{

Obr. 4 : Schéma chromatografické kolony : 1 - kovovy plast’; 2 - porézni kovova frita; 3 - stacionarni
faze; 4 - ochranny pievleceny krouzek; 5 - koncova hlavice; 6 - vstup pro kapilaru se Sroubem [13]

V moderni kapalinové chromatografii je trendem miniaturizace kolon a vyvoj
novych sorbentll pro separaci. Pouzivany jsou pfedev$im malé rigidni porézni ¢astice
nebo monolity s velkou plochou povrchu. Zmensovanim velikosti Castic a pruméru

kolony se snizuje spotieba a objem odpadu rozpoustédel, stacionarni faze 1 vzorku.

Vyuziti systéml s normalnimi fazemi bylo v pribéhu vyvoje chromatografie
spiSe potlaceno, predevsim kvuli SirSi vyuzitelnosti a vétsi robustnosti reverznich fazi.
Hlavnim problémem téchto fazi byla vysoka povrchova aktivita a kyselost silikagelu.
Tato latka je rozpustna pfi pH vysSim nez 8 — 9 a je hydrolyzovana na povrchové
vazanych skupinach pti pH niz8im nez 3, coz zpiisobovalo deaktivaci povrchu nebo
ireverzibilni interakce se siln¢ bazickymi analyty. Navic piisobenim vyssich teplot je

silikagel degradovan [4].
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Povrch silikagelu miize byt ¢astecné chranén navazanim urcitych chemickych
skupin. Timto zplsobem fize zlstdva polarni a zdroven jsou chranény silanolové

skupiny. Vyhodou takovych materiali je snadnéjsi ustaleni rovnovahy na koloné [6].

Pokrokem v analyze bylo zavedeni monolitickych kolon do praxe. Na rozdil
od stacionarnich fazi, které se skladaji z jednotlivych castic sorbentu o definované
velikosti, monolitické kolony tvoii jediny kus porovitého materialu, ktery zcela zapliuje
vnitfek separacni kolony. Klasické 3-5 pm ¢asticové kolony vykazuji dobrou separaéni
ucinnost, ale s klesajici velikosti sorbentu stoupa zpétny tlak, takze maximalni rychlost
pratoku je omezend. Z tohoto diivodu je omezena také rychlost analyzy a délka kolony.
Navic pii dalSim zmenSovani velikosti Castic vysoky zpétny tlak kolony podstatné
sniZuje jeji zivotnost.

Nejvétsi vyhodou monolitickych kolon jsou jejich hydrodynamické vlastnosti.
Maji dva typy pori - velké pory (makropory), zajistujici rychly tok mobilni faze skrz
monolit a vyznamné zrychlujici pfenos hmoty mezi mobilni a stacionarni fazi, a stiedné
velké pory (mesopory) poskytuji monolitu dostate¢né veliky povrch pro vysokou
separacni kapacitu. Tato struktura umoziuje pouzivani monolitli pii znaéné vysokych
rychlostech pritoku mobilnich fazi bez pfilisného zvySeni tlaku a zaroven bez ztraty

separacni u¢innosti, a to 1 pro separované¢ makromolekuly [7].

4.3.2.5.1 Kolony Chromolith®

Vnitinim sorbentem téchto analytickych kolon je tyCinka velmi Ccistého
monolitického oxidu kifemicitého se strukturou bimodalnich pora. Jeji makropory
podstatné snizuji zpétny tlak kolony, ¢imz umoznuji vyssi pritok a potfebné zkraceni
trvani analyzy. Mesopory pak tvoii velky aktivni povrch pro separaci. Kolony jsou
taktéz odolnéjsi vici ucpani i v pripade biologickych vzorka [8].

V pribéhu testovani vhodnych chromatografickych podminek pro hledanou

metodu byly zkouSeny dvé€ kolony patfici do této skupiny - Chromolith Flash RP-18e
(25 x 4,6 mm) a Chromolith Fast Gradient RP-18e (50 x 2 mm).

Prvni jmenovana kolona je typickym zéastupcem monolitickych kolon
spadajicich pod technologii Merck Chromolith®. Druha zmin&n4 analytické kolona pati

k inovacim této technologie. Vzhledem k menSimu vnitinimu priméru analyza trva
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krat$i dobu a ma jesté nizs$i zpétny tlak, ¢imz se stdva vykonnéjsi nez diive zminéna

kolona. Separacni ti€innost kolony je vSak stejna [8].

Obr. 5 : Kolony Chromolith [8]

4.3.2.5.2 Kolona Onyx Monolithic

Kolona Onyx Monolithic od spolecnosti Phenomenex byla vyrobena na zakladé

licence firmy Merck, takze jeji podstata je stejna jako u kolon Chromolith.

Béhem testovani optimalnich chromatografickych podminek byla zkouSena
Onyx Monolithic C18 (50 x 4,6 mm), coz je také monolitickd HPLC kolona s velmi
poréznim silikagelem s bimodalni strukturou péru. Makropory o priiméru piiblizné

2 um tvofi prostorovou sit’, mezopdry vytvaii vnitini porézni strukturu pro separaci [9].

Obr. 6 : Kolona Onyx Monolithic [9]
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4.3.2.5.3 Kolony Gemini

Hledani vhodného nosice, ktery by spojoval délici ucinnost silikagelu
s chemickou inertnosti a stabilitou polymert vedlo k mnoha riiznym feSenim. Jednim
z pokusil o takovy nosi¢ je Twin technologie spolecnosti Phenomenex, kterd se pokousi
kombinovat vlastnosti silikagelu a polymernich nosi¢ii jako jsou: flexibilita pH,
reprodukovatelny vykon, prodlouzena Zzivotnost kolon nebo stabilita pii pouziti

mobilnich fazi s vysokym obsahem vody.

Materidly na bazi silikagelu vynikaji svou Uc¢innosti, ale jsou schopny pracovat
pouze v omezeném rozsahu pH. Naopak polymery jsou stabilni v Sirokém rozmezi pH
na ukor uc¢innosti separace. Hybridni cCastice obsahuji v celém svém objemu
rovnomérné rozlozené castecné alkylované kiemikové atomy. Coz je kompromisni
feSeni vedouci ke zlepSeni stability Castic a relativné sluSné ucinnosti déleni, nizsi

ovSem nez u Cistého silikagelu.

V poslednim stadiu vyroby za pouziti Twin technologie projde ¢astice silikagelu
specidlni chemickou procedurou. Jejim vysledkem je castice s povrchovym
organokfemicitym krunyiem, kterd si zachovava svoji vnitini silikagelovou strukturu,
a tim 1 mechanickou pevnost, rigiditu a dobrou d¢lici t€innost. Horni vrstva mé za tikol

chranit pfed chemickym napadenim a tim stabilizovat cely povrch [9].

Obr. 7 : Kolona Gemini [9]

4.3.2.5.4 Kolona X-bridge Shield

Sorbent této kolony byl vytvofen BEH technologii (Bridge Ethylen Hybrid),
jejimz hlavnim principem je syntéza organicko-anorganického hybridniho materialu.

Ten obsahuje organickou (organosiloxany) i anorganickou (silikagel) ¢ast, které spojuji

-25-



ethylenové mustky. Diky témto mulstkim muze byt kolona pouzita v Sirokém rozpéti
pH.

Shield v ndzvu kolony oznacuje zmenseni poctu silanolovych skupin chemickou
zdménou, aby se omezila vyména iontli mezi stacionarni a mobilni fazi tzv. krvaceni

kolony.

Obr. 8 : Kolony X-bridge Shield [14]

4.3.2.5.5 Regenerace analytické kolony

Pti soucasnych cendch je velmi dilezité, aby kolona méla co nejdelsi Zivotnost.
Podstatné je jeji uchovavani ve vhodnych podminkach pfipadné jeji regenerace

k prodlouzeni pouzitelnosti.

K prodlouzeni zivotnosti analytické kolony je nejlepSim zplsobem piedchazet
znecisténi kolony kontaminanty. Proto je vhodné vzdy pouzivat rozpoustédla Cistoty

HPLC a vénovat zvySenou pozornost piipravé mobilni faze i vzorku.

Zivotnost kolony zavisi na velkém mnozstvi aspekti, pii¢in k jejimu zmenseni je
hned nékolik. Nejdiive je to typ a druh vzorku, ktery se silné adsorbuje na stacionarni
fazi, tim snizi jeji separacni schopnost. Také mohou byt ve vzorku velké ¢astice, které
neprojdou kolonou, a zvySuji tim zpétny tlak. Proto se Casto pii analyze pouziva
pfedkolona, kterd sice zvySuje mrtvy objem, ale zabranuje znehodnoceni stacionarni
faze. DalSimi pfi¢inami zmenSeni zivotnosti jsou slaba mechanickd odolnost kolony

vznikla neSetrnym zachdzenim a prace v extrémnich oblastech pH.

Zékladnim doporuc¢enim je proplachovani kolony po skonceni analyzy

solventem (nejcastéji methanol nebo acetonitril) ptfi poloviénim pritoku mobilni faze
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nez se obvykle pouziva. Takto se z kolony vytésni latky a nelistoty, které¢ se jinak

neeluuji nebo maji ptili§ velké kapacitni poméry.

K regeneraci kolony slouzi rizné "dekontaminacni programy", které se voli
vzhledem k predpokladanym kontaminantim. Jednim z nejjednodussich je pouziti vody,
methanolu, tetrahydrofuranu, dichlormethanu a poté opét pouziti tetrahydrofuranu
a methanolu. Pouziti vody v prvnim kroku je nutné v ptipad¢ zvoleni pufru jako mobilni
faze. Methanol by mohl zplsobit jeho vysrazeni ptimo v systému. Dichlormethan slouZzi
k eluci lipidi a malych hydrofébnich molekul, nasledny tetrahydrofuran s methanolem

slouzi k prevedeni kolony opét do reverzniho modu.

Vzhledem k vlastnostem stacionarni faze dochézi k zadrZzovani kontaminantd na
pocatku kolony. Poslednim krokem proto muze byt otoceni kolony proti obvyklému
sméru toku mobilni fidze a pouziti nékterého z dekontaminacnich programi.

Po ukonceni regenerace kolony se kolona ponecha jiz v tomto modu [13].

4.3.2.6 Piedkolona a pre-filtr

Pouziti ptedklony nebo piedkolonového filtru zvySuje mrtvy objem systému
a mize sniZzovat u¢innost separace. Z téchto divodua je nutné zvazit, zda jejich pouziti je
nezbytné. Pre-filtr obsahuje kovovou fritu suréitou porozitou, kterd je vymeénitelna

a v piipad¢ zaneseni mize zvySovat zpétny tlak.

Ptedkolona ma ulohu filtru a soucasné¢ chrani kolonu pfed kontaminaci.
Pii vybéru spravné piedklony je dulezité zvolit stejnou stacionarni fazi a spravné

rozméry (vétsi délka vice ovlivni separaci)[13].

4.3.2.7 Detektory

V kapalinové chromatografii existuje mnoho zptsobt detekce latek. Hlavnimi
pozadavky na HPLC detektory jsou: vysoka citlivost, stabilita a reprodukovatelnost
odezvy (bez Sumu a driftu), linearni zévislost na koncentraci v co nejvétsim rozsahu,
okamzitd odezva a minimalni objem detekéni cely (aby nedochédzelo k rozmyvani
chromatografickych zon). Vnéjsi vlivy jako jsou zména teploty, typu rozpoustédla
piipadné pritokové rychlosti by mély detekci ovliviiovat co nejméné. Detektor by mél

byt nastavitelny tak, aby se odezva dala optimalizovat pro rizné latky [4].
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Detektory mohou byt univerzalni (detekce vSech latek v eluatu) nebo selektivni
(detekce pouze urcitych pfedem zvolenych latek). Mezi nejvice pouZivané patii
UV-VIS detektor pro svoji univerzalnost a pomérné¢ vysokou citlivost, DAD (diode-
array detektor), fluorescencni detektor a stale vice se rozsifuje pouziti MS detektoru
(hmotnostné spektrometricky detektor) i1 pfes jeho pomérné vysokou cenu. MS,
elektrochemicky a fluorescencni detektor patii mezi nejselektivnéj$i a nejcitlivejsi
detektory. Detektory lze také kombinovat, coz podporuje spolehlivost a poskytuje vice
informaci z analyzy (UV — MS) [3].

4.3.2.7.1 UV-VIS spektrofotometrické detektory

Tyto detektory jsou zalozeny na principu absorpce zareni v oblasti vlnovych
délek 190 — 400 nm (UV) a 400 — 800 nm (VIS). Paprsek prochéazi priatokovou celou
detektoru a diky interakcim latek s elektromagnetickym zafenim dochazi ke zméné jeho
intenzity. Kvantitativni vyhodnoceni je zalozeno na Lambert-Beerové zdkoné, ktery
vyjadiuje vzajemny vztah mezi tloustkou absorbujici vrstvy (1), koncentraci absorbujici

slozky (c) a vlastni velikosti absorpce, vyjaddienou jako absorbance (A):

A=cc!

kde ¢ je molarni absorpéni koeficient (I.mol'.cm™). Absorbance zavisi na vlnové délce
a na piitomnosti funkénich skupin v detekované latce. VétSina organickych latek
absorbuje v UV oblasti, protoze obsahuji konjugované dvojné vazby nebo nevazebné

elektrony.

UV-VIS detektory lze rozdélit na Ctyfi typy:

1. Detektory s fixni vinovou délkou - zdrojem zareni je nizkotlakova rtutova vybojka

2. Detektory s ménitelnou vinovou délkou - vinové délky musi byt piredem dané

3. Detektory s programovatelnou vlnovou délkou - vlnovou délku lze nastavovat

v ur¢itém rozmezi, nejcastéji od 190 do 700 nm, a Ize ji menit béhem analyzy

4. Detektory diodového pole (DAD, aj.) — zafeni z deuteriové nebo wolframové

lampy prochdzi mérnou celou detektoru a poté se spektralné rozklada
holografickou mfizkou, takZe na fotodiody dopada zafivy tok o urcité vlnové

délce zeslabeny absorpci v cele detektoru. Fotodiody jsou spojeny
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s kondenzatory, které se pfedem nabiji na urCitou hodnotu. Fotoelektricky
proud, ktery vznikd po dopadu zafeni na diodu, vybije kondenzitor umérné
intenzit¢ dopadajiciho zafeni. V dals$i fazi se kondenzdtory nabiji a méii
se proud, ktery je potfebny na jejich dobiti. Vysledkem méteni detektoru je
trojrozmérny zaznam, ze kterého se chromatogram pfti piislusné vinové délce
extrahuje. Spektralni informace z DAD detektoru slouZi zejména k posouzeni

Cistoty piku analyzované latky [4].

4.3.2.7.2 Fluorescencni detektory

Fluorimetrické detektory jsou zalozeny na principu fluorescence a méfeni
sekundarniho zareni (emisniho), které latka vyda po absorpci primarniho
elektromagnetického zafeni (excitacniho). Jejich pouZiti je tedy vhodné pouze v piipadé
analyzy latek, které piimo fluoreskujici nebo vykazuji fluorescenci po derivatizaci

s vhodnym ¢inidlem.

Jen asi 10% organickych latek vykazuje schopnost fluorescence, takze pouZiti
téchto detektorti je omezené. Piesto jsou vysoce citlivé a selektivni. Maji-li dvé latky
shodné nebo velmi podobné absorpéni spektrum, nemusi se shodovat jejich emisni

spektra, coz je podstatou vysokeé selektivity této detekce [13].

4.3.2.7.3 Elektrochemické detektory

Elektrochemické detektory se pouzivaji k detekci latek, které jsou schopné
elektrochemické reakce, probihajici na fdzovém rozhrani elektroda - roztok (mobilni
faze). Mnozstvi aplikaci pro elektrochemickou detekci neni piilis velké, ale latky,
na které se aplikuje elektrochemicka detekce, reprezentuji velké mnozstvi dulezitych

1é¢iv a ptirodnich produktii [13].

Tyto detektory méfi urcitou elektrickou veli¢inu (elektrodovy potencial, proud,
kapacita) vyvolanou prichodem vzorku prutokovou celou detektoru. V té jsou umistény
elektrody s napétim nutnym k pribehu elektrochemické reakce. Méfeny elektricky
signdl je umérny latkovému mnozstvi slozky a u elektrochemickych detektort se tedy

sleduje zavislost mezi elektrickou veli¢inou a koncentraci vzorku [16].

-20.



4.3.2.74 Vodivostni detektory

Vodivostni detektory jsou univerzalni detektory méfici elektrickou vodivost
eluatu v pratokové cele mezi dvéma elektrodami. Na né€ je nutné vkladat stiidavé napéti,
aby se zabranilo polarizaci elektrod.

Konstrukéné je tento detektor velmi jednoduchy, takze je mozné ho velmi dobie
miniaturizovat na malé objemy. Klade ovSem velky diiraz na mobilni fazi, ktera by méla
byt nevodiva, musi ale dostate¢né rozpoustét analyzované vzorky. Vhodnou mobilni
fazi je redestilovand voda, kterd mize mit i mensi pfimés polarnich organickych

rozpoustédel [13].
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5.  EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Pouzité chemikalie

Aceton, Penta (Chrudim, Ceska republika)

Acetonitril, Sigma Aldrich (Praha, Ceska republika)

Ergocalciferol > 98%, Sigma Aldrich (Praha, Ceska republika) = Vitamin D,
Ethanol, Sigma Aldrich (Praha, Ceské republika)

Hexan, Lach-Ner, s.r.o. (Neratovice, Ceska republika)

Chloroform, Penta (Chrudim, Ceska republika)

Infadolan® (&.8arze: 90579), Herbacos-Bofarma (Pardubice, Ceské republika)
Isopropylalkohol, Penta (Chrudim, Ceské republika)

Jodid draselny, Fluka - Sigma Aldrich (Praha, Ceska republika)

Methanol, Sigma Aldrich (Praha, Ceska republika)

Placebo Infadolanu®, Herbacos-Bofarma (Pardubice, Ceska republika)
Tetrahydrofuran, Sigma Aldrich (Praha, Ceska republika)

Toluen, Lach-Ner, s.r.o. (Neratovice, Ceska republika)

Vitamin A acetat, Sigma Aldrich (Praha, Ceska republika)

Vitamin E acetat 96%, Sigma Aldrich (Praha, Ceska republika)

ultracistd voda, Cisténa systémem Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA)
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5.2 Pouzité pristroje a zarizeni

5.2.1 Chromatografické kolony

Chromolith Flash RP-18e, 25 x 4,6 mm, pfedkolona (5 x 4,6 mm), Merck (Némecko)
Chromolith Fast Gradient RP-18e, 50 x 2 mm, ptedkolona (5 x 4,6 mm), Merck
(Némecko)

Gemini 3u C18 110A, 50 x 3,0 mm; 3um; Phenomenex (USA)

Gemini 3p C18 110A, 30 x 2,0 mm; 3pum; Phenomenex (USA)

Onyx Monolithic C18, 50 x 4,6 mm, pfedkolona (5 x 4,6 mm), Phenomenex (USA)
X-bridge Shield RP-18, 50 x 3 mm; 2,5um; Waters (USA)

5.2.2 Pristroje a zarizeni

Kapalinovy chromatograf Waters (USA): Software Breeze (Waters, USA)
Waters 1525 Binary HPLC Pump
Waters 2487 Dual A Absorbance Detector
Waters 717 Plus Autosampler

Analytické vahy Sartorius 2004 MP, Némecko
Centrifuga EBA 21, Hettich Zentrifugen, Némecko
Ultrazvukova lazen Bandelin Sonorex RK52, Berlin, Némecko

Vodni lazein Memmert WB 14 (s integrovanou tfepackou), Némecko
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5.3 Priprava roztoku

5.3.1 Zasobni roztoky

Jako rozpoustédlo pro pfipravu zasobniho roztoku vitaminu A-acetatu byl pouzit
methanol, ve kterém je latka dobfe rozpustnd. Pro zdsobni roztok byla zvolena
koncentrace 1 mM. Roztok byl z dGvodu nestability latky uchovdvan v mrazicim
zafizeni pii teploté¢ -20 °C a chranén proti svétlu alobalem. Timto zplisobem byly
zachovany vlastnosti roztoku po dobu piiblizn¢ jednoho mésice, proto bylo nezbytné

v pribéhu optimalizace chromatografickych podminek dvakrat ptipravovat novy roztok.

Jako rozpoustédlo pro pfipravu zasobniho roztoku vitaminu D byl, vzhledem
k rozpustnosti latky, pouzit rovnéz methanol. Byla zvolena rovnéz koncentrace 1 mM.
Roztok byl uchovavan v chladicim zafizeni pii stalé teploté 4 °C. Tyto podminky byly
dostatecné pro zachovani vlastnosti roztoku, proto nebylo nutné ho znovu pfipravovat

po celou dobu méteni.

Rozpoustédlem pro zasobni roztok vitaminu E-acetatu byl zvolen hexan.
V methanolu latka neni rozpustnd. Roztok byl uchovavdn v chladicim zatizeni
pti teploté 4 °C. Koncentrace roztoku byla stanovena na 20 mM. Tento roztok si rovnéz
zachoval v danych podminkach své vlastnosti po celou dobu méfeni, tudiz nebyla

nezbytnd jeho nova ptiprava.
5.3.2 Pracovni roztok standardu

Pracovni roztok byl opakovang ptipraven do 10 ml odmérné banky smisenim 1 ml
z kazdého zasobniho roztoku a doplnénim methanolem po rysku. Na zacatku kazdého
méfeni byla ovéfena stalost jeho vlastnosti. V pfipadé zmény téchto vlastnosti
predevs§im v dasledku casové degradace vitaminu A nebo z divodu spotiebovani

roztoku, byl pfipraven novy.
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5.4 Optimalizace chromatografické metody

Nejdiive bylo nutné nalézt vyhovujici chromatografické podminky pro vytvoreni
metody, jako jsou analyticka kolona s vhodnym sorbentem, slozeni mobilni faze,
pritokové rychlost, vinové délka detekce. Do systému byl nastfikovan pracovni roztok

standard.
5.4.1 Ur¢eni vinové délky detekce

Pii hledani vlnové délky vhodné pro dal§i méfeni se vychazelo z UV spekter
stanovovanych vitamini. Vybrané vlnové délky odpovidaji absorpénim maximim

téchto vitamint.
5.4.2 Vybér mobilni faze a jeji prutokové rychlosti

Pii vybéru vhodné mobilni faze se vychdzelo ze seznamu zakladnich rozpoustédel
nejvice pouzivanych v HPLC sohledem na rozpustnost stanovovanych vitamint.
K testovani byla vybrana v tabulce uvedend rozpoustédla a jejich smési. V prabchu
tohoto zkouSeni dochdzelo také k hledani idealni pritokové rychlosti s pfiméfenym
tlakovym zatizenim kolony a dostateCnou separaci analyzovanych latek. Pro
experimenty byly testovany zdkladni pratokové rychlosti 0,5 ml/min, 1 ml/min,

2 ml/min, 3 ml/min, 4 ml/min.

Tab. 2 : Testované mobilni faze

Acetonitril Methanol Voda
Mobilni faze I 100 % 0% 0%
Mobilni faze 11 0% 100 % 0 %
Mobilni faze 111 50 % 50 % 0 %
Mobilni faze IV 49 % 49 % 2%

-34 -




5.4.3 Testovani analytické kolony

Celkem bylo vyzkouSeno 6 odliSnych analytickych kolon - Chromolith Flash RP-
18e (25 x 4,6 mm); Chromolith Fast Gradient RP-18e (50 x 2 mm); Gemini 3p C18
110A (50 x 3,0 mm; 3 um ); Gemini 3u C18 110A (30 x 2,0 mm; 3 pm); Onyx
Monolithic C18 (50 x 4,6 mm); X-bridge Shield RP-18 (50 x 3 mm; 2,5 pm).

Prvni testovanou kolonou byla Chromolith Flash RP-18e (25 x 4,6 mm) s vnitini
naplni oktadecylsilikagelem. V celém systému byly postupné testovany vSechny CEtyfi
vybrané mobilni faze. Behem zkouSeni kazdé faze byla zvySovana jeji pratokova
rychlost v uvedeném rozmezi testovanych pritoki po kazdém nastfiku pracovniho

roztoku standardd o objemu 20,0 pl.

Nasledujici zkousenou kolonou byla Chromolith Fast Gradient RP-18e (50 x
2 mm). Postup testovani odpovidal ptfedchozi koloné. Jen u vySe uvedené mobilni

faze IV byly promé&feny pouze pritokové rychlosti 0,5 ml/min, 1 ml/min a 2 ml/min.

V prubéhu testovani tieti kolony X-bridge Shield RP-18 (50 x 3 mm; 2,5um) byl
postup vzhledem k ¢asticovému typu kolony znac¢né transformovan. Nejprve byla
testovana mobilni faze IV, nasledn¢ III a I. Misto mobilni faze II byla pfipravena nova -
acetonitril : methanol : voda v poméru 48 : 48 : 4 (v/v/v). U vSech uvedenych mobilnich

fazi byly zkouSeny pouze prutoky 0,2 a 0,5 ml/min.

Metodika méteni na dalsi koloné Onyx Monolithic C18 (50 x 4,6 mm) byla

totozna s prvni testovanou kolonou.

U ptedposledni zkousené ¢asticové kolony Gemini 3p C18 110A (50 x 3,0 mm;
3 um) byly proméfeny vSechny zvolené mobilni faze v pritocich 0,2 ml/min,

0,5 ml/min a 1 ml/min.

Posledni testovanou kolonou byla ¢asticova Gemini 3p C18 110A (30 x 2,0 mm,;
3 um). U mobilnich fazi 1 a IV byly zkouSeny pratoky 0,2 ml/min, 0,5 ml/min
a 1 ml/min, u mobilnich fazi II a III pritoky 0,2 ml/min a 0,5 ml/min. Byla métena
1 nova faze, zkouSena jiz u kolony X-bridge Shield RP-18, v pritokovych rychlostech

0,5 a 1 ml/min.
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5.5 Extrakce vitaminu ze vzorku

5.5.1 Jednostupiiova extrakce

Do centrifugac¢nich zkumavek o objemu 50 ml bylo odvézeno pokazdé asi 0,5 g
vzorku a pfiddno 10 ml rozpoustédla. Pouzity byly acetonitril, methanol, hexan,
chloroform, aceton, ethanol, tetrahydrofuran, toluen a smés methanol : hexan v poméru
6 : 4 (v/v). Zkumavky byly umistény na 15 nebo 35 minut do ultrazvukové ldzné
a nakonec 5 minut centrifugovany. Ciry supernatant byl poté autosamplerem davkovan

na kolonu.
5.5.2 Vicestupnova extrakce

Zakladni krok této piipravy se neliSil od ptedchoziho typu, nasledné byl

redukovan pocet zkousenych rozpoustédel a pridany dalsi metody extrakce.

5.5.2.1 Vlozené vymrazovani

Nejprve byla vyzkouSena tfi rozpoustédla (aceton, ethanol a isopropylalkohol)
podle pravidel podobnych jednostupniové extrakci. Krokem navic bylo umisténi
zkumavek po ultrazvukové lazni je$t¢ na 15 minut do mraziciho zafizeni. Nasledn¢

probéhla opét centrifugace po dobu 5 minut.

5.5.2.2 Postupna extrakce hexanem a methanolem

Dale bylo ke dvéma vzorkiim pfidano jednotlivé 10 ml hexanu, zkumavky byly
v ultrazvuku po dobu 20 min, poté bylo do kazdé pfipipetovano 10 ml methanolu.
Nésledn¢ byl jeden vzorek 15 minut tfepan, druhy umistén znovu na 15 minut

do ultrazvukové lazné. Nakonec byly oba vzorky 5 minut mrazeny.

5.5.2.3 Extrakce smési hexanu a methanolu/chloroformu

Nésledujici metodika se liSila v pfidavku methanolu spolu s hexanem, tedy
v prvnim kroku rozpousténi vzorkl.. Tato metoda byla jeSté modifikovana ptidavkem

10 ml chloroformu namisto 10 ml methanolu. Testovany tedy byly Ctyfi vzorky.
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5.5.2.4 Postupna extrakce hexanem a methanolem/acetonitrilem

Dale bylo vyzkouseno piidani 10 ml hexanu jednotlivé do 4 zkumavek, ty byly
poté umistény na 15 minut do ultrazvukové lazné. Vzorky se nasledné rozdélily do dvou
skupin, k jedné bylo pfipipetovano 10 ml methanolu, k druhé 10 ml acetonitrilu.
Z kazdé skupiny byla jedna zkumavka vracena do ldzn¢ na 5 minut, zbyvajici byly
umistény do tfepacky na stejnou dobu. Nakonec byly vSechny zkumavky umistény

na 15 minut do mraziciho zafizeni.

5.5.2.5 Extrakce methanolem

Pfi posledni testované metod¢ bylo pfipraveno 6 zkumavek, v kazdé 0,3 g
vzorku Infadolanu. Do kazd¢ bylo pfiddno 10 ml methanolu, na 40 minut vloZeny
do ultrazvukové lazn€é, 60 minut mrazeny a nakonec 15 minut centrifugovany.
K Infadolanu bylo pfidano definované mnozstvi vitaminu E-acetitu jako vnitiniho

standardu.
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6. VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Optimalizace chromatografickych podminek

6.1.1 Vlinova délka pro detekci

Pti hledani vhodné vinové délky se vychéazelo z absorpénich spekter vitamind.
Na zakladé¢ poloh maxim téchto spekter byly jako nejvyhodnéjsi uréeny hodnoty
A1 = 265 nm odpovidajici spektru vitaminu D a A, = 290 nm odpovidajici spektrim
vitamini A a E. Méfeno bylo pfedevsim pii vilnové délce odpovidajici absorpénimu
maximu vitaminu A, protoZe obsah vitaminu D v pfipravku je velmi nizky. Bylo by

tedy nutné metodu pro stanoveni vitaminu D upravovat.

6.1.2 Stacionarni faze

Tab. 3 : Pfehled zkouSenych kolon

Nazev kolony Vnitini sorbent | Délka kolony Vnol tr131 Vyrobee
prumér kolony
Chromolith Flash
oktadecylsilikagel 25 mm 4,6 mm Merck
RP-18e
Chromolith Fast
oktadecylsilikagel 50 mm 2,0 mm Merck
Gradient RP-18e
X-bridge Shield
oktadecylsilikagel 50 mm 3,0 mm Waters
RP-18
Onyx Monolithic .
c18 oktadecylsilikagel 50 mm 4,6 mm Phenomenex
Castice silikagelu
Gemini 3p o velikosti 3 um
50 mm 3,0 mm Phenomenex
C18 110A modifikované
technologii Twin
Castice silikagelu
Gemini 3p o velikosti 3 um
30 mm 2,0 mm Phenomenex
C18 110A modifikované
technologii Twin

-38-




6.1.2.1 Chromolith Flash RP-18e (25 x 4,6 mm)

U prvni zkouSené analytické kolony, jak uz bylo diive uvedeno, byly proméfeny
¢tyfi zakladni mobilni faze. Na kolonu byl, stejné jako u vSech ostatnich, nastfikovan

pracovni roztok standardu.

Pti testovani acetonitrilu (MF 1) nedoslo k plné separaci piku vitaminu A a piku
tzv. mrtvého objemu. Ten byl zméfen pomoci jodidu draselné¢ho. Taktéz vitaminy D a E
se eluovaly tésné za sebou, ¢imz dochdzelo k ptekryvani jejich chromatografickych
pikii. ZvySovani prutokové rychlosti negativné ovliviiovalo rozliseni piku.

Pti zkouseni MF II se retenéni Casy vSech tiech vitamind velmi podobaly, proto

nedoslo k uplné separaci pikii. Prométeni pratokovych rychlosti nevedlo ke zlepSeni
rozliSeni v chromatogramu.
Béhem testovani MF III se vitamin A eluoval v retenénim case blizkém casu

mrtvého objemu, ¢imZ se mobilni faze u této kolony stala nevhodnou pro hledanou

metodu. Ani sniZovani pritokové rychlosti nevedlo k lepsimu vysledku.

Podobny vysledek jako u ptedchoziho testovani mélo i zkouseni MF IV. Pfesto

se dané chromatografické podminky ukézaly jako nejlepsi pro tuto kolonu (Obr. 9).
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Obr. 9 : Chromatogram separace vitaminti A, D a E na koloné Chromolith Flash RP-18e (25 x 4,6 mm);
mobilni faize ACN : MeOH : voda v poméru 49 : 49 : 2 (v/v/v); pratok 1 ml/min; nastiik o objemu
20,0 ul; UV detekce pti 290 nm; koncentrace vitaminti : c, = 100 uM, cp = 100uM, cg = 2mM.
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6.1.2.2 Chromolith Fast Gradient RP-18e (50 x 2 mm)

U nasledujici testované analytické kolony byly také proméfeny zékladni mobilni

faze. Ani podminky na této kolon¢ se neukézaly jako vyhovujici pro hledanou metodu.

U prvni zkousené mobilni faze - acetonitrilu - dochazelo ke Spatnému
oddé€lovani piku mrtvého objemu a piku vitaminu A. Také retencni ¢asy vitamini D a E
byly velice podobné, proto separace v chromatogramu nebyla dostate¢na. Navic piky

byly mirn€ chvostujici, coz se projevilo pfedevs$im pfi zvySovani rychlosti pratoku.

Pfi testovani methanolu dochazelo k velmi Spatnému rozdéleni slozek
nastfikovaného pracovniho roztoku. Pii méfeni vysSSich pritokovych rychlosti

se na chromatogramu objevoval trojity pik.

Vysledkem testovani mobilni faze III byly, podobné jako u acetonitrilu,
chromatogramy s nedokonalou separaci piku vitaminu A od piku mrtvého objemu,

stejné jako vitaminti D a E. Chvostovani se projevovalo u niz§ich rychlosti pritoku.

Optimalniho vysledku bylo 1 v tomto ptipadé dosazeno s mobilni fazi IV. Jak uz
bylo diive uvedeno, nebyly prométeny vSechny priatokové rychlosti, z divodu eluce

vitaminu A v retencnim Case blizkém ¢asu mrtvého objemu (Obr. 10).
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Obr. 10 : Chromatogram separace vitamind A, D a E na analytické kolon¢ Chromolith Fast Gradient RP-
18¢ (50 x 2 mm); mobilni faze ACN : MeOH : voda v poméru 49 : 49 : 2 (v/v/v); prutok 0,5 ml/min;
nastiik o objemu 20,0 pl; UV detekce pti 290 nm; koncentrace vitamind : c, = 100 pM, cp = 100uM,
Cg = 2mM.
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6.1.2.3 X-bridge Shield RP-18 (50 x 3 mm; 2,5 um)

Césticovy charakter této kolony vzhledem ktlaku na koloné nedovoloval
proméfeni planovaného rozsahu pratokovych rychlosti. Také, jak bylo dfive zminéno,
byla vyménéna mobilni faze II za novou mobilni fazi acetonitril : methanol : voda

v poméru 48 : 48 : 4 (v/v/v).

U mobilni faze IV dochazelo ke Spatné separaci pikii vitaminu D a E. Také

oddéleni pikli vitaminu A a mrtvého objemu bylo nedostatecné.

U mobilni faze II dochazelo k podobnému problému, navic retencni casy
vitamini D a E byly téméf totozné a predevSim u vyssi pritokové rychlosti nebylo
mozné je od sebe rozeznat.

Také v prubchu testovani mobilni faze I bylo mozné sledovat stejny jev, ktery

se projevoval 1 v niz§ich rychlostech pritoku.

Nejlepsiho vysledku u této kolony bylo dosazeno s nové navrzenou mobilni fazi.
Presto vSak metoda nevyhovovala idealnim chromatografickym podminkédch metody

z diivodu mirného chvostovani pikii (Obr. 11).
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Obr. 11 : Chromatogram separace vitamind A, D a E na kolon¢ X-bridge Shield RP-18 (50 x 3 mm;
2,5um); mobilni faze ACN : MeOH : voda v poméru 48 : 48 : 4 (v/v/v); pratok 0,2 ml/min; nastiik
o objemu 20,0 pl; UV detekce pii 290 nm; koncentrace vitamini : ¢, = 100 uM, cp = 100uM, cg = 2mM.
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6.1.2.4 Onyx Monolithic C18 (50 x 4,6 mm)

Tato kolona s vnitinim sorbentem oktadecylsilikagelem byla nakonec vybrana

jako idedlni pro separaci uvedenych vitamint.

Prvni zkouSenou byla opét mobilni faze I, u které se vitaminy D a E eluovaly
ve stejném retencnim case, takze je od sebe nebylo mozné rozeznat. Snizovani

pritokové rychlosti nevedlo ke zlepSeni separace.

Pfi testovani methanolu byla separace vitaminii dobrd, jen se pfi zvySovani

pritokové rychlosti zhorSovala symetrie chromatografickych pik.

Podobného vysledku bylo dosazeno také se tfeti zkousenou mobilni fazi - smés
methanolu a acetonitrilu. I u ni dochdzelo ke zhorSeni symetrie pikl pii prométovani
vétSich pratokovych rychlosti.

Optimalniho vysledku bylo dosazeno s mobilni fazi I'V. Jeji separacni schopnost

odpovidala pozadavkiim a vitaminy se eluovaly ve vhodném reten¢nim case (Obr. 12).
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Obr. 12 : Chromatogram separace vitaminit A, D a E na koloné¢ Onyx Monolithic C18 (50 x 4,6 mm);
mobilni faze ACN : MeOH : voda v poméru 48 : 48 : 4 (v/v/v); pratok 2 ml/min; nastfik o objemu
20,0 pl; UV detekce pti 290 nm; koncentrace vitaminti : ¢, = 100 uM, cp = 100uM, cg = 2mM.
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6.1.2.5 Gemini 3p C18 110A (50 x 3,0 mm; 3 pm )

Vzhledem k ¢asticovému charakteru kolony byly proméfovany mensi pritokové

rychlosti, nez tomu bylo u monolitickych kolon.

Pii proméfovani mobilni faze I dochazelo k dobré separaci vitamind, ovSem
ziskané piky na chromatogramu mély asymetricky charakter, ktery se vice projevoval

se vzrustajici pritokovou rychlosti.

Béhem testovani methanolu (MF II) se vitaminy eluovaly v dostatecné
vzdalenosti od sebe, stejné jako v pfedchozim piipad€. Chromatografické piky ale mirné

chvostovaly.

U mobilni faze III si retencni ¢asy mrtvého objemu a vitaminu A byly velice
podobné, vitamin A se tudiz eluoval tak blizko, Ze nedochazelo k dostatecné separaci
obou pikii.

Nejlepsi podminky pro tuto kolonu byly nalezeny pfi testovani mobilni faze I'V.
Separa¢ni schopnost za téchto podminek odpovidala pozadavkiim. U menSich
pritokovych rychlosti dochazelo k rozmyvani pikli. Tento jev se pfi vysSich rychlostech

pritoku prestal objevovat (Obr. 13).

Q30

05|

021

AU

Q15|

010

t=2.643 Vitamin E acetat

t=0.900 Vitamin A acetat

0G|

t=1.749 Vitamin D

00D,

ey e B B B
00 040 00 00 10 1D 140 10 180 20 20 20 2800 280 30 3D 340 3D 30 40 4D 440 49
Mrutes

Obr. 13 : Chromatogram separace vitamini A, D a E na kolon¢ Gemini 3p C18 110A (50 x 3,0 mm;
3um); mobilni faze ACN : MeOH : voda v poméru 49 : 49 : 2 (v/v/v); pritok 1 ml/min; nastiik o objemu
20,0 pl; UV detekce pti 290 nm; koncentrace vitamint : ¢, = 100 uM, cp = 100uM, cg = 2mM.
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6.1.2.6 Gemini 3p C18 110A (30 x 2,0 mm; 3 pm)

Stejn€ jako u predchozi casticové kolony, byly i u této vzhledem k tlaku
na koloné prométfeny pouze dfive uvedené niz$i pritoky. Také byla testovana nova
mobilni faze, zkousena jiz u kolony X-bridge Shield RP-18.

Pfi testovani mobilni faze I se retencni Cas vitaminu A blizil ¢asu mrtvého
objemu, takze nedoslo k separaci jejich chromatografickych pikti. Dale pak dochézelo
k rozmyvani pikt, ptredevsim u nizsich pratokovych rychlosti, a jejich chvostovani.

Béhem zkouSeni methanolu se v chromatogramu objevil ¢tverny pik. Retenéni
casy mrtvého objemu, vitaminu A a vitaminu D byly témét stejné, proto je predevSim
u vyssi priitokové rychlosti nebylo mozné zcela rozeznat.

Podobny jev se objevil i béhem testovani MF III. Vitaminy se eluovaly
ve vétSim intervalu nez v pfedchozim testu, piesto vSak separace nebyla dostate¢na.

U mobilni faze IV dochézelo k rozmyvani vSech piki, hlavné u nizsich pritokda.
Retencni ¢as vitaminu A se blizil Casu mrtvého objemu, proto nedoslo k jejich separaci.

Nova mobilni faze, smés ACN : MeOH : H,O v poméru 48 : 48 : 4 (v/v/v), se
ukazala jako optimalni pro tuto kolonu. Piesto neméla dostate¢nou separacni schopnost

mrtvého objemu a vitaminu A. Pfi testovani dochazelo k chvostovani pikti (Obr. 14).
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Obr. 14 : Chromatogram separace vitamini A, D a E na koloné¢ Gemini 3pu C18 110A (30 x 2,0 mm;
3um ); mobilni faze ACN : MeOH : voda v poméru 48 : 48 : 4 (v/v/v); prutok 0,5 ml/min; nastiik
o0 objemu 20,0 pl; UV detekce pii 290 nm; koncentrace vitamini : ¢, = 100 uM, cp = 100uM, cg = 2mM.
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6.1.3 Mobilni faze a priitokova rychlost

Testovanim mobilnich fazi u riznych kolon a porovnavanim vyslednych
chromatogrami byla vybrana jako idedlni mobilni faze IV, tedy smés ACN : MeOH :
voda v poméru 49 : 49 : 2 (v/v/v).

Jako optimalni pritokova rychlost v pribéhu zkouseni mobilnich fazi, hlavné
pro tuto vybranou, se ukdzala rychlost 2 ml/min, kterd spliiuje pozadavky jak na

separacni schopnost, tak i na délku trvani analyzy.
6.1.4 Souhrn vybranych optimalnich chromatografickych podminek

Vinova délka detekce:
290 nm

Analyticka kolona:
Onyx Monolithic C18, 50 x 4,6 mm, pfedkolona (5 x 4,6 mm), Phenomenex (USA)

Mobilni faze:

mobilni faze IV - ACN : MeOH : voda v poméru 49 : 49 : 2 (v/v/v)

Priatokova rychlost mobilni faze:

2 ml/min

Davkovany objem:

20 pul

Rezim:

izokraticky

Teplota:

laboratorni
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6.2 Extrakce vitaminua ze vzorku

6.2.1 Jednostuprova extrakce

Jak uz bylo dfive uvedeno, do centrifugacnich zkumavek o objemu 50 ml
s odvazenymi asi 0,5 g vzorku bylo pfidano 10 ml zkousenych rozpoustédel. Pouzita
byla tato rozpoustédla: acetonitril, methanol, hexan, chloroform, aceton, ethanol,
tetrahydrofuran, toluen a smés methanol : hexan v poméru 6 : 4 (v/v). Zkumavky byly
poté umistény na 15 nebo 35 minut do ultrazvukové ldzné¢ a nakonec 5 minut
centrifugovany. Tam, kde to bylo mozné, byl vypocitan obsah vitaminu A ve vzorku.

U vybranych vzorkl byla vypocéitana i vytéznost metody.

Vypocet obsahu: Byly analyzovany vzorky Infadolanu, které byly piipraveny
postupem uvedenym u jednotlivych rozpoustédel. Plochy pikli ve standardu upravené
pomérem plochy vnitiniho standardu odpovidaji hodnoté 100% a namétené hodnoty
ze vzorku se dopocitavaji podle vzorce: Obsah (%) = 100* Ai/Ao, kde Ai je plocha piku

ziskana analyzou vzorku, Ao je plocha piku ziskana analyzou standardu.

Vypocet vytéznosti R: Byly analyzovany modelové vzorky (placebo s ptidavkem
pracovniho roztoku standardi o koncentraci c,), které byly pfipraveny stejnym
postupem jako vzorky Infadolanu, u kterych jsou uvedeny. R (%) = 100* ci/c,, kde c; je

koncentrace stanovend HPLC a ¢, je koncentrace vlozena.

6.2.1.1 15-ti minutova ultrazvukova lazen

Dle vyse uvedeného byly zkumavky se vzorky a pouzitymi rozpoustédly
umistény na 15 minut do ultrazvukové lazn¢ a poté 5 minut centrifugovany. Nebyla

vyzkouSena rozpoustédla aceton a ethanol.

Pti pouziti acetonitrilu jako rozpoustédla byl ve vysledném supernatantu obsah
vitaminu A stanoven na 19,81%. Pfi centrifugaci doSlo k malému rozpusténi mastového

zakladu.
U rozpoustédla MeOH byl vypocitan vysledny obsah 26,14% (Obr. 15).

Pii testovani rozpoustédla hexanu se vysledny obsah vitaminu A dostal

na 72,72%. Hexan vsak ¢aste¢né rozpoustel i mastovy zaklad vzorku.
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U rozpoustédla chloroformu byl konecny obsah vitaminu A stanoven
na 103,46%. Problémem bylo ¢astecné odpafovani chloroformu ptredevSim ve fazi

centrifugace, které mélo za nésledek zakoncentrovani vzorku.

Pti zkouSeni toluenu jako rozpoustédla pro tuto metodu byl vysledny obsah

49,87%. Doslo k rozpusténi velké ¢asti mast'ového zakladu.

Béhem testovani rozpoustédla tetrahydrofuran (THF) dochéazelo k ¢aste€nému
rozpousténi mastového zakladu, ktery se pak vysrdzel ve vialce autosampleru. Kvili
hrozicimu poskozeni stacionarni faze nemohla byt provedena analyza vzorku.

U smési rozpoustédel methanol : hexan v poméru 6 : 4 (v/v) vysledny obsah

vitaminu A dosahl 78,42%.

Tab. 4 : Souhrn vysledkli metody - 15-ti minutova ultrazvukové lazen

Rozpoustédlo | ACN | MeOH | hexan CHCl; | toluen THF smes

Obsah vit. A | 19,81% | 26,14% | 72,72% | 103,46% | 49,87% | tvorba | | 78,42%

Q12

Q10

0.890 Vitamin A

8
t
2,116 Vitamin D

t

Obr. 15 : Extrakce methanolem pomoci 15-ti minutové ultrazvukové 1azn€ na koloné¢ Onyx Monolithic
C18 (50 x 4,6 mm); mobilni faze ACN : MeOH : voda v poméru 49 : 49 : 2 (v/v/v); prutok 2 ml/min;
nastfik o objemu 20,0 ul; UV detekce pti 290 nm.
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6.2.1.2 35-ti minutova ultrazvukova lazen

Prodlouzeni doby ultrazvukové ldzné mélo za cil zvySit obsah vitaminu A
ve vyluhu, a tim zlepSit vytéZnost metody. Nebyla pouzita rozpoustédla toluen,

tetrahydrofuran a smes.

Prvnim zkousenym rozpoustédlem byl opét acetonitril, konecny obsah se zvysil

na 67,22%. Dochazelo vSak k ¢aste€nému rozpousténi mastového zakladu.
Dal8im rozpoustédlem byl methanol, obsah se zvysil na 73,19% (Obr. 16).

V poradi tfetim testovanym rozpoustédlem se stal hexan, u kterého se obsah
navysil na 134,07%. Castenym odpafenim hexanu pii centrifugaci patrné doslo

k zakoncentrovani vzorku.

Pii zkouSeni chloroformu se obsah vitaminu A vySplhal na 107,26%. U této
zkousky dochéazelo ke znaénému odpateni rozpoustédla, ¢imz se chloroform stal

pro metodu nevhodnym.

Béhem testovani acetonu a ethanolu jako rozpoustédel opét dochazelo
k ¢astecnému rozpouSténi mastového zékladu, ktery se také vysrazel ve vialce.

Z diivodu nebezpeci poskozeni staciondrni faze nemohla byt analyza provedena.

U methanolu, hexanu a chloroformu byla také pocitana vytéznost této metody.
U MeOH byla ziskana hodnota Rn = 84,06% pro vitamin A a Rp = 107,26%
pro vitamin D. Pfi zkouSeni hexanu se rozpoustél i mastovy zaklad, ktery by zanesl
kolonu, takze analyza placeba Infadolanu nebyla mozna. U chloroformu byly ziskany

hodnoty Ry = 71,75% a Rp = 100,85%.

Tab. 5 : Souhrn vysledki metody - 35-ti minutova ultrazvukova lazen

Rozpoustédlo ACN MeOH hexan CHCI; aceton EtOH
Obsah vit. A | 67,22% 73,19% 134,07% | 107,26% | tvorba | | tvorba |
Vytéznost Ry - 84,06% tvorba | 71,75% - -
Vytéznost Ry - 107,26% | tvorba | 100,85% - -
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Obr. 16 : Extrakce methanolem pomoci 35-ti minutové ultrazvukové 1azn€ na kolon¢ Onyx Monolithic
C18 (50 x 4,6 mm); mobilni faze ACN : MeOH : voda v poméru 49 : 49 : 2 (v/v/v); prutok 2 ml/min;
nastfik o objemu 20,0 ul; UV detekce pii 290 nm.

6.2.2 Vicestupnova extrakce

6.2.2.1 Vlozené vymrazovani

Tato metoda se od jednostupniové extrakce 1isi, jak uz ndzev napovida, pridanim
15-ti minutového mraZzeni mezi ultrazvukovou lazen trvajici 15 minut a centrifugaci
dlouhou 5 minut. Tato inovace méla docilit pfed€asného vysrazeni mastového zakladu,
ktery se rozpoustél béhem extrakce, nasledné¢ by poskodil stacionarni fazi, a tim

znemoznoval analyzu. PouZita byla rozpoustédla aceton, ethanol a isopropylalkohol.
U rozpoustédla acetonu €inil obsah vitaminu A 53,29%.

Pii testovani ethanolu metoda doséhla nejhorsiho vysledku. Obsah vitaminu A

dosahl pouze 12,07%.

Dosud nezkouSenym rozpoustédlem byl isopropylalkohol. Obsah vitaminu A

¢inil 35,55% (Obr. 17).

- 49 -



Tab. 6 : Souhrn vysledki metody - Vlozené vymrazovani

Rozpoustédlo aceton ethanol isopropylalkohol

Obsah vit. A 53,29% 12,07% 35,55%
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Obr. 17 : Extrakce isopropylalkoholem pomoci vlozené¢ho vymrazovani na koloné¢ Onyx Monolithic C18
(50 x 4,6 mm); mobilni faze ACN : MeOH : voda v poméru 49 : 49 : 2 (v/v/v); pratok 2 ml/min; nastiik
o objemu 20,0 ul; UV detekce pti 290 nm.

6.2.2.2 Postupna extrakce hexanem a methanolem

Na chromatogramech vyluhu se v pfipad¢ pouziti ultrazvukové 1azné i tiepacky
objevovaly rozlozené trojité piky vitaminu A, a to i pfi opakovaném testovani. Z tohoto

divodu byla metoda shleddna nevhodnou.
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Obr. 18 : Postupna extrakce hexanem a methanolem na koloné Onyx Monolithic C18 (50 x 4,6 mm);
mobilni faze ACN : MeOH : voda v poméru 49 : 49 : 2 (v/v/v); pratok 2 ml/min; nastfik o objemu
20,0 ul; UV detekce pii 290 nm.

6.2.2.3 Extrakce smési hexanu a methanolu/chloroformu

Ve smési hexan : chloroform vpoméru 1 : 1 (v/v) se velkd ¢ast mastového
zakladu rozpustila, a to jak pfi pouziti tfepacky, tak pfi pouziti ultrazvukové lazné. Tato

skutecnost znemoznila analyzovat vznikly supernatant.

Se stejnym vysledkem skoncila i extrakce smési hexanu a methanolu. Zéklad se

vysrazel ve vialce a hrozilo nebezpeci ucpani kolony. Vzorky tudiz nebyly analyzovany.

6.2.2.4 Postupna extrakce hexanem a methanolem/acetonitrilem

V chromatogramu supernatantu  vzniklého rozpousténim smési hexanu

a methanolu se objevoval trojity pik, ¢imZ se tato metoda stala nepouzitelnou.

Smés rozpoustédel tvofend hexanem a acetonitrilem méla lepsi vysledek, obsah
vitaminu A pfi pouziti dvojité ultrazvukové 1azné dosahl 72,38% (Obr. 19). Pti pouziti
ultrazvuku a ttepacky obsah ¢inil 88,46% (Obr. 20).

U obou téchto moznosti byla zjistovana i vytéznost. Prvni typ, tedy dvojitd lazen
méla vytéZnost Ra = 75,04% pro vitamin A a Rp = 102,28% pro vitamin D. U druhého
typu metody s ultrazvukem a tfepackou €inila Ra = 91,96% a Rp = 100,92%.
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Obr. 19 : Extrakce smési hexanu a ACN pii pouziti ultrazvukové lazné na Onyx Monolithic C18
(50 x 4,6 mm); mobilni faze ACN : MeOH : voda v poméru 49 : 49 : 2 (v/v/v); pratok 2 ml/min; nastiik
o objemu 20,0 pl; UV detekce pfi 290nm.
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Obr. 20 : Extrakce smési hexanu a ACN pii pouziti tfepacky na Onyx Monolithic C18 (50 x 4,6 mm);
mobilni faize ACN : MeOH : voda v poméru 49 : 49 : 2 (v/v/v); pratok 2 ml/min; nastiik o objemu
20,0 pl; UV detekce pti 290nm.
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6.2.2.5 Extrakce methanolem

Posledni zkouSend metoda méla otestovat pouziti methanolu jako
nejvhodnéjsiho rozpoustédla z predchozich zkousek (Obr. 21).

Vysledny obsah vitaminu A ¢inil 101,46% v prvnim ptipadeé, 82,51%
ve druhém, 77,52% v nasledujicim a 129,59% ve ctvrtém. Ze ziskanych hodnot bylo
patrné, ze metoda neni opakovatelnd (odchylka obsahii miZe Cinit maximalné 5%),

proto nebyly zjiStény obsahy v poslednich dvou vzorcich.
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Obr. 21 : Extrakce methanolem na koloné¢ Onyx Monolithic C18 (50 x 4,6 mm); mobilni faze ACN :
MeOH : voda v poméru 49 : 49 : 2 (v/v/v); pratok 2 ml/min; nastiik o objemu 20,0 pul; UV detekce

pii 290 nm.
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6.2.3 Souhrn vysledkii extrakci

I ptes velké mnozstvi zkouSenych extrakci se nepodafilo najit metodu, u které by
vysledny obsah obou vitaminti ptesahl 95%. Divodem je pfiliSna slozitost matrice
vzorku, kterou tvofi hned n€kolik pfirodnich mastovych zakladt. VétSina zvolenych
rozpoustédel vykazovala vyhovujici vlastnosti pro extrakci z jednotlivych mastovych
zakladi. Nebyla vSak vhodnd pro analyzu redlnych vzorkl, ptedevSim z divodu

rozpousténi nékteré ¢asti mastové matrice.
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7. SOUHRN

7.1  Optimalizace chromatografickych podminek

Vychéazenim z absorp¢nich spekter vitamind byla nalezena vhodna vinova délka
pro hledanou metodu. Zvolend vlnova délka je 290 nm, coz odpovidd maximu

absorpc¢niho spektra vitaminu A.

Bylo testovano Sest analytickych kolon, u kazdé byly prozkouseny Etyfi mobilni

faze a rizné pratoky.

U prvni analytické kolony, kterou byla Chromolith Flash RP-18e (25 x 4,6 mm)
byly proméfeny diive uvedené zakladni mobilni faze. Optimalnimi podminkami
pro tuto kolonu se ukazaly : mobilni faze IV, kterou je ACN : MeOH : voda v poméru
49 : 49 : 2 (v/v/v); prutok 1 ml/min a nastfik o objemu 20,0 ul. Kvili vitaminu A, ktery
se v téchto podminkéch eluoval v retencnim case blizkém ¢asu mrtvého objemu, se tato

kolona stala nevhodnou pro hledanou metodu.

Béhem testovani druhé kolony, kterou se stala Chromolith Fast Gradient RP-18e
(50 x 2 mm) byly prozkouseny tytéZ parametry jako u pfedchozi kolony. Optimalniho
vysledku bylo dosazeno se stejnou mobilni fazi a nastfikem, rychlost pritoku vsak
v tomto piipadé Cinila 0,5 ml/min. Ze stejného divodu jako u prvni kolony byla

shledédna tato kolona nevyhovujici.

Treti zkouSenou byla casticova kolona X-bridge Shield RP-18 (50 x 3 mm;
2,5 um). Vzhledem k typu kolony byl postup zménén. Byly prométovany pouze nizsi
prutoky a testovdna novad mobilni faze - acetonitril : methanol : voda v poméru
48 : 48 : 4 (v/v/v). Tato taze v pritoku 0,2 ml/min byla nakonec pro kolonu optimalni,
ale z divodu mirného chvostovani chromatografickych pikli nevyhovovala idealnim

podminkam pro hledanou metodu.

Dalsi testovanou kolonou se stala Onyx Monolithic C18 (50 x 4,6 mm), ktera
byla nakonec vybrana jako idedlni pro hledanou metodu spolu s mobilni fazi 1V,

pratokem 2 ml/min a néstfikem o objemu 20,0 pl.

Ptedposledni zkousenou kolonou byla Gemini 3u C18 110A (50 x 3,0 mm;

3 um ). Také u ni byl, stejné jako u predchozi ¢asticové kolony pozménén postup. Jako
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optimalni podminky byly stanoveny mobilni faze IV a pritok 1 ml/min. Problémem
se stalo rozmyvéani chromatografickych piki v nizSich pratokovych rychlostech, coz

neodpovidalo pozadavkiim na idedlni podminky metody.

Posledni testovanou byla kolona Gemini 3p C18 110A (30 x 2,0 mm; 3 pm).
Zkouseni bylo opét pozménéno z divodu typu této kolony. Optimalnimi podminkami
se ukédzaly nova mobilni faze a pritok 0,5 ml/min. Pfesto kolona neméla dostatecnou
separacni schopnost pro vitamin A a mrtvy objem. Chromatografické piky také mirné

chvostovaly.
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7.2  Extrakce vitamini ze vzorku
7.2.1 Jednostupiiova extrakce

Podle diive uvedené metody byla testovana extrakéni schopnost nékterych
rozpoustédel. Tam, kde to bylo mozné, byl vypocitan obsah extrahovaného vitaminu A

ze vzorku, u vybranych rozpoustédel byla vypocitana i vytéznost metody.

Jednostupniova extrakce byla rozdélena na dvé Casti podle délky ultrazvukové
lazné. Metodou 15-ti minutové ldzné¢ bylo testovdno celkem sedm rozpoustédel:
acetonitril, methanol, hexan, chloroform, tetrahydrofuran, toluen a smés methanol :
hexan v poméru 6 : 4 (v/v). Nejlepsiho vysledku doséhla smés rozpoustédel, obsah
vitaminu A dosahl 78,42%. Béhem extrakce toluenem dochazelo k ¢astecnému odpateni
tohoto rozpoustédla, ¢imZ se vysledek stal zkreslenym. Ostatni rozpoustédla kromé
methanolu rozpoustéla i mastovy zaklad vzorku, coz u tetrahydrofuranu vyvrcholilo

tim, Ze se tento zaklad vysrazel ve vialce. Tato analyza nemohla byt provedena.

Metodou 35-ti minutové lazné bylo zkouSeno celkové Sest rozpoustédel:
acetonitril, methanol, hexan, chloroform, aceton a ethanol. U vSech s vyjimkou
methanolu dochédzelo opét k ¢aste¢nému rozpousténi mastového zakladu. Ten se
vysrazel ve vialce pfi extrakci acetonem a ethanolem, kvili ¢emuz nemohla byt analyza
dokoncena. Béhem analyzy s pouzitim hexanu a chloroformu dochéazelo k odparovani
rozpoustédla, coz vedlo k zakoncentrovani vzorku. Pfesto u nich a u methanolu byla
pocitana i vytéznost metody. Nebyla dosazena ofekavana hodnota vytéznosti, proto
byly zkouseny dal§i moznosti, u kterych byla pouzita rozpoustédla s vhodnym

potencialem.

7.2.2 Vicestupnova extrakce

Ptedchozimi dvéma metodami bylo zjiSténo, ze vétSina zvolenych extrakénich
¢inidel rozpousti nékterou ze soucasti mastového zakladu, ktery se postupem casu
vysrazi ve vialce. CimZ vznika riziko znehodnoceni stacionarni fize a znemoZnéni
analyzy. Vicestupniové extrakéni metody mély zajistit predCasné vysrazeni tohoto

zakladu, ktery by se poté dal odstranit.
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Metodou vlozeného vymrazovani trvajiciho 15 minut byl testovan aceton, ethanol
a isopropylalkohol. Analyzou bylo zjiSténo, Ze jsou to rozpoustédla nevhodna

pro hledanou metodu z divodu malé extrakéni schopnosti.

Druhou metodou byla postupna extrakce hexanem a methanolem. Ukazala se
naprosto nevhodnou kvili nedostatecné separaci pikli na chromatogramu, a to jak pfi

pouziti dvojité ultrazvukové 1azn¢, tak pti pouziti ultrazvuku a tfepacky.

Extrakce smési hexanu a chloroformu v poméru 1 : 1 (v/v) i smési hexanu
a methanolu ve stejném poméru méla tentyz vysledek, ktery spocival v rozpusSténi
znaéné Casti mast'ového zakladu, ¢imz hrozilo nebezpeci znehodnoceni stacionarni faze.

Z tohoto divodu nebyly vzorky analyzovany.

Modifikaci jiz zkouSené druhé metody se stala postupna extrakce hexanem
a methanolem/acetonitrilem. Vysledkem obou analyz smési s methanolem byla
nedostate¢na separace extrahovanych slozek. U smési s acetonitrilem byl vypocten
obsah vitaminu 1 vytéznost metody. Obsah vitaminu A u dvojité ultrazvukové lazné byl
72,38%, vytéznost Cinila Ry = 75,04% pro vitamin A a Rp = 102,28% pro vitamin D.
Obsah vitaminu A u lazné€ spolu s titepackou dosahl 88,46%. Vytéznost byla vypocitana
na

Ra =91,96% a Rp = 100,92%.

Posledni metoda testovala extrakéni schopnosti methanolu jako nejvhodnéjsiho
rozpoustédla. Nekteré z vypocitanych obsahi vitaminu A odpovidaly hledanym

hodnotam, ale vysledky vykazovaly velmi nizkou opakovatelnost.
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8. ZAVER

Byly nalezeny vhodné chromatografické podminky pro stanoveni obsahu
vitaminii A a D pomoci metody vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC). Jako
idedlni vinova délka pro UV detekci stanovovanych latek byla zvolena hodnota
A = 290 nm. Nejvhodnéjsi kolonou z celkové Sesti testovanych se stala analyticka
kolona Onyx Monolithic C18 (50 x 4,6 mm) s pfedkolonou (5 x 4,6 mm), kterd m¢la
nejlepsi separacni vlastnosti. Optimalni mobilni fazi byla smés acetonitril : methanol :
voda v poméru 49 : 49 : 2 (v/v/v). Jako optimdlni rychlost pritoku mobilni faze byla

zvolena hodnota 2 ml/min.

I pfes velké mnozstvi testovanych moznosti nebyla nalezena optimalni metoda
extrakce vitamini A a D z Infadolanu. Dal$im postupem by mohlo byt vyzkouSeni

saponifikace masti a nasledna extrakce vitaminii methanolem.
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