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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra analytické chemie

Kandidat: Iva Jelinkova
Skolitel: PharmDr. Petr Chocholous, Ph.D.
Nazev diplomové prace: Extrakce na tuhou fazi a jeji miniaturizace metodou Lab-On-

Valve pro stanoveni farmaceuticky vyznamnych latek

Diplomova prace se zabyva vyvojem metody extrakce na tuhou fazi (SPE)
s vyuzitim mikroextrakce tuhym sorbentem (MEPS) pro stanoveni vitamini A, D, E a
moznostmi automatizace této metody. Stanoveni bylo zalozeno na absorpci vitamint
na mikrokoloné¢ MEPS, rusivé slozky byly odstranény promyvacim roztokem (ziedéna
kyselina octova o pH 3) a byla provedena extrakce eluénim roztokem (100% ACN).
Detekce probéhla za pomoci UV spektrofotometru pii vlnovych délkach absorpcénich
maxim pro vitamin A — 325 nm, pro vitamin D — 265 nm, pro vitamin E — 295 nm.

Metoda byla optimalizovana. Byl vyvijen program, kde byly testovany
koncentrace jednotlivych vitaminii, ddvkovaci objemy, pratokové rychlosti a slozeni
rozpoustédel.

Po optimalizaci metody byla provedena extrakce a nasledné stanoveni krevni
plazmy fortifikované vitaminy A, D, E metodou sekvenéni injekéni chromatografie
(SIC). Vytéznost metody byla pro vitamin A 156,83 %, pro vitamin D 28,38 %, pro
vitamin E 15,79 %. Byla hodnocena opakovatelnost, pro kterou byly pouzity tii nastiiky
vitamini A, D, E. Vysledky byly ziskany za pouziti nizkych koncentraci vitamint.
Nevyhodou metody byla nizk4d opakovatelnost a Spatna reprodukovatelnost. Pro

zlepSeni reprodukovatelnosti a efektivnosti je nutny dalsi vyvoj.



ABSTRACT

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

Candidate: Iva Jelinkova
Supervisor: PharmDr. Petr Chocholous, Ph.D.
Title of diploma thesis: Solid-phase extraction and its miniaturization by method Lab-

On-Valve for determination of pharmaceutical substances

This thesis deals with the development of the solid-phase extraction (SPE)
method with the use of microextraction by packed sorbent (MEPS) for the
determination of vitamins A, D, E and the possibility to automate this method. The
determination was based on absorption of vitamins on microcolumn MEPS, interfering
components were removed by washing solution (dilute acetic acid of pH 3) and
extraction was performed by eluent solution (100% ACN). Detection was made by UV
spectrophotometer at wave lengths of absorbing maximum for vitamin A — 325 nm, for
vitamin D — 265 nm, for vitamin E — 295 nm.

The method was optimized. There was developed a program, where
concentrations of individual vitamins, dosing volumes, flow speed and composition
solvents were tested.

After the optimization method there was performed the extraction and the
subsequent determination of blood plasma fortified with vitamins A, D, E by the
sequential injection chromatography method. Recovery of the method for vitamin A
was 156,83 %, for vitamin D 28,38 %, for vitamin E 15,79 %. Repeatability was
evaluated, for which there were used three sprays of vitamins A, D, E. Results were
obtained by the use of low concentrations of vitamins. The disadvantage of the method
was low repeatability and poor reproducibility. For improving reproducibility and

efficiency further development is needed.
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1. Uvod prace

V dnesni dob¢ je dilezité provadét analyzy za pomoci metod, které nevyzaduji
slozit¢ a nakladné pfistroje a umoziuji jednoduché, rychlé, citlivé, selektivni a
automatizované stanoveni analyt. Dilezitou soucasti analyzy je ptiprava vzorkl. Jedna
Z nejpouzivanéjSich metod, ktera se zabyva piipravou a tpravou vzorku je extrakce na
tuhou fazi (SPE). Umoziuje odstranéni nezadoucich latek z matrice a zakoncentrovani
analytu. Vyhodou metody je moznost pouziti nizkych objemu rozpoustédel, je rychléd a
finan¢né relativné nenarocna.

Miniaturizaci SPE byla ziskana nova metoda - mikroextrakce tuhym sorbentem
(MEPS). Umoziiuje vyrazné snizeni objemi vzorkd a rozpoustédel pouzivanych pro
analyzu v rozsahu z mililitrd (SPE) na mikrolitry. Malé mnozstvi vzorkli a Cinidel
zrychluje analyzu, ktera trva pouze nékolik minut. MEPS se muze spojit s metodou
kapalinové chromatografie (LC) nebo plynové chromatografie (GC) a muze se zcela
automatizovat. Je vyhodna pifedevS§im pro stanoveni 1éCiv a jejich metabolith
Vv biologické matrici (krev, mo¢, plazma).

V této diplomové praci bylo vyzkouseno propojeni sekvencni injekcéni analyzy

(SIA) s MEPS a ovéieno, zda pii analyze jsou zachovany zminéné vyhodné vlastnosti.
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2. Cil a zadani prace

Cilem prace bylo zjistit moZnosti automatizace extrakce na tuhou fazi (SPE)
s vyuzitim mikroextrakce tuhym sorbentem (MEPS) a metody sekvencni injekéni
analyzy (SIA).

Dalsim ukolem bylo zjistit chovani krevni plazmy pfi této metod¢ a vytvorit
reprodukovatelnou metodu pro stanoveni vitaminti A, D, E ve fortifikované krevni

plazmé.
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3. Teoreticka c¢ast
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3.1 Vitaminy A, D, E

3.1.1 Obecné vlastnosti

Vitaminy A, D a E patfi mezi vitaminy rozpustné v tucich a maji lipofilni
vlastnosti. Diky lipofilnimu charakteru dobfe pronikaji do tkani a ukladaji se
v organismu, kde tvoii zdsobu na né€kolik tydnti az mésicti. Vitaminy A a D se
distribuuji do jater, vitamin E do tukové tkan¢. Vlivem dlouhého biologického polocasu
a pomalého vyluovani z organismu, muize dochazet u vitaminu A a D kriziku
hypervitaminozy, ktera mize vyvolat zavazné toxické projevy. VéEtSinou je toto riziko
spojeno s léCbou vitaminy A a D, kdy dochazi k nespravnému davkovani.
Hypovitamindéza vznikd ve srovnani s vitaminy rozpustnymi ve vodé¢ méné casto.
Hlavni pfic¢inou nedostatecné tvorby je dlouhodoba porucha vsttebavani tuki, kdy je

zaroven omezena i absorpce vitaminu A, D, E [1].

3.1.2 Vitamin A (retinol)

Hs;C CHs CHs CHs

N DR X OH

CHj

Obrazek 1: Vzorec vitaminu A [2].

Sumarni vzorec: CyoHzp0
Chemicky vzorec: (2E,4E,6E,8E)-3,7-dimethyl-9-(2,6,6-trimethylcyclohex-1-enyl)
nona-2,4,6,8-tetraen-1-ol [2].

Vitamin A ma dilezitou funkci v procesu vidéni. Tvofi zrakovy pigment
rhodopsin, ktery umoznuje vidéni za nizkého osvétleni. Odpovida za spravny vyvoj
epitelidlnich bunék sliznice, spravny vyvoj kosti a podporuje ¢innost pohlavnich Zlaz.
Zdrojem vitaminu A jsou potraviny zivo¢isného ptvodu (jatra) nebo karoteny, coz jsou
provitaminy vitaminu A, které se ziskavaji z potravin ptivodu rostlinného (mrkev,

rajCata). Karoteny maji antioxidacni a protikancerogenni ucinky [3].
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Nedostatek vede k porucham zraku, které se nejdiiv projevuji Serosleposti. Mezi
dalsi priznaku hypovitaminézy patii nedostatecna odolnost proti infekcim a sucha kiize
[4].

Pokud jsou davky vitaminu A pfiliS§ vysoké nastupuje hypervitaminoza
projevujici se bolestmi kloubi, anorexii, suchou kizi. Zvlast nebezpecna je u téhotnych

Zen, muze zpusobit malformace u plodu [5].

3.1.3 Vitamin D (cholekalciferol)

Obrazek 2: Vzorec vitaminu D [2].

Sumarni vzorec: Cy7H440O

Chemicky vzorec: (5Z, 7E)-9,10-sekocholesta-5,7,10(19)-trien-3p3-ol [2].

Prekurzorem vitaminu D3 (cholekalciferolu) je 7-dehydrocholesterol, coz je
derivat cholesterolu. Z tohoto prekurzoru se vytvaii vitamin D3 v kizi za vyuZiti
slune¢niho zafeni. Spoleéné s vitaminem D, (ergokalciferolem) tvoficiho se
v rostlinach, je vychozi latkou pro syntézu hormonu zvany kalcitriol, ktery ma
vyznamnou funkci pfi homeostdze vépniku a hotc¢iku. Podporuje resorpci vapniku a
hot¢iku ve stievé a podobné plsobi i v ledvinach, kde podporuje zpétnou resopci
vapniku a snizuje vylucovani vapniku moci. Tim zvySuje plazmatickou koncentraci
vapniku a hot¢iku v plazmé a reguluje mineralizaci kostni tkané [3].

Nedostatek vitaminu D vede k poruchdm mineralizace kosti. U déti dochazi ke
ktivici, projevujici se kostnimi deformacemi a miZze vést az k invalidizaci. Piijjmem
rybiho tuku se da vyskytu kfivice ptedejit. U dospé€lych se pfi nedostatku vitaminu D

objevuje osteomalacie, kdy dochazi k m&knuti kosti a svalové slabosti [3].
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Pfi podavani vyssich davek D muze dojit k hypervitamindze. Zvysi se vyrazné
koncentrace vapniku a objevuji se GIT poruchy. Dochazi k selhani ledvin, které muize

mit fatalni nasledky [4].

3.1.4 Vitamin E (alfa tokoferol)

HO

Obrazek 3: Vzorec vitaminu E [2].

Sumarni vzorec: CygHs00,
Chemicky vzorec: (2RS)-2,5,7,8-tetramethyl-2-[(4RS,8RS)-4,8,12-trimethyltridecyl]-6-

chromanol [2].

Vitamin E je nejvyznamnéj$im antioxidantem v organismu. Chrani organismus
pred ucinky volnych radikalti, zpomaluje starnuti a preventivné piisobi proti vzniku
nadord. Podporuje cinnost nervového a svalového systému a pozitivné plsobi na
pohlavni bunky. Zdrojem vitaminu E jsou rostlinné oleje, obilné klicky nebo listova
zelenina. V organismu je soucasti biologickych membran, kde chrani nenasycené
mastné kyseliny pied oxidaci [6].

V porovnani s vitaminy A a D je vitamin E malo toxicky. Pfi vySSich davkach a
dlouhodobém uzivani zamezuje absorpci vitamind K a dochazi ke zvySené srazlivosti
krve [3].

Nedostatek vitaminu se projevuje svalovou slabosti, neurologickymi potiZzemi

nebo poruchou plodnosti [4].
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3.2 Sekvenc¢ni injek¢ni analyza (SIA)

3.2.1 Princip SIA

SIA je prutokova analytickd metoda, umoznujici snadnou automatizaci analyz,
kde je nutné pracovat s velkym poctem vzorkd. Je to metoda univerzalni, kterd je
zaloZzena na programovatelném a obousmérném priutoku. Zéna vzorku a zéna cCinidla
jsou postupné aspirovana do nosné¢ho proudu prostiednictvim selekéniho vicecestného
ventilu a pistového Cerpadla. Poté dochazi ke zméné sméru toku pomoci Cerpadla a
vzorek s Cinidlem se vzajemné misi za vzniku reakéniho produktu, ktery je
transportovan do detektoru, kde dochazi k monitorovéani. Je zaznamenavan analyticky

signal ve formé piku [7].

VZOREK CINIDLO MPV DETEKTOR
T ———— ) W |
< —
B — ° |
< —
C = @~
—
D ®
e
E @ -
-

Obrazek 4: Princip SIA [7].

3.2.2 Vlastnosti SIA

SIA systém vyuziva synchronizaci mezi naprogramovanymi pohyby pistu
Cerpadla a piepinanim jednotlivych poloh selekéniho ventilu. Tato synchronizace a
presné opakovani kroku, které jsou naprogramované, umoznuje reprodukovatelnost
disperze vzorku a c¢inidla, a tedy 1 reprodukovatelnost koncentracniho gradientu
vysledného produktu. Proto soucasti metody SIA je i pocitac, jehoZ prostfednictvim
jsou nastaveny jednotlivé kroky meéticiho cyklu a zarovei sbird a hodnoti vystupni data
[8].

Béhem jednotlivych cykli méfeni se miZou programovanim meénit objemy

davkovanych vzorktl, a to v rozsahu jednotek az stovek pl a dochazi k optimalizaci
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disperze vzorku a citlivosti nastaveni. Pritokové rychlosti se pohybuji kolem 1 ml.min™

[9].

Vyhodou SIA systému je nizkd spotieba Cinidel i vzorkli, minimalni produkce

odpadu, nizké provozni ndklady. Tato metoda je vyuzivana pro svou programovou

vSestrannost a flexibilitu, kdy se daji snadno zménit parametry méfeni pomoci pocitace

a neni nutna zména konfigurace SIA systému [10].

3.2.3 Komponenty SIA

[EEN

Cerpadlo (pistova pumpa)
e Tvofi tok nosného proudu.
e Pumpa musi ¢erpat roztoky v obou smérech.
e Pumpa je ovladana pocitacem, rychlost pohybu pumpy Ize libovolné ménit.
e Pracuje i s malymi objemy kapalin.
Selekéni vicecestny ventil (davkovaci systém)
e Zajistuje aspiraci pozadovanych roztokii do systému.
e Nejcastéji se jedna o 6, 8 a 10-cestné ventily.
Reakéni (misici) civky
e Vyuzivaji se bud’ k promiseni zoén nebo obsahuji reaktivni napli.
Svételny zdroj
Pritokova cela
e Opticka délka je 0,01 — 50 cm.
Detektor
e Volba detektoru zavisi na pouZité analytické reakci.
e VyuZivaji se nejCastéji spektrofotometrické (UV/VIS, fluorescenéni), dale se
vyuzivaji elektrochemické (potenciometrické, amperometricke).
Software
e Ridi cely proces automatické analyzy v&etné sbéru a hodnoceni dat.
e Zaroven zpracovava a prezentuje vysledky (napf. vypocita vysku, plochu a dalsi
parametry piku).
e Priklady programt: FlowTEK, FIAlab [9, 11].
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REAKCNI CIVKA
PUMPA  ommsssssssm—m

J

DETEKTOR

ODPAD

NOSNY PROUD

. ODPAD
CINDLO 1 ¢iNmLo 2

Obrazek 5: Schéma SIA [7].

3.2.4 Uplatnéni metody v praxi

Metoda je vyuzivana pfi monitorovani zivotniho prostfedi, kdy se uplatiiuje pti
stanoveni nékterych anorganickych iontti (hofecnatych, vapenatych, dusitant,
dusi¢nanil) ve vodé za ucelem zjisténi jeji kvality. Metoda se hojné uplatiiuje také pti
farmaceutickych a bioanalytickych analyzach (imunoanalytické reakce) nebo analyze
potravin.

U farmaceutickych analyz tato metoda zjist'uje kvalitu a Gi¢innost 1é¢iv, pomaha
zjistit stejnomérnost obsahu ucinné latky v daném 1é¢ivém ptipravku a rychlost jejiho

uvolnovani z 1ékové formy [7].
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3.3 Extrakce na tuhou fazi (SPE)

SPE je moderni extrakéni metoda a v souCasnosti se stala nejpouzivané;si
metodou pro rychlou a selektivni pfipravu vzorku. Metoda mé vice moznosti uziti. Je
vyuzivana pro extrakci analytu z kapalné faze vzorku, zvySuje koncentraci analytu a
odstrafiuje nezadouci latky z matrice, které by mohly interferovat s analyzou. Tim
ziskavame Cisty extrakt o vysoké Cistoté a koncentraci, ktery se nasledné mize stanovit

chromatografickou metodou [12].

3.3.1 Princip

Jedna se o jednoduchou techniku. Kapalny vzorek je davkovan na SPE kolonku,
kde se vaze na tuhou fazi. Vzorek musi mit silngj$i afinitu k tuhé fazi a slabsi afinitu
k fazi kapalné, ve které se rozpousti. Nezadouci ptimési jsou selektivné oddéleny
Z analytu vhodnymi rozpoustédly. Analyt se nakonec ziskdva ze sorbentu elu¢nim
rozpoustédlem. Mechanismus sorpce je podobny jako u kapalinové chromatografie, a

tudiz i nabidka sorbentl je podobna [13].

3.3.2 Sorbenty

Dulezité je vybrat spravny sorbent. Sorbent volime pfredevsim na zakladé
vlastnosti analytu a vlastnosti matrice. Pii SPE se analyt vaze na sorbent, ktery je ulozen
v SPE kolonkéch nebo na discich. SPE délime podle typu sorbentu na normalni, iontové
vyménnou a reverzni [14].

Metoda reverzni faze (RP) méd nejméné selektivni retenéni mechanismus, to
znamena, ze pozadovana latka se hiife oddéluje od ostatnich pfimési ve vzorku, coz je
zpusobeno vlivem podobnych strukturnich vlastnosti. Vyhodou ale je, ze sorbent RP
zadrzi vétSinu hydrofobnich latek, proto se vyuzivd pro extrakci latek, které maji
riznorodou strukturu vramci téhoz vzorku. RP se tedy vyznacuje hydrofobnimi
vlastnostmi a vyuZivd se pro extrakci nepolarnich sloucenin. Nejdiive se
uplatniuji nepolarni nebo hydrofobni interakce mezi sorbentem a kapalnym vzorkem
prosttednictvim van der Waalsovych sil. Poté dochédzi k naruseni téchto interakci
vhodnym rozpoustédlem nebo smési rozpoustédel (napf. methanol, ACN) a analyt se
eluuje [15].

Polarni vazané faze (NP) jsou selektivni u poldrnich latek. Uplatituji se zde

polarni interakce (vodikové vazby, interakce dip6l-dipol) mezi sorbentem a vzorkem.
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Interakce narusuje polarni rozpoustédlo a dochazi keluci analytu. NP je vysoce
selektivni, dobfe se separuji i slouc¢eniny podobné struktury [16].

Iontové vyménna faze je faze, pfi niz sorbent ma povahu iontoménice (katex,
anex) a pii sorpci dochazi k vymeéné iontlh mezi sorbentem a analytem, ktery existuje
v ionizované form¢. Uplatiuji se elektrostatické sily a k eluci je nutna tprava pH
analytu. Iontova vyména muze probihat souc¢asné s hydrofobni interakci, coz umoznuje
zvyseni selektivity extrakce [17].

Sorbenty jsou nejc¢astéji na bazi chemicky modifikovanych ¢astic silikagelu. Na
povrchové silanolové skupiny silikagelu se vazi skupiny bud’ hydrofilnich ¢i lipofilnich
vlastnosti a urcuji charakter sorbentu. Nejcastéji pouzivané faze jsou C18, CN, CS8,

NH,, COOH, Silica, SAX, SCX [13].

3.3.3 Postup SPE
SPE zahrnuje 6 nasledujicich kroku:

1. Priprava vzorku pred extrakci

Je nutné pfipravit vzorek danych fyzikdlné-chemickych vlastnosti, které
podporuji jeho zachyceni sorbent. Tuhé latky musi byt pfevedeny do roztoku nebo
mohou byt tuhé latky extrahovany kapalinou pted pouzitim SPE. V piipad¢, ze vzorek
obsahuje pevné castecky necistot, musi se zfiltrovat. Pokud je analyt ve vzorku
chemicky vazan na velké molekuly (pfikladem mize byt 1é¢ivo vazané na bilkoviny),
musi byt vazby rozruseny a poté nastava U€inna extrakce.
2. Preduprava kolonky

Kolonku respektive v ni umistény sorbent upravime solvataci, tim zajistime, aby
se vzorek zadrZoval na sorbentu. Poté se promyje sorbent pfedepsanym rozpoustédlem,
¢imz se sorbent aktivuje a ndsledné se promyje rozpoustédlem podobnym vzorku.
3. Davkovani vzorku

Vzorek se davkuje na kolonku a interaguje se sorbentem. Analyt se na sorbentu
zachyti a latky tvofici matrici vzorku sorbentem pouze prochazi.
4. Promyvani kolonky

Promyvéani kolonky vhodnym rozpoustédlem umoziuje selektivni eluci
nezadoucich latek matrice ze sorbentu, pficemz analyt ziistava vazan na sorbentu a neni

eluovan.
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5. SuSeni

V piipadé€, Ze se promyvaci rozpoustédlo svymi vlastnostmi vyrazné li§i od
elucniho rozpoustédla, kolonka se vysusi inertnim plynem. NejcCastéji se jako inertni
plyn vyuziva dusik.
6. Eluce

Dochazi keluci analytu promytim kolonky elu¢nim rozpoustédlem, vznikly
eluat se jima do vhodné jimaci nadobky a miize se dale vyuzivat pro chromatografickou

analyzu [12, 13].

. DAVKOVANI N
UPRAVA  VZORKU PROMYVANI  ELUCE

IURUBUELE

J@ MATRICE gg
% EE ANALYT

A

Obrazek 6: Postup SPE [18].
3.3.4 Vyhody SPE

e MozZnost prace s mensimi objemy vzorki.

e Nizké objemy organickych rozpoustédel, metoda je rychlejsi a levné&;si.
e Siroky vybér SPE kolonek.

e Snadnd automatizace.

e Zakoncentrovani stopovych mnozstvi latek.

e Vysoka vytéznost [12, 19].
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3.4 Mikroextrakce tuhym sorbentem (MEPS)

3.4.1 Vlastnosti a slozeni MEPS

Mikroextrakce tuhym sorbentem (MEPS) je moderni mikroextrakéni technika
ptipravy vzorkd. MEPS je miniaturizovand klasickda SPE metoda. Na rozdil od SPE
vyuziva mens$i objemy vzorkill (az do 10 pl) a rozpoustédel a lze ji plné automatizovat.
Principem metody je sorpce analytu na tuhou fazi, ktera je umisténa ve formé
mikrokolony v injek¢ni jehle a jehla je integrovana do injek¢ni stiikacky [20]. MEPS
ma stejné funkce jako SPE. Odstraiiuje rusivé latky z matrice, umoziuje izolaci analyt
ze vzorku a zvySuje koncentraci analyti. MEPS technika je vyuzivana pro analyzu celé
fady analytl z biologickych vzorkl (plazma, sérum, moc€). Pti analyze jsou vyuzivany
sorbenty typu reverzni faze, normalni faze, iontové vyménné fiaze nebo smésného

modu, tedy podobné jako u SPE [21].

R RN R NN R RN N RN R R R
| =

Obrazek 7: MEPS stiikacka a jehla s mikrokolonou [22].

MEPS je slozena ze dvou komponent, stiikacky MEPS a jehly s mikrokolonou.
V mikrokoloné je umistény SPE sorbent (C18, C8, Silica, C8/SCX) a sorbent je
zabudovany do stfikackové jehly. Mikrokolona se spolecné s plynotésnou stiikackou o
objemu 100 nebo 250 pl vyuziva k davkovani kapalin za stejnych podminek jako u
SPE. V ptipadé, ze aktivita sorbentu klesne nebo je nutny k analyze jiny sorbent, da se

snadno vymeénit odSroubovanim pojistné matice mikrokolony [23].
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Obrazek 8: Schéma mikrokolony [21].

3.4.2 Velikost vzorku a automatizace

Pfi analyze se pracuje s velmi malym objemem vzorkll, mlize se pouzit az pouze
10 pl. VéEtsi vzorky, jejichz objem se pohybuje kolem 1 ml, se musi zpracovat nebo
zakoncentrovat odebranim alikvotnich podild 100 nebo 250 pl.

Automatizace, tedy ,,online* analyza vzorku, pficemz se pracuje pouze s jednim
zatizenim, zkracuje dobu analyzy a analytik nemusi do procesu tak Casto zasahovat.
Jehlu se sorbentem je mozné pouzit 40 az 100 krat (pocet uziti zavisi na konkrétnim
vzorku), aniz by doslo ke snizeni vykonu jehly. Malé¢ mnozstvi sorbentu Ize snadno
promyvat vhodnym rozpoustédlem mezi jednotlivymi analyzami a tim se sniZuje
moznost kontaminace se vzorky. MEPS stfikacky umoziiuji manipulaci se vzorky ru¢né
nebo s vyuzitim automatickych davkovacich zafizeni, pfiCemz nejsou nutné upravy

(Thermo Scientific, HTA 300APLU, CTC Analytics) [23].

3.4.3 Postup MEPS

1. Aplikace vzorku

Do stiikacky je aplikovan vzorek (10 az 250 ul), prochazi mikrokolonou, kde je
umistén sorbent a sledované analyty se navazi na sorbent. Vzorek miiZze byt pumpovan
do stiikacky a ze stfikacky né€kolikrat a tim je dosazeno zakoncentrovani analytll na
sorbentu.
2. Promyti sorbentu

K promyti sorbentu je pouzit promyvaci roztok o objemu 50 az 250 pl.

Promyvacim roztokem je nejcastéji voda nebo smés vody s kyselinou mravenci.
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Promytim dochazi k odstranéni rusivych latek z matrice vzorku. Pokud je potieba, je
mozné tento krok opakovat, ale hrozi, ze bude snizena vytéznost.
3. Eluce analyti

Jelikoz se k analyze vyuziva jen velmi malé mnoZstvi sorbentu, jsou analyty
desorbovany malym mnozstvi elu¢niho rozpoustédla (napt. 50 pl smési methanolu
s vodou).
4. Analyza

Eluované analyty jsou transportovany na chromatograficky systém a

analyzovany [24].

- - -

n ‘
!

APLIKACE PROMYVANI ELUCE ANALYZA
VZORKU

Obrazek 9: Postup pti analyze MEPS [21].

3.4.4 Vyhody

e Extrakce z mnohem mensich objemil vzorki a malé mnoZstvi rozpoustédel
oproti SPE.

e Ve srovnani s SPE se snizila doba ptipravy vzorki z hodin na minuty.

e MEPS Ize pln¢ automatizovat.

e Je vyuzivan pro Gpravu vzorku pted HPLC analyzou.

e MEPS Ize spojit online s LC nebo GC.

e MEDPS stiikacky Ize pouzit n€¢kolikrat, kdezto klasicky SPE sloupec jen jednou.

e Davkovani, extrakce a nastfik do chromatogramu je umoznéno stejnou
stiikackou.

e Relativné nizka cena ve srovnani s SPE, jednoduchost a rychlost [23, 25].
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3.5 Sekven¢ni injekéni chromatografie (SIC)

3.5.1 Vlastnosti SIC

Sekvencni injek¢éni chromatografie je chromatograficka pratokova metoda, ktera
byla vytvoiena zavedenim kratké monolitické kolony do systému SIA mezi selekéni
ventil a pritokovou celu detektoru. Predstavuje alternativu vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC) a umoziuje separaci viceslozkového vzorku, pti¢emz pritok
mobilni faze probiha za nizkého tlaku [26].

SIC si zachovava vyhodné vlastnosti SIA metody, nabizi moznost automatizace
a miniaturizace, analyza je rychla a vyhodou je také mala spotfeba vzorku a Cinidel a
tim i minimalni tvorba odpadu. Ve srovnani s HPLC neni metoda SIC naro¢nd na

udrzbu a provozni naklady na analyzu jsou nizké [27].

pOCITAS

UV-VIS '

DEtE}::Dg
SELEKCMI

VENTIL :
"""""" | PROTOKOVA CELA

ODPAD

MOBILMIFAFE EBI3TOVA BPUMEA

Obrazek 10: Schéma SIC [27].

3.5.2 Monolitické kolony

K separaci malych molekul jsou pouzivany monolitick¢é kolony obsahujici
sorbent z anorganického materialu. NejCasteji se pouzivaji chemicky vazané faze, kde
nosic¢em je silikagel [28].

Monolitické kolony jsou vytvoieny sol-gel procesem, tedy hydrolyzou a
polykondenzaci tetramethoxysilanovych skupin v polyethylenoxidu, coz umoznuje
tvorbu vysoce porézni kolony. V porovnani S HPLC nejsou tvofeny jednotlivymi

drobnymi ¢asticemi sorbentu dané velikosti, ale pouze jednim kusem sorbentu, ktery je
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vysoce porézni. U klasické HPLC je nutny vysoky tlak mobilni faze z divodu pritoku
pres mezicasticové prostory, které jsou velmi malé a kladou vysoky odpor. Naproti
tomu velkou vyhodou monolitického porézniho sorbentu je, Ze klade minimalni odpor
mobilni fazi, ¢imz se zrychli jeji pritok systémem a analyza probéhne vyrazné rychleji.
Kolona je méné¢ namahéna a vykazuje dobrou vykonost, delSi zivotnost a lepsi
reprodukovatelnost [28, 29].

Monoliticky sorbent se skladd z makropori a mezopori a vykazuje bimodalni
charakter. Makropory (velké pory) s primérnou velikosti 2 pm umoznuji rychly pratok
mobilni faze kolonou za vyuziti nizkych tlakd, protoze sorbent neklade vysoky odpor.
Mezopory (pory s velkym povrchem), jejiz primérna velikost je 13nm nabizi monolitu
velkou plochu, tim ziskavaji vysokou separa¢ni kapacitu, kterou vyuzivaji k adsorpci a

naslednému oddéleni analytt [30].

MEZOPORY MAKROPORY

Obrazek 11: Mezopory a makropory [31].
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4. Prakticka Cast
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4.1 Pouzité pristroje, pomiicky, chemikalie a priprava

vzorku

4.1.1 Pouzité pristroje

e analytické vahy SARTORIUS ANALYTIC A200S

e centrifuga EBA 21, Hettich

o spektrofotometricky detektor Ocean Optics USB4000

e digitalni pH-metr Hanna instruments pH212

e hadicky teflonové — vnitini pramér 0,25; 0,5 a 0,75 mm, Upchurch Scientific

e lampa MICROPACK DH 2000, Deuterium, Halogen

e MicroSIA pfistroj, FIAlab instruments, Inc., vybaveny 8 — cestnym selekénim
ventilem a nastavcem LAB-ON-VALVE

e automatické pipety Biohit M

e prutokova cela s optickou délkou 20 mm (teflon), FIAlab

e ultrazvukova lazent Sonorex RK 100

e zkumavky ependorf 1,5 ml

e pristroj SIChrom, FIAlab instruments, Inc., vybaveny dvéma selek¢nimi ventily
— 8 a 6 pozic a siln€jsi pumpou Sapphire

e dvoupolohovy ventil na pfepnuti kanalu (rucni ovladani)

4.1.2 Pouzity material

e MEPS kolona — MEPS BIN for HTA 300APIlus SGE
e Monoliticka kolona Chromolith® FastGradient RP-18 endcapped 50 — 2 mm a
predkolona Chromolith® RP-18e 5 — 2 mm, Merck

4.1.3 Pouzité chemikalie

e methanol pro HPLC >99,9% (Sigma-Aldrich, Praha)
e acetonitril pro HPLC >99,9% (Sigma-Aldrich, Praha)
e octova kyselina >99,5% (Sigma-Aldrich, Praha)

e supercista voda — z pfistroje Millipore Milli-Q RG
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e lyofilizovana krevni plazma LYOHUM N 10x5, 1, LOT 141407
e vitamin D, Cholekalciferol >98% (Sigma-Aldrich, Praha)

e vitamin A, Retinol >99% (Sigma-Aldrich, Praha)

e vitamin E, (£)-a-Tocopherol >99% (Sigma-Aldrich, Praha)

4.1.4 Priprava roztoku

4.1.4.1 Priprava nosného proudu a promyvaciho roztoku
Nosny proud byl pfipraven smisenim vody a kyseliny octové na pH 3. Nosny proud ma
stejné slozeni jako promyvaci faze, ktera slouzi k promyti sorbentu pied tim, nez dojde

k nadavkovani vzorku a také slouzi k vymyvani balastu ze sorbentu.

4.1.4.2 Priprava zasobnich roztoki standardi
Standardy vitamint A, D byly rozpustény v methanolu, standard vitaminu E v hexanu.
Koncentrace zasobnich roztokl byla 1000 uM vitaminu D, 1000 uM vitaminu A a 2000

uM vitaminu E.

4.1.4.3 Priprava pracovnich roztoki standardi
Pracovni roztoky byly pfipraveny s postupné se snizujici koncentraci. V pribéhu

analyzy byly optimalizovany podminky, které umoznili lepsi identifikaci vzorku.

Tabulka 1: Pracovni roztoky standardu vitaminu D.

& Koncentrace | Objem zasobniho roztoku | Objem nosného Objem
(uM) vitaminu D (ul) proudu (ul) | methanolu (ul)

1. 50 75 1425 0

2. 25 37,5 1462,5 0

3. 10 15 1485 0

4. 5 750 ze smési 10 pM 750 0

5. 10 15 742,5 7425

6. 5 750 ze smési 10 pM 375 375

7. 2 300 ze smési 10 uM 600 600
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Tabulka 2: Pracovni roztoky standardu vitaminu A.

& Koncentrace | Objem zasobniho roztoku | Objem nosného Objem
) (uM) vitaminu A (ul) proudu (ul) | methanolu (ul)
1. 10 15 742,5 742,5
2. 5 750 ze smési 10 pM 375 375
3. 2 300 ze smési 10 uM 600 600
Tabulka 3: Pracovni roztoky standardu vitaminu E.
& Koncentrace | Objem zasobniho roztoku | Objem nosného Objem
) (uM) vitaminu E (ul) proudu (ul) methanolu (ul)
1. 100 75 nl - odparen do sucha 1200 300
2 50 37,5 nl - odparen do 1200 300
sucha
3 o5 18,75 pl - odparen do 1200 300
sucha

4.1.4.4 Priprava pracovniho roztoku smési vitamini A, D, E

Pii ptipravé pracovniho roztoku smési vitamint A, D a E bylo pipetovano do
zkumavky-ependorf 100 pl vitaminu E, ktery byl odpafen do sucha dusikem. Po
vysuSeni dusikem bylo déle do zkumavky pipetovano 50 pl vitaminu D a 25 ul vitaminu
A. Koncentrace vitaminu A byla 2,5 uM, koncentrace vitaminu D 5 uM a koncentrace

vitaminu E 20 uM.

4.1.4.5 Priprava vzorku

Vzorek byl pfipraven z lyofilizované lidské plazmy. K plazmé bylo pfidano 4 ml vody.
Kanalyze bylo nutné pouZit pouze nesraZlivou cast plazmy bez bilkovin. Bylo
pipetovano 600 pl plazmy, 600 pul methanolu a 75 pl standardu. Poté byl vzorek stocen
na centrifuze 5 min pi1 3000 otackach. Na spodu zkumavky zlstala srazena plazma a

k analyze byla odebrana pouze plazma bez bilkovin (svrchni ¢ast).
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4.1.5 Schéma pristroje
Ptistroj, na kterém bylo métfeni provadéno, byl sestaven z pistové pumpy opatfené
dvoucestnym ventilem, osmicestného selekéniho ventilu, kolony, pritokové cely, UV-

lampy a detektoru.

DETEKTOR

KOLONA

NOSNY
PROUD  pumpA

PROMYVACIT ELUCNI
CINIDLO (3) CINIDLO (4)

Obrazek 12: Schéma pfistroje pouzivané¢ho v diplomové praci.
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4.2 Prubéh analyzy

Pfed analyzou byly pfipraveny pracovni roztoky. Do systému byl nejdiive
nadavkovan nosny proud. Poté byl selekéni ventil pfepnut na pozici €. 3, byla
nadavkovana promyvaci faze, ktera byla shodnd s nosnym proudem. Nasledné byl
sorbent aktivovan 100% ACN z pozice €. 4. Po aktivaci byl sorbent promyt nosnym
proudem a poté byl davkovan vzorek z pozice €. 6. a byl zachycen na sorbent. Po
zachyceni vzorku na sorbent byl sorbent promyt promyvaci fazi, aby doslo k odstranéni
balastu. Poté byl sorbent promyt elu¢nim ¢inidlem z pozice ¢. 4 a doslo k eluci vzorku.
Detekce byla spektrofotometricka v UV oblasti pii vinovych délkach 325, 265 a 295

nm.
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5. Vyvoj a vysledky metody
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5.1 Vyvoj programu

SIA — pfistroj je ovladan pocitatem, proto byl vytvoien program, ktery ovlada
jednotlivé soucasti pristroje. Program byl n€kolikrat zménén — optimalizovan, nez byl
vytvofen program kone¢ny, podle néhoz probihaly jednotlivé analyzy. Popis programu,

podle kterého probihala extrakce je uveden v tabulce.

Tabulka 4 popisuje program nutny k provedeni extrakce metodou SIA.

Tabulka 5 popisuje program nutny k provedeni extrakce metodou SIC.

Tabulka 4: Popis programu ¢. 1.

Krok ¢&. Jednotka Piikaz

1. dvoucestny ventil poloha in

2. pumpa nasati 400 pl, rychlosti 100 pl/s
3. dvoucestny ventil poloha out

4. spektrofotometr méfeni absorbance

5. spektrofotometr méfeni referen¢niho spektra
6. vicecestny ventil poloha 3 — nosny proud

7. pumpa nasati 200 pl, rychlosti 20 ul/s
8. vicecestny ventil poloha 4 — pritokova cela

9. pumpa vytlaceni rychlosti 20 pl/s
10. dvoucestny ventil poloha in

11. pumpa nasati 400 pl, rychlosti 100 ul/s
12. dvoucestny ventil poloha out

13. vicecestny ventil poloha 6 — vzorek

14. pumpa nasati 100 pl, rychlost 20 ul/s
15. vicecestny ventil poloha 4 — pritokova cela
16. pumpa vytlaceni rychlosti 5 pul/s
17. dvoucestny ventil poloha in
18. pumpa nasati 500 pl, rychlosti 100 pl/s
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19. dvoucestny ventil poloha out

20. vicecestny ventil poloha 3 — promyvaci faze
21. pumpa nasati 400 pl, rychlost 50 pl/s
22. vicecestny ventil poloha 4 — elu¢ni ¢inidlo
23. pumpa vytlaceni rychlosti 10ul/s
24, spektrofotometr méteni referencniho spektra

Tabulka 5: Popis programu ¢. 2.

Krok ¢. Jednotka Piikaz

1. pravy vicecestny ventil ventil poloha 2
2. pumpa nasati 800 pl, rychlosti 70 ul/s
3. pumpa zadrzeni, prodleni 4s
4. pravy vicecestny ventil ventil poloha 7
5. levy vicecestny ventil ventil poloha 3
6. pumpa vytlaceni 500 pl, rychlosti 10 pl/s

levy vicecestny ventil ventil poloha 5

pumpa nasati 500 pl, rychlosti 20 ul/s

9. levy vicecestny ventil ventil poloha 3
10. pumpa vytlaceni 400 pl, rychlosti 10 pl/s
11. levy vicecestny ventil ventil poloha 6
12. pumpa nasati 500 pl, rychlosti 20 pl/s
13. levy vicecestny ventil ventil poloha 3
14. pumpa vytlaceni 600 pl, rychlosti 5 ul/s
15. levy vicecestny ventil ventil poloha 5
16. pumpa nasati 500 pl, rychlosti 20 ul/s
17. levy vicecestny ventil ventil poloha 3
18. pumpa vytlaceni 700 pl, rychlosti 10 ul/s
19. levy vicecestny ventil ventil poloha 1
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20. pumpa vyprazdnéni

21. pravy vicecestny ventil ventil poloha 2

22. pumpa nasati 2000 pl, rychlosti 70 pl/s
23. pumpa zadrzeni, prodleni 4s

24, pravy vicecestny ventil ventil poloha 7

25. levy vicecestny ventil ventil poloha 3

26. pumpa vytlaceni 100 pl, rychlosti 10 ul/s
27. pravy vicecestny ventil ventil poloha 8

28. pumpa nasati 100 pl, rychlosti 10 ul/s
29. | pravy vicecestny ventil ventil poloha 3 — vzorek

30. pumpa vytla¢eni 2100 pl, rychlosti 10 pl/s
31. pumpa zadrzeni, prodleni 10s

32. spektrofotometr méfeni absorbance

33. spektrofotometr méfeni referen¢niho spektra
34. pumpa pocka - konec analyzy
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5.2 Analyza vitaminu D

5.2.1 Optimalizace koncentrace vitaminu D

Nejdiiv byla analyza provedena s roztokem vitaminu D ve smési vody s

kyselinou octovou. Byly postupné snizovany koncentrace vitaminu D v roztoku a byla

sledovana hodnota absorbance. Prvni méfend koncentrace byla 200 uM dale 100, 50, 25

a 10 uM. Analyza byla provedena za podminek viz Tabulka 4: Popis programu ¢. 1.

Zaznam spektrofotometru byl uveden pti vinové délce 265 nm, pfi této vinové délce ma

vitamin D absorp¢ni maximum.

0,50 -

0,40 -

0,30 -

0,20 -

absorbance

0,10 -

0,00 -

-0,10 -

davkovani

/ vzorku

eluce

200

cas (s)

500 600 00

50 UM

Obrazek 13: Analyza vitaminu D pfi koncentraci 50, 25 a 10 uM.

Tabulka 6: Jednotlivé koncentrace vitaminu D a pfislusné hodnoty absorbance.

Koncentrace (uM) Absorbance - 1. méfeni | Absorbance - 2. méieni
50 0,433 0,411
25 0,159 0,184
10 0,062 0,052

V grafu je vidét prubéh analyzy pifi koncentraci 50, 25 a 10 pM. Z grafu

vyplyva, ze pti davkovani roztoku s vySsi koncentraci byla odezva vyssi. Se snizujici se
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v

a byla prekryta Sumem. Absorbance je vyrazna ve fazi analyzy, ve které dochazi
k davkovani vzorku na sorbent. Témé&f veskery vitamin D pouze protekl, nezachytil se

na sorbentu a nemohlo dojit k jeho nasledné eluci.

5.2.2 Vyvoj a optimalizace davkovaciho objemu vzorku

Pfi méfeni bylo zjisténo, ze pii aspiraci 100 pl vzorku nedochazi k jeho
zachyceni na sorbent a nasledné eluci, a méfeni nizkych koncentraci je
nereprodukovatelné. Proto byla provedena analyza 25 uM pracovniho roztoku, pficemz
se zménily podminky v kroku ¢. 14 a 16. V grafu je porovnana analyza 25 uM
pracovniho roztoku vitaminu D provedend za podminek viz Tabulka 7 S analyzou
provedenou za podminek viz Tabulka 8. Analyzy se li$i v davkovaném objemu roztoku.
Prvni odezva patii 25 pM roztoku davkovaném pii objemu 500 pl a druha odezva patii

25 uM roztoku davkovaném pii objemu 250 pl.

Tabulka 7: Zména €. 1 v programu ¢. 1.

Krok ¢. Jednotka Piikaz
14. pumpa nasati 500 pl, rychlosti 20 ul/s
16. pumpa vytlaceni rychlosti 5 pl/s

Tabulka 8: Zména ¢. 2 v programu ¢. 1.

Krok ¢. Jednotka Piikaz
14. pumpa nasati 250 pl, rychlosti 20 ul/s
16. pumpa vytlaceni rychlosti 5 pl/s
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Obrazek 14: Analyza 25uM vitaminu D pfi ddvkovaném objemu 500 ul a 250 pl.

V grafu je vidét, ze pfi vysSim davkovaném objemu doslo ke zvySeni odezvy ve
fazi eluce. Objem 500 pl je idedlni, vice vitaminu D se zachyti na sorbentu. Absorbance

pfi nasttiku 500 pl mé hodnotu 0,345, pti néstiiku 250 pl ma hodnotu 0,167.

Z vyse uvedeného grafu vyplyva, ze s vyssim davkovacim objemem se zvysuje i
mnozstvi zachyceného vitaminu a odezva absorbance je vyssi a tedy i1 pfi nizkych
koncentracich 1ze latku dobie identifikovat a vysledky pro stanoveni nizkych
koncentraci jsou reprodukovatelné. Pfi davkovacim objemu 500 pl byla porovnana
koncentrace 10 a 5 uM. Odezva byla vyssi pii koncentraci 10 uM a pii koncentraci 5

uM byla odezva nizsi.

5.2.3 Vyvoj priutokové rychlosti

V pribéhu analyzy bylo testovano néckolik pritokovych rychlosti. Bylo
provedeno 5 méfeni s pritokovou rychlosti 10, 5, 4, 3, a 2 pl/s. Zaznamy grafi se liSily

jen mirng, pritokova rychlost nema podstatny vliv na vysku piku.
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5.2.4 Optimalizace roztoku vitaminu D

Pro lepsi identifikaci vitaminu D byla provedena analyza 10 pM roztoku
vitaminu D, do néhoz byl pfidan methanol. Nejdiiv bylo pfiddno 5 % methanolu, poté
10 %, 15 % a nakonec 50 % methanolu. Vysledky u roztokd s 5%, 10% a 15%
methanolem se vyrazné neliSily ve srovnani s roztokem vitaminu D o stejné koncentraci
bez methanolu, absorbance u téchto roztokti méla primérnou hodnotu 0,086.

U roztoku obsahujiciho 50% methanol byla absorbance ve fazi davkovani
vzorku 1 ve fazi eluce velmi vysoka. Proto byly testovany i koncentrace nizs$i nez 10
uM. Analyza byla provedena za podminek, které jsou uvedeny viz Tabulka 7: Zména €.

1 v programu €. 1.

V nasledujicim grafu je vidét pribéh analyzy pracovnich roztokil vitaminu D pfi
koncentraci 10, 5 a 2 uM. Odezva se vice projevila ve fazi eluce a je patrné, ze u

roztoku s vyssi koncentraci je vys$si odezva a s nizsi koncentraci se odezva snizuje.

0,35 -
0,30 -
0,25 -
0,20 -
§ 0,15 10 uM
©
5 0,10
28 —2uM
©

0,05

0,00

-0,05

-0,10 - ¢as (s)

Obrazek 15: Analyza vitaminu D pfi koncentraci 10, 5 a 2 pM v 50% methanolu.

U téchto 3 roztokl byla zméfena linedrni odezva absorbance a byla vytvofena

kalibrac¢ni kiivka. Korela¢ni koeficient vysel 0,9880 a rezidualni odchylka 0,0244.
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Tabulka 9: Data pro kalibra¢ni kfivku vitaminu D.

Koncentrace (uM) | Absorbance Pocet bodu n=3
10 0,323 Smérnice k=0,0274 |+ 0,0043
5 0,159 Absolutni ¢len g=0,0419 (=+0,0281
2 0,109 Korelaéni koeficient | r=0,9880
Rezidualni odchylka | s=0,0244

0,35 -

o o

= o ) o

(o ¥ o w
1 1 1 1

absorbance

o
g

0,05 -

koncentrace (LM)

Obrazek 16: Kalibraéni kfivka roztoku vitaminu D.
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5.3 Analyza vitaminu A

Za stejnych podminek jako vitamin D byla pro provedena i analyza vitaminu A.
Byly testovany roztoky vitaminu A s postupné se snizujici koncentraci 10, 5 a 2 uM
s obsahem 50% methanolu. Zaznam spektrofotometru je uveden pii vinové délce 325

nm, pfi niz ma vitamin A absorpéni maximum.

0,90 -
0,80 -
0,70 -
0,60 -
0,50

10 uM

0,40

absorbance

0,30 —) UM
0,20

0,10

450 500 650

cas (s)

Obrazek 17: Analyza vitaminu A pfi koncentraci 10, 5 a 2 uM v 50% methanolu.

Z analyzy vitaminu A vyplyva, Ze pifi vysSi koncentraci je vysoka odezva a pii
nizsi se odezva snizuje. Analyza ve fazi ddvkovani vzorku a ve fazi eluce je stejnd. Ve

A4

srovnani s vitaminem D ma vitamin A vysSi absorbanci.

U roztokli téchto 3 koncentraci byla zméfena linearni odezva a vytvofena

kalibra¢ni kfivka. Korela¢ni koeficient vysel 0,9934 a rezidudlni odchylka 0,0581.
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Tabulka 10: Data pro kalibra¢ni kiivku vitaminu A.

Koncentrace (uM) | Absorbance Pocet bodu n=3
10 0,886 Smérnice k=0,0879 | £ 0,0102
5 0,511 Absolutni ¢len 0=0,0245 | £ 0,0666
2 0,171 Korelacni koeficient | r=0,9934
Rezidualni odchylka | s=0,0581

0,9 -
0,8 -
0,7 -
0,6 -
0,5 - L 4

0,4 -

absorbance

0,3 -
0,2 -
0,1 -

koncentrace (LM)

Obrazek 18: Kalibraéni kiivka roztokt vitaminu A.
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5.4 Analyza smési vitaminu D a A

V nasledujicim grafu je analyza vitaminu D pii koncentraci 2 uM a vitaminu A
pii koncentraci 1 uM. Pii této analyze byla provedena zména programu €. 1 v krocich €.
7 a €. 21, kdy dochazelo k promyti kolony vy$$im objemem promyvaci faze a zaroven i
v krocich ¢. 14 a 16, kdy davkovany objem roztoku byl 500 pl. Vitamin A ma ve
srovnani s vitaminem D vyss$i absorbanci ve fazi davkovani vzorku, kdezto ve fazi eluce

ma vitamin A absorbanci nizsi. Vysledky analyzy jsou nepfesné.

Tabulka 11: Zména €. 3 v programu ¢. 1.

Krok ¢. Jednotka Piikaz
7. pumpa nasati 400 pl, rychlosti 20 ul/s
14. pumpa nasati 500 pl, rychlosti 20 ul/s
16. pumpa vytlaceni rychlosti 5 pl/s
21. pumpa nasati 600 pl, rychlosti 50 ul/s
0,20
0,15 -

0,10 A

= \/itamin A

0,05 - e \/itamin D

absorbance

0,00

-0,05 -

-0,10 - cas (s)

Obrazek 19: Analyza 2 uM vitaminu D a 1pM vitaminu A.
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5.5 Analyza vitaminu E

Analyza vitaminu E probihala pfi koncentracich 100, 50 a 25 uM s 50%
methanolem. Pii méfeni nedoslo k Zadné odezvé nejspis v disledku malé rozpustnosti
vitaminu E v roztoku. Proto byl do roztoku ptidan 80% methanol misto 50% a vysledky
se zlepsily, dochazelo k davkovani vzorku, jeho zachyceni na koloné a nasledné eluci.
Analyza byla provedena za podminek viz Tabulka 7: Zména ¢. 1 v programu ¢. 1.

Zaznam spektrofotometru je uveden pii vinové délce 295 nm.

0,50 -

0,40 -

0,30

100 uM

0,20 50 uM

—25 M

absorbance

0,10

0,00

3 500

-0,10 €as (s)

Obrazek 20: Analyza vitaminu E pii koncentracich 100, 50 a 25 uM v 80% methanolu.

Z grafu se potvrdilo, Ze se snizujici se koncentraci se snizuje i odezva.
U téchto 3 roztokli vitaminu E byla také zméfena linearni odezva absorbance a

vytvotena kalibracni kiivka. Korelaéni koeficient vysel 0,9375 a rezidualni odchylka

0,0596.
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Tabulka ¢. 12: Data pro kalibra¢ni ktivku vitaminu E.

koncentrace (uM)

Koncentrace (uM) |Absorbance Pocet bodu n=3
100 0,416 Smérnice 0,003 +0,0011
50 0,331 Absolutni ¢len 0,1345 +0,0729
25 0,177 Korela¢ni koeficient | 0,9375
Rezidualni odchylka | 0,0596
0,5 -
0,45 -
0,4 - *
0,35 - .
3 03 -
: ’
(5°]
2 0,25 -
o
8 02 -
©
0,15 -
0,1 -
0,05 -
O T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Obrazek 21: Kalibra¢ni kiivka roztoka vitaminu E.
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5.6 Analyza plazmy fortifikované vitaminem A, D a E

Po analyze standardu byla provedena analyza plazmy fortifikované¢ 2,5 uM
vitaminem A, 5 uM vitaminem D a 20 uM vitaminem E. Analyza simulovala analyzu
lidského vzorku. Méfeni probéhlo za podminek viz Tabulka 11: Zména ¢. 3 v programu
¢. 1.

P#i méfeni dochazelo k ucpani MEPS a tvorb¢ bublin, proto byl eluat po extrakci

odebiran a nasledn¢ provedena analyza na SIC.

5.6.1 Analyza vzorku na SIC

Byla provedena analyza fortifikované plazmy pomoci metody SIC. Analyza byla
provedena za podminek viz Tabulka 5: Popis programu ¢. 2. Méfeni bylo provedeno pfi
vlnovych délkach 325 nm, 265 nm a 295 nm.

Podminky SIC: kolona — Chromolith® Chromolith® FastGradient RP-18
endcapped 50 — 2 mm s piedkolonou Chromolith® 5 — 2 mm, mobilni faze 100% ACN,
pritokova rychlost 10 pl sec™, nastiik 100 pl.

0,25 -
0,20 -
0,15 -
vitamin A
0,10 - == Vitamin D

e itamin E

absorbance

0,05 ~

0,00 -
5

750

0,05 - cas (s)

Obrazek 22: Analyza plazmy fortifikovana 2,5 uM vitaminem A, S5uM vitaminem D a
20 uM vitaminem E.
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Z grafu je patrné, ze vitamin A ma nejvyssi odezvu, jeho hodnota absorbance je

0,218. Vitamin D a E maji odezvy nizké.

V dal$im grafu je pik vitaminu D a vitaminu E zvétSen.

0,025 -
0,020 -
0,015 - vitamin A
0,010 - e \/itamin D

absorbance
p
o
o
o

62 700

cas (s)

Obrazek 23: Zobrazeni pikil vitamini D a E z fortifikované plazmy.

Po zvétSeni je vidét, Ze hodnota absorbance vitaminu D je 0,021 a absorbance

vitaminu E je 0,003. Malé odezvy vitaminii D a E jsou prokazatelné.

Zaroven byla provedena analyza pracovniho roztoku smeési vitamini A, D, E
pomoci SIC metody. K analyze byly pouZity eluované vitaminy, které byly zachyceny
do zkumavky-ependorf, a byly ziskany pii extrakci SPE na pfistroji SIA po promyti
MEPS sorbentu ACN. Bylo ovéfovano, zda opravdu byly vitaminy z plazmy zachyceny
na sorbent a nasledné i eluovany. Po upravé pracovniho roztoku smési vitamina A, D, E
(extrakce na MEPS) byla nasledné provedena separace na systému SIC. Analyza byla
provedena za podminek viz Tabulka 5: Popis programu €. 2 a to pouze s pouzitim kroki
21 az 34.

Koncentrace vitaminl jsou stejné jako koncentrace vitamint ve fortifikované

plazmé. Zaznam spektrofotometru je pii vinovych délkach 325, 265 a 295 nm.
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Obrazek 24: Analyza pracovniho roztoku smési vitamini A, D, E na SIC.

Absorbance piku vitaminu A je 0,139, absorbance piku vitaminu D je 0,071 a

absorbance piku vitaminu E je 0,019.

5.6.2 Opakovatelnost analyzy

U metody byla zkouSena opakovatelnost analyzy. Byla provedena
opakovatelnost u plazmy fortifikované 2,5 pM vitaminem A, 5 uM vitaminem D a 20
uM vitaminem E. Analyza prob&hla za podminek viz Tabulka 5: Popis programu ¢. 2.
Nasledujici 3 grafy ukazuji opakovatelnost analyzy plazmy fortifikovanou smési
vitamini A, D, a E, kdy 1. graf ukazuje opakovatelnost vitaminu A, 2. graf

opakovatelnost vitaminu D a 3. graf opakovatelnost vitaminu E.
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Obrazek 25: Opakovatelnost analyzy 2,5 uM vitaminu A z fortifikované plazmy.

Z grafu je vidét, ze 2 analyzy vitaminu A probéehly téméf stejné, ale tieti analyza
se li§i. Pro analyzu vitaminu A to je charakteristické, vzdy dvé analyzy prob&hnou
stejné a tfeti je odliSnd. Nejcastéji se vytvoii bubliny, coz =zabrani dobré

reprodukovatelnosti metody.
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0,016 -
0,014 -
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0,006 - e nastrik 2

e n3stiik 3
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Obrazek 26: Opakovatelnost analyzy 5 uM vitaminu D z fortifikované plazmy.
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U 5 uM vitaminu D z fortifikované plazmy je vidét, ze analyzy se lisi ve vSech

ttech nastficich jak v reten¢nim ¢ase tak ve vySce piku, metoda neni reprodukovatelna.

nastrik 1

== nastrik 2

e n3stiik 3

absorbance

-0,006 ¢as (s)

Obrazek 27: Opakovatelnost analyzy 20 uM vitaminu E z fortifikované plazmy.

Opakovatelnost 20 uM vitaminu E z fortifikované plazmy je podobna jako u
vitaminu D. Analyza se pfi kazdém nastiiku lisi, ¢imz je znemoZnéna

reprodukovatelnost dané metody.

5.6.3 Stanoveni vytéZnosti metody

Byla zjisténa efektivita extrakce jednotlivych vitaminti pomoci vytéznosti.

Vytéznost metody = (Absorbance vzorku/Absorbance standartu) * 100 %.
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Tabulka 13: Vysledky stanoveni vytéznosti vitaminu A, D, E.

Absorbance vzorku | Absorbance standardu | Vytéznost (%)

Vitamin A 0,218 0,139 156,83
Vitamin D 0,021 0,074 28,38
Vitamin E 0,003 0,019 15,79

Vytéznost metody je u vitaminu A 156,83 %, u vitaminu D 28,38 %, u vitaminu

E 15,79 %.

55



6. Diskuze

Vliv na pribéh analyzy ma koncentrace vitamint. Pfi vySSich koncentraci je
odezva detektoru vyssi, se snizujici se koncentraci se odezva detektoru snizuje.

Na vysledky jednotlivych koncentraci pracovnich roztokli méa vliv davkovaci
objem. Pfi nizkém davkovacim objemu nedochdzi k dostatecné absorpci vitaminli na
sorbent, vitaminy z velké ¢asti prote¢ou. Pii vysokych davkovacich objemech dochazi
k navazani analytu na sorbent, je mozné stanoveni analytu i pfi nizké koncentraci a
metoda je efektivni.

Pribé¢h analyzy ovlivituje pH nosného proudu. Optimalni pH je kolem hodnoty
3. Dalsi faktor ovliviiujici prub&h analyzy je slozeni rozpoustédla. Pouzitim 50%
methanolu jako rozpoustédla se zajisti dobra absorpce vitamind i nasledna eluce a
provedena analyza je efektivni, ale ma malou vytéznost pro vitaminy D a E.

Pfi analyze pomoci metody SIC byla zjistovana opakovatelnost plazmy
fortifikované vitaminy A, D, E. Opakovatelnost probéhla pii tfech néstticich. Analyza

se pii kazdém nastiiku liSila a to zabraiiuje dobré reprodukovatelnosti metody.
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7. Zavér

Byly sestaveny kalibra¢ni kiivky u jednotlivych vitamint pii tiech koncentracich
a métena linearita odezvy. U vitaminu D v rozsahu koncentraci 10 — 2 uM byl korela¢ni
koeficient 0,9880, u vitaminu A Vrozsahu koncentraci 10 — 2 pM byl korela¢ni
koeficient 0,9934 a u vitaminu E v rozsahu koncentraci 100 — 25 uM byl korela¢ni
koeficient 0,9375. Nelze tvrdit, zda je metoda linearni ¢i ne. Divodem je pouziti pouze
tii koncentraci, které nedavaji presné vysledky, optimalni je tvofit kalibra¢ni kiivky z 5
koncentraci.

Pii méfeni bylo potvrzeno, Ze analyzy jsou efektivni za pouziti vysokych
koncentraci. V pfipad€, Ze je provadéna analyza pii nizkych koncentracich, je nutné
pracovat s davkovacim objemem minimalné 500 pl.

Metoda byla optimalizovana. Zakladem optimalizace bylo vytvofeni spravného
programu analyzy. Stanoveny byly tyto optimalni podminky: Jako nosny proud byla
pouzita zfedéna kyselina octova o pH 3 a 0 objemu 200 pl, sorbent byl aktivovan 100%
ACN. Vzorek byl ptipraven rozpusténim ve smési zfedéné kyseliny octové a methanolu
v poméru 1:1 a davkuje se objem 500 pl. Nezadouci latky jsou vymyvany ze sorbentu
promyvacim roztokem 0 objemu 400 pl a vzorek je extrahovan 100% ACN. Prutokova
rychlost béhem analyzy prob¢hla v rozmezi 5-100 pl/s. K nasdvani objema vzorki a
¢inidel se pouzivaji vyssi prutokové rychlosti, k ddvkovani objemt na sorbent dochazi
za niz$ich rychlosti. Diivodem je lepsi zachyceni vzorkd na sorbent a nasledna eluce.
Detekce byla métena pii vinovych délkach 325, 265 a 295 nm UV spektrofotometrem.

Byla provedena analyza plazmy fortifikovana vitaminy A, D, E metodou MEPS.
Analyza z diivodu ucpani MEPS a tvorby bublin davala Spatné vysledky, proto se
pfistoupilo k analyze pomoci sekvenéni injekéni chromatografie a byla zjiStovana
vytéznost. Vytéznost za optimalnich podminek byla u vitaminu A 156,83 %, u vitaminu
D 28,38 % u vitaminu E 15,79 %. VytéZnost u vitaminu A je vysoka, je to zptisobeno
nejspis vlivem nedostate¢ného promyti kolony pied dalsi analyzou.

Préace byla zamétena na automatizaci a miniaturizaci SPE a je experimentalni. Je
nutny jeji dalsi vyvoj a optimalizace. VytéZnost metody je nizka u vitamini D a E a

metoda je nereprodukovatelna.

57



8. Seznam pouzité literatury

[1] DOSTAL, J., a kol. Lékar'skd chemie II: bioorganickd chemie. 2. zcela piepracované
vydani. Brno: Masarykova Univerzita, 2007. 166 s. ISBN 978-80-210-3789-2.

[2] KOL. AUTORU. Cesky [ékopis 2009. 1. vydani. Praha: Grada Publishing, a.s.,
2009. 3968 s. ISBN 978-80-247-2994-7.

[3] MAROUNEK, M., BREZINA, P., SIMUNEK, J. Fyziologie a hygiena vyZivy. 2.
doplnéné vydani. Vyskov: VVS PV Vyskov, 2003. 148 s. ISBN 80-7231-106-9.

[4] MOUREK, J. Fyziologie: ucebnice pro studenty zdravotnickych obori. 1. vydani.
Praha: Grada Publishing, a.s., 2005. 204 s. ISBN 80-247-1190-7.

[5] LULLMAN, H., MOHR, K., WEHLING, M. Farmakologie a toxikologie: preklad
15., zcela prepracovaného vydani. 2. ¢eské vydani. Praha: Grada Publishing, a.s., 2004.
728 s. ISBN 80-247-0836-1.

[6] Vitaminy rozpustné v tucich [online]. [cit. 2012-03-16]. Dostupné z:
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Vitaminy_rozpustn%C3%A9 v _tuc%C3%ADch.

[7] RUZICKA, J. Flow injection analysis [CD-ROM]. 10/2009 [cit. 2012-03-26]. 4.

vydani.

[8] PRIRODOVEDNA FAKULTA UNIVERZITY KARLOVY V PRAZE, katedra
analytické chemie. Sekvencni injekcni analyza (Stanoveni obsahu dusitanu rivanolovou
metodou) [online]. [cit. 2012-04-01]. Dostupné z:

http://web.natur.cuni.cz/analchem/pprakt/sia_dus.pdf.

[9] PASEKOVA, H., POLASEK, M., SOLICH, P. Sekven¢ni injekéni analyza.
Chemicke listy, 1999, ro€. 93, ¢. 6, s. 354-359.

58


http://www.wikiskripta.eu/index.php/Vitaminy_rozpustn%C3%A9_v_tuc%C3%ADch

[10] SATINSKY, D., SOLICH, P., CHOCHOLOUS, P., KARLICEK, R. Monolithic
Columns — a new concept of separation in the sequential injection technique.
Analytica Chimica Acta, 2003, vol. 499, no. 1-2, s. 205-214.

[11] PRIRODOVEDNA FAKULTA JIHOCESKE UNIVERZITY V CESKYCH
BUDEJOVICICH. Metody priitokové analyzy [online]. [cit. 2012-04-04]. Dostupné z:
http://users.prf.jcu.cz/sima/vybrane_kapitoly/prutok_anal.htm.

[12] COUFAL, P. Extrakce [online]. [cit. 2012-04-07]. Dostupné z:
http://web.natur.cuni.cz/~pcoufal/extrakce.pdf.

[13] KLOUDA, P. Moderni analytické metody. 2. upravené a doplnéné vydani. Ostrava:
Nakladatelstvi Pavel Klouda, 2003. 132 s. ISBN 80-86369-07-2.

[14] SIGMA ALDRICH. Extrakce na tuhou fazi [online]. [cit. 2012-04-08]. Dostupné z:
http://www.sigmaaldrich.com/img/assets/13080/01.pdf.

[15] SIGMA ALDRICH. Reversed-Phase Methodology [online]. [cit. 2012-04-08].
Dostupné z: http://www.sigmaaldrich.com/analytical-chromatography/sample-

preparation/spe/reversedphase-methodology.html.

[16] SIGMA ALDRICH. Normal-Phase Methodology [online]. [cit. 2012-04-08].
Dostupné z: http://www.sigmaaldrich.com/analytical-chromatography/sample-

preparation/spe/normalphase-methodology.html.

[17] SIGMA ALDRICH. lonexchange Methodology [online]. [cit. 2012-04-08].
Dostupné z: http://www.sigmaaldrich.com/analytical-chromatography/sample-

preparation/spe/ionexchange-methodology.html.
[18] LEATHERHEAD FOOD RESEARCH. Sample Preparation Techniques for the

Determination of Mycotoxins [online]. [cit. 2012-04-08]. Dostupné z:

http://services.leatherheadfood.com/eman/FactSheet.aspx?1D=61

59


http://users.prf.jcu.cz/sima/vybrane_kapitoly/prutok_anal.htm
http://web.natur.cuni.cz/~pcoufal/extrakce.pdf
http://www.sigmaaldrich.com/img/assets/13080/01.pdf
http://www.sigmaaldrich.com/analytical-chromatography/sample-preparation/spe/reversedphase-methodology.html
http://www.sigmaaldrich.com/analytical-chromatography/sample-preparation/spe/reversedphase-methodology.html
http://www.sigmaaldrich.com/analytical-chromatography/sample-preparation/spe/normalphase-methodology.html
http://www.sigmaaldrich.com/analytical-chromatography/sample-preparation/spe/normalphase-methodology.html
http://services.leatherheadfood.com/eman/FactSheet.aspx?ID=61

[19] SIGMA ALDRICH. SPE Method Development for Pharmaceutical Bioanalysis
[online]. 30.3.2004 [cit. 2012-04-08]. Dostupné z:
http://www.sigmaaldrich.com/etc/medialib/docs/Supelco/Posters/t404060.Par.0001.File.
tmp/t404060.pdf.

[20] JEZKOVA, K., PAVLIKOVA, P., DOBIAS, P., ADAM, M., VENTURA, K.
Analyza kyseliny L-askorbové Vv napojich s vyuzitim techniky MEPS. Chemické listy,
2010, ro¢. 104, ¢. 13, s. 17-109.

[21] GREYHOUND CHROMATOGRAPHY. MEPS — Micro Extraction by Packed
Sorbent [online]. [cit. 2012-04-14]. Dostupné z:
http://www.greyhoundchrom.com/pdf/sge/sge-meps-gh.pdf.

[22] SGE ANALYTICAL SCIENCE. MEPS [online]. [cit. 2012-04-14]. Dostupné z:

http://www.sge.com/products/meps.

[23] CHROMSERVIS. Micro Extraction by Packed Sorbent (MEPS) [online].
[cit. 2012-04-14]. Dostupné z:

http://chromservis.cz/item/micro-extraction-by-packed-sorbent-meps/category/meps.

[24] HORAK, T., CULIK, JI., JURKOVA, M., CEJKA, P., KELLNER, V., DVORAK,
J., HASKOVA, D. MEPS a jeho pouziti pii piipravé vzorkd v pivovarské analytice.
Kvasny prumysl, 2011, ro€. 57, €. 9, s. 326-329.

[25] VLCKOVA, H., SOLICHOVA, D., BLAHA, M., SOLICH, P., NOVAKOVA, L.
Microextraction by packed sorbent as sample preparation step for atorvastatin and its
metabolites in biological samples — Critical evaluation. Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis, 2011, vol. 55, no. 2, s. 301-308.

[26] CHOCHOLOUS, P., SOLICH, P., SATINSKY, D. An overview of sequential
injection chromatography. Analytica Chimica Acta, 2007, vol. 600, no. 1-2, s. 129-135.

60


http://www.sigmaaldrich.com/etc/medialib/docs/Supelco/Posters/t404060.Par.0001.File.tmp/t404060.pdf
http://www.sigmaaldrich.com/etc/medialib/docs/Supelco/Posters/t404060.Par.0001.File.tmp/t404060.pdf
http://www.greyhoundchrom.com/pdf/sge/sge-meps-gh.pdf
http://www.sge.com/products/meps
http://chromservis.cz/item/micro-extraction-by-packed-sorbent-meps/category/meps

[27] SATINSKY, D., HUCLOVA, I., SOLICH, P., KARLICEK, R. Reversed-phase
porous silica rods, an alternative approach to high-performance liquid chromatographic
separation using the sequential injection chromatography technique. Journal of
Chromatography A, 2003, vol. 1015, no. 1-2, s. 239-244.

[28] SVEC, F. Monolitické stacionarni faze pro HPLC. Chemické listy, 2004, roé. 98, ¢.
5, s. 232-238.

[29] CHROMSERVIS. Fdze ONYX [online]. [cit. 2012-04-23]. Dostupné z:
http://chromservis.cz/item/ONY X-phase?lang=CZ.

[30] CHOCHOLOUS, P., SATINSKY, D., SKLENAROVA, H., SOLICH, P. Two-
column Sequential Injection Chromatography - New approach for fast and effective
analysis and its comparison with gradient elution chromatography. Analytica Chimica
Acta, 2010, vol. 668, no. 1, s. 61-66.

[31] Monolitické kolony [online]. [cit. 2012-04-24]. Dostupné z:

http://www.hplc.cz/Teorie/monolitic_columns.htm.

61


http://chromservis.cz/item/ONYX-phase?lang=CZ
http://www.hplc.cz/Teorie/monolitic_columns.htm

