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1 Uvod

Melatonin byl objeven koncem padesatych let Lernerem a
spoiupracovniky. Zpocatku se pfedpokladalo, 2e se jedna o fylogeneticky
archaickou latku, ktera u nizsich obratlovc(l, zejména obojzivelnikl, fidi zbarveni
kGize, a ktera u savcl nema Zadnou vyznamnéjsi funkci. Postupné se ukazalo,
Ze melatonin ma prakticky u vSech skupin obratlovch roli latky, ktera fidi
biorytmy. V poslednich nékolika letech byl prokazan vliv melatoninu na proces
starnuti.

Melatonin je dllezity neurohormon, jeZz hraje ulohu v regulaci
neuroendokrinniho systému, kontrolujiciho napi. metabolismus, pohlavni touhu,
chut k jidlu, spanek, reprodukci, rovhovahu a svalovou koordinaci. Melatonin
pomaha také imunitnimu systému v boji proti bakteriim, virdm, toxickym
chemikéliim a nadmérnému plsobeni volnych radikald.

V soudasné dobé je mozné odpovédné prohlasit pouze to, Zze melatonin
pusobi jako chronobiotikum. Pfi velkém zajmu o tuto latku a pfi vyskytu vysoce
afinitnich receptor(i pro melatonin na rliznych strukturach je mozné ocekavat, ze
v budoucnu budou seriézné nalezeny a potvrzeny dalSi udinky melatoninu na
lidsky organismus. Nikdy v&ak ziejmé melatonin nebude zazraénym vselekem,
za ktery je nékterymi pfili§ nedotkavymi a malo odpovédnymi badateli
prohlagovan, ani nutnym dopliikem vyZivy, nebot télo si jej samo tvofi.

Melatonin je derivat hydroxyindoiu, obdobné& jako serotonin, pfesné
N-acetyl-5-methyxytryptamin. Pro jeho fyziologické plsobeni je podstatna jak
methoxy skupina na aromatickém jadru, tak i acetyl skupina vazana na aminu
postranniho fetézce; indolové jadro naopak nezbytné neni a mize byt
nahrazeno jinym aromatickym jadrem, napi. naftalenem. Melatonin se tvofi
vyhradné v noci, je to tedy jakysi signal noci, ktery pfedava do organismu
informaci o denni dobé . Denni rytmus v tvorbé je pohanén rytmem v aktivité
enzymu arylalkylamin N-acetyltransferazy, ktery katalyzuje acetylaci serotoninu
na N-acetylserotonin, prekursor melatoninu.

Melatonin je vé&tSinou metabolizovan hydroxylaci za tvorby 6-hydroxymelatoninu
{6-HaMT) a dale také demethylaci, pii které se tvofi N-acetylserotoninu (NAS).




Metabolity jsou vylu¢ovany {émér vyluéné modi ve formé konjugatl s kyselinou
glukuronovou nebo jako sulfaty'?3, Metabolismus melatoninu viz obr.1.

V sou€asné dobé je melatonin studovan napf. v souvislosti s terapii
nadorovych forem, dale sehrava duleZitou roli jako odstrafiova¢ volnych
radikalli, hraje kli¢ovou ulohu v obranném systému téla atd. Pro jeho nizké
fyziologicke hladiny (pg/ml) je moznost jeho stanoveni omezena. Do popfedi
zajmu na katedie biofyziky a fyzikalni chemie farmaceutické fakulty se dostava
problematika stanoveni melatoninu  pomoci jeho hlavniho metabolitu
6- sulfatoxymelatoninu (SaMT). Cilem mé bakalaiské prace bylo prozkoumat
moznost isolace SaMT z moce pomoci extrakce na pevnych fazich (SPE) a
nasledné stanovit pfimo SaMT metodou HPLC s UV detekci.

Cilem teoretické &asti prace bylo shrnout a podat piehled metod
pouzivanych ke zpracovani biologického materialu pied analyzou
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii { HPLC ) s dlrazem na extrakci na

pevnych fazich ( SPE ). obr.1
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2 Metody pouzivané ke zpracovani

biologického materialu

Priprava vzorku patif k zakladnim ukondm pii analyze biologickych
vzorkd. Na jejim provedeni zalezi celkovy Uspéch analytického stanoveni - a to
jak z kvalitativniho, tak i z kvantitativhiho hlediska. Typické biologické vzorky
zahrnuji plazmu, sérum, plnou krev, mo¢, sliny, stolici, koZni adnexy apod.
Cilem zpracovani je upravit vzorek do formy vhodné pro naslednou analyzu
latky. Sledované analysy jsou ve vzorcich obsaZzeny v malych mnozstvich, a
aby mohly byt dale analyzovany, at uz pro identifikaci ¢i kvantifikaci, je nutna
tedy rozhodujeme nejenom o piesnosti stanoveni dané latky (analytu), ale
vibec o moznosti jejiho stanoveni. V mnoha piipadech se musi pouzit i nékolik
metod. Pfiprava vzorku obvykle piedstavuje nejvice pracnou, ¢asové naro¢nou
a nejméné spolehlivou ¢ast celého postupu a miuze ovlivnit celkové vysledky
analyzy.

Ve své bakalafské praci jsem se zaméfila na stanoveni hlavniho
metabolitu melatoninu, 6-sulfatoxymelatoninu {SaMT) v moé&i. Mo¢ je jednim z
nejvice studovanych biologickych materiald, hlavné pro jeji jednoduchou
mozZnost sbé&ru a obsah mnoha latek nebo jejich metabolitl, které jsou
vylugovany pravé modi*.

Ke zpracovani a detekci SaMT jsem ve své praci vyuZila nasledujici
metody:
1.Extrakce na pevnych fazich (solid phase extraction, SPE )

2.Vysokoucinna kapalinova chromatografie (high performance liquid-

chromatography, HPLC)




2.1 Extrakce na pevnych fazich

Extrakce na tuhou fazi (Solid phase extraction, dale jen SPE) je technika
pfipravy vzorkd, jejiz vyznam neustdle roste. Pii pouZiti SPE se Ize vyhnout
fadé problému, které jsou jiz tradi€né spojovany s dal$i mefodou pfipravy
vzorkll, s extrakci kapalina-kapalina. Pro extrakci na pevné fazi se pouzivaji
organické rozpoustédla s rdznou polaritou &i mobilni fazi pfimo. To znamena, Ze
pro extrakci organické sloueniny v hydrofilni (vodné) matrici by méla byt
pouZita nepolarni pevna faze (reverzni faze)’. SPE je technika, ve které se
analyt sorbuje na tuhou fazi z faze kapalné. Interakce analytu s tuhou fazi musi
byt siln&jsi nez s fazi kapalnou, ve které je analyt rozpustén. PTi sorpci dochazi k
transportu &astic z jedné faze do druhé, coz je doprovdzeno snizenim volné
energie.

Nej¢astdji se vyuziva jako pevna faze silikagel ¢i alumina {polarni faze)
nebo reverzni faze Cqg (nepolarni faze). PouZiti pevne faze pro piedseparaci
vzorku ma dvé piednosti — 1. mizeme zbavit extrakt nezadoucich latek, které by
mohly rusit stanoveni dané latky (matrix efekt), nebo latek, které maji velky
retenéni objem 2. muZeme extrakt zakoncertovat.

2.1.1 Postup provedeni extrakce na pevnych fazich

Typicky SPE postup zahrnuje pét zakladnich kroki:
1.Aktivace sorbentu
2.Uprava sorbentu
3.Aplikace vzorku
4.Promyvani sorbentu
5.Uvolnéni analytu



1. Aktivace sorbentu

Pokud ma sorbent v SPE kolonce zadrzovat analyty, je nezbytné kolonku
smodit a vyivoiit na pevné fazi vrstvicku kapaliny. Tento solvataéni proces je
obvykle prvni krok extrakce a zahrnuje promyti kolonky rozpoustédlem. Toto
rozpoustedlo zajistuje solvataci sorbentu a tim interakci s matrici vzorku.

Aktivace kolonky se provadi rozpoustédlem, které je svou chemickou
povahou vhodné pro dany vzorek. Pokud je exirakt vzorku v organickém
rozpoustédle, potom muizZe byt kolonka uvedena do rovnovahy stejnym
organickym rozpoustédlem. Aktivace mlZe zvySovat retenci analytl. Typicky

objem pro aktivaci je 2-3 ml na 100 mg sorbentu.

2. Uprava sorbentu

Zajistuje odstranéni nadbytku aktivacniho rozpoustédla a ziskani
vhodného prostiedi pro adsorpci analytu. Nadbyte¢né promyti miZe vést k
nedostateénému zvlhCeni sorbentu a tim ke snizeni celkové vytéznosti.

U reverznich fazi se na promyti pouZivd voda nebo pufr, u
iontoménitového provedeni pufr o pH, pfi kterém analyt a vazané funkéni
skupiny maji opa¢ny naboj.

3. Adsorpce

Musi byt zajisténa dostateéné diouha doba kontaktu vzorku se
sorbentem. P¥fili§ rychly pratok vzorku kolonkou mdzZe zplsobit sniZeni
vytéZnosti. V pribéhu déje dochazi k zadrZeni stanovované latky na pevné fazi.

4. Promyvani sorbentu

Po aplikaci vzorku musi byt kolonka promyta rozpoustédlem. Smyslem
tohoto kroku je selektivhé eluovat nezadouci slouceniny ze sorbentu, aniz by
byly vyplaveny sledované analyty. K tomuto uc¢elu se nejlépe hodi rozpoustédia,
ve kterych analyty nejsou rozpustné. Je zde nezbytna kontrota pratoku, pfilis
vysoky pratok mlze zapfi¢init, Ze vysledny extrakt nedosahuje poZadované
cistoty.



5. Eluce

Posledni krok SPE je vymyvani (eluce) analytll vhodnym rozpoustédlem
do sbé&rné nadoby. Casto dochazi k tomu, Ze pozadavky na eluéni rozpoustédlo
splfiuje vice rozpoustédel. Potom je kone¢na selekce rozpoustédla ovlivnéna
jeho odpafitelnosti a kompatibilitou s koneénou analytickou technikou. Také zde

je vyznamna kontrola pritoku.

2.1.2 Piehled hlavnich interakénich mechanismu

Pfi separaci se uplatiiuji rizné mechanismy zachycovani latek spoéivajici
v odlisnych molekularnich interakci mezi analytem a sorbetem. Mezi béZzné se
vyskytujici interakce patfi tyto:

1. Van der Waalsovy sily (, nepolarni “ interakce)
Jsou nespecifické pfitazlivé sily, mezi nepolarnimi skupinami se oznaduiji
jako hydrofobni interakce. Jedna se o slabé sily, jejichz pUsobeni lze zvysit v

polarnim prostredi.

2. Polarni interakce
Zahrnuji vodikové vazby, interakce dip6l-dip6l a dipél-indukovany dipdl.

Vyznam téchto sil se zvySuje v nepolarnim prostredi.

3. Elektrostatické pfitazlivé sily (, iontové interakce “)

Vyskytuji se na iontoméni¢ovych sorbentech . K jejich potladeni dochazi
zménou pH (v pfipadé slabych elektrolyti) nebo pfidanim kompetitivniho iontu
do roztoku.

4, Kovalentni vazby

Tyto vazby se pfi SPE tvofi vzacné. MozZna je i koordinaéni vazba mezi

atomem kovu zabudovaném ve struktuie sorbentu a analytu.

10



Kazdy sorbent nabizi specifickou smés téchto vlastnosti. Hlavni interakci
vyuZivanou pro extrakci analytu oznacujeme jako primarni, vedlej8i plisobici
interakce jako sekundarni. Pfi extrakci na pevnych fazich je vyhodné posilit
interakci analyt-sorbent, zatimco interakce analyt-matrice a matrice-sorbent

t*€. SniZeni neZzadoucich interakci miiZze byt dosaZeno ziedénim rozioku,

potlaci
deproteinizaci nebo filtraci. Zménou pH nebo polarity zkouSeného vzorku se
dosahne posileni adsorpce. Vazba polarni sloueniny na polarni sorbent se
zlep$i snizenim polarity adsorpéniho prostredi a vazba nepolarni slouceniny na
nepolarni sorbent zvySenim polarity adsorpéniho prostfedi. Pro eluci jsou
podminky zpravidla opaéné neZz vyZaduje adsorpce. Pokud adsorpce analytu
vyzaduje vysokou polaritu prostiedi, tak eluci naopak usnadni sniZeni polarity.
Eluéni rozpoustédlo zajisti roztrzeni vazebnych sil analyt-sorbent a uvolnéni
analytu z pevné fize. Disperzni sily zadrZujici analyt na nepolarnim sorbentu
mohou byt pferuseny pomoci nepolarniho rozpoustédla. Zménou pH dochazi k
uvolnéni analytu z iontoménitové pevné faze. Jinou moznosti je zvyseni iontove
sily rozpoustédia a vytladeni analytu z pevné faze®.

Z interak&énich mechanism{ uvedenych vySe vyplyva, Ze provedeni SPE
je pom&rné komplikovana zaleZitost a k dosaZeni co nejlepSich vysledkl je
tfeba provést optimalizaci jednotlivych kroki SPE.

2.1.3 Piehled zakladnich druht sorbentl

Pfi volbé vhodného sorbentu zvazujeme podstatu analytu, vyZzadovany
stupefi jeho &istoty, vlastnosti matrice a hlavnich kontaminanti a finalni
analyticky postup. Jednotlivé typy sorbentl se mezi sebou mohou kombinovat
za U¢elem zlepseni vlastnosti SPE.
1.Nepolarni vazané faze (reverzni faze: uhlikoveé, polymerni, faze vazané na
Si0,)
2.Polérni vazané faze (normalni faze)
3.lontoménicové sorbenty
4.Speciaini sorbenty
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1.Nepolarni vazané faze (reverzni faze)

Nepolarni vazané faze se vyznacuji hydrofobnimi vlastnostmi. Lze je
vyuZit pro extrakci nepolarnich a stfedné& polarnich slouCenin. Nepolarni
interakce je zprostiedkovana van der Waalsovymi silami. Eluéni rozpoustédla
jsou organicka, k nejpouzivanéj$im patfi acetonitril a metanol.

a)Uhlikové sorbenty

Radi se sem aktivni uhlik, porézni a grafitovy uhlik a uhlikové
pryskyfice®®. Do popredi se dostava vysoka sorpéni kapacita a termalni stabilita
aktivniho uhliku,modifikované uhlikové sorbenty se vyznaduji pak i stalosti pfi
girokém rozmezi pH®.

b)Polymerni sorbenty

K této skupiné patii:

-Styren-divinylbenzen kopolymerové pryskyrice (ST-DVB)
zprostiedkovavaji extrakci relativné lipofilnich, ale ve vodé& rozpustnych
organickych sloucenin’. Retence vzrista s rostouci molekulovou hmotnosti
analytu. S rostouci polaritou retence klesa.

-Akrylové polymery se vyznacuji vy$si polaritou a afinitou k polarnim

sloucéeninam.

-Tenax GC , nebo-li poly-(2,6-difenyl-p-fenylenoxid), ktery se pouZiva ke
stanoveni tékavych latek z dlivodu jeho vysoké teplotni stability.

-Mezi polymerni sorbenty se zafazuji i polyuretanove, polypropylenové a
polytetrafluoroethylenové (PTFE) faze®.

c)Faze vazané na SiO;

Tyto sorbenty jsou nejvice pouzivané. Skladaji se z alkylové nebo
arylové skupiny vazané na silanol silikagelového zakladu. Pro vyhodu vysoké
kapacity se nejéastdji vyuZiva oktadecylové skupiny®®. Dale se vyskytujici
vazané faze jsou napf. oktylové, fenylové, cyklohexylove..
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2.Polarni vazané faze (normalini faze)

Polarni vazané faze jsou selektivni pro polarni slou€eniny. Vazba se
uskutediuje slabymi interakcemi typu dipél-dipél, vodikovymi vazbami nebo -1
interakcemi. Z pevné faze je analyt uvoliovan rozpoustédlem s vy3si elucni
silou napi. metanolem. Pro SPE se pouZivaji aminopropylove, propyldioloveé a
kyanopropylové vazané faze. Kyanopropylove skupiny zachycuji nepolarni i
polarni slou¢eniny a mohou je extrahovat z vodnych roztoki. Dale mohou
zachycovat polarni molekuly z méné polarnich rozpoustédel dipdl-dipélovou
interakci mezi kyanoskupinou a polarni skupinou analytu.

3.lontoméniéové sorbenty
Umoziuji selektivni extrakei sloudenin s nabojem. Z matrice je analyt
extrahovan vysokoenergickou iontovou interakci se sorbentem. V zavislosti na
podminkach ionizace existuji dvé skupiny iontomé&ni¢ovych sorbent:
a)Silné iontoménice: pii kazdém pH jsou vyménna mista ionizovana
b)Slabé iontoménice: jejich ionizace je na pH zavisla
Podle druhu ménéného iontu se rozliSuji dalsi dva typy iontoménicovych
sorbentu:
a)Katexy: iontoménice pro vyménu kationtll. Benzensulfonova i
propansulfonova kyselina jsou silnymi iontoménici pro vymeénu kationtu.
Karboxypropylova skupina je slabym iontoménicem typu katexu.
b)Anexy: iontoménite pro vyménu aniontl. Trimethylamoniumpropyl-
chloridova faze je silnym iontoménitem pro vyménu aniontlt z vodnych
i nevodnych roztok( nahradou za sviij chloridovy anion.

Pfi extrakci je pH nastaveno na hodnotu, pii niz je molekula analytu
ionizovana. Tim je analyt adsorbovan na opacné nabité skupiny sorbentu a pro
eluci se musi zménit pH, &imz skupiny pfestanou byt nabité a umozZni uvolnéni
latky z pevné faze (je-li analytem slaby elektrolyt, jehoz disociace je zavisla na
pH).
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4.Specialni sorbenty
a) Sorbenty s atomem kovu
Atom kovu je imobilizovan v polymernim nebo silikagelovym sorbentu
pomoci kovalentni vazby mezi vnitinimi orbitaly kovu a funk&énimi
skupinami sorbentu. Analyt je uvoliiovan z vazby zménou pH.
b) Sorbenty zaloZené na rozpoznani molekul
Na zakladu SiO; maji kovalentni vazbou vazany protilatky. Extrakci lze
vysvétlit zkfizenou reakci protilatek.
¢) Smisena a vicezpusobova SPE
Jde o zplsob uspoifadani sorbentu, ne o druhu sorbentu.
-Smisené sorbenty obsahuji jak nepolarni, tak i iontoméniCové funkéni
skupiny.Tim je analyt drzen dvéma mechanismy, ¢ehoZ se vyuZiva pro
extrakci lipofilnich slouéenin s ionizovatelnou funkéni skupinou.
-Vicezpusobova SPE je zalozena na principu pouziti dvou a vice

pevnych fazi najednou.

2.1.4 Prehled hlavnich forem SPE

Pro extrakci, zakoncentrovani a c¢isténi sledovanych analytG v SPE
usporadani je mozné pouzit jednotlivé druhy sorbentid v rliznych formach
uspofadani. K dispozici mame velké mnozZstvi, uvedeny jsou nejCastéji
pouzivané.

1.Kolonky

2.Zasobniky

3.Disky

4.96-jamkové extrakéni desky

5.SPE pipetky

1.Kolonky

Sorbent je uloZzen v trubickach z polypropylenu nebo polyethylenového
obalu tvaru injek&ni stiikadky uspofadany mezi dvé polyethylenové frity. Sorbent
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je ulozen v trubiCkach (v kolonkach), které mohou byt sklenéne i teflonove.
Kapacitu sorbentu, jako je specificky povrch, velikost pérd a celkovy objem pérd
je uréen maximalnim mnoZstvim analytu, které je sorbent schopen zadrZet.
Obsah analyt(, které maji byt zachyceny by nemél byt véisi nez 5% hmotnosti
sorbentu (pokud pouZijeme 100 mg v 1 ml trubiéce, vzorek by mél obsahovat
maximalné 5 mg analytl). Ke zvy$eni pritoku rozpoustédla kolonkou se pouziva
vakuum.

Ve své bakalaiské praci jsem pouzZila kolonky Discovery firmy Supelco,
proto se o nich zminim podrobnéji. SPE kolonky DISCOVERY jsou specialné
testovany tak, Ze je zarucena shodnost chromatografickych vlastnosti mezi
kolonkami z jedné i vice vyrobnich SarZi. Testuji se parametry ovliviujic
reprodukovatelnou kapacitu sorbentu. SPE kolonky se silikagelem Discovery
jsou uréeny pro aplikace z oblasti farmacie, biochemie, analyzy potravin, analyz
zivotniho prostiedi, petrochemie, agrochemie .
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SPE Discovely iontové vyménné fize

DSC-NH:

|
—8 — (CHz):NHa

- polymerné vazany aminopropy!

- faze je 5 vyhodou pouZivana ve dvou modech. tedy jako
normalni faze nebo slaby ionex

- chova se jako slaby anex s pK, 9.8. Pi1 pH 7.8 nebo
niz$im je funkéni skupina pozitivné nabita. Iontové
vyménna kapacita je 0,43 meq/g.

- jako slaby 10onex je s vyhodou pouzivana pro silné
amonty. které jsou na silnych anexech zadrzovany
piili§ silné

DSC-SAX

— S — CHy;N'(CHas

- polymerné vazany quarterndimi amin

- faze je silny anex s 1ontové vyménnou kapacitou
0.14 meq'g

- pouziva se pro extrakel slabych amionti, jako jsou
tfeba karboxylové kyseliny. které nejsou na slabych
anexech zadrZzovany dostateéné

DSC-WCX

- polymerné vdzany karboxypropyl

- chova se jako slaby katex s pK, 4.8. Pi1 pH 6,8 nebo
vy§sim je funkéni skupma negativné nabita. Iontové
vyménna kapacita je 0,15 meq'g

- nejéastéi je pouzivana pro silné kationty, které json na
silnych katexech zadrzovany piilid silné

DSC-SCX

|
&

,:,... >,

CHzy 4L s

SOy H7

- polymerné vazana kyselina benzensulfonova
- chova se jako silny katex s pKa < 1.0. s 1ontové
vyménnou kapacitou 0.8 meq/'g

SPE Supelclean nor

malni faze

LC-CN monomerné vazand kvanopropviovd fiaze, (7 2oC) encappovand
LC-NH: polymerné vazany aminopropyl, (5 % C)

LC-DIOL pohymerné vazany 2,3 dihvdroxypropoxypropyi (7 %C)

SPE Supelclean adsorbenty

LC-Si silikagel

LC-FLORISIL Eremicitan hofefnary, 100/120 MESH

LC-ALUMINA-N | oxid hiinity, pro neutralni pH ( -~ 6,5), 60/325 MESH
LC-ALUNMINA-A | oxid hiinity, pro kyselé pH _ ( ~5), 60/325 MESH
LC-ALUNINA-B | oxid hlininy, pro bazické pH (~ 8,5), 60/325 MESH

SPE Supelclean ion

tové vvmeénne faze

LC-SAX

- polvmerné vazany quarterndini amin

LC-WCX - polvimerné vazany karboxypropyl!
LC-SCX - polvinerné vazand kyselina benzensulfonova
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2.Zasobniky

Jsou tvoieny polypropylenovym télem. Maji znaéné nevyhody.
Zpracovani vzork( je pomalé a Easto dochazi k ucpani nosice®.
3.SPE disky

Vyznaéuji se mnoha vyhodami ve srovnhanim s kolonkami &i zasobniky.
Maji velky povrch, ¢&imZz dovoluji vy$8i pritok rozpoustédla. Uzitim
rozmérnéj$iho disku Ize tento prutok jesté zvysit a tim se omezuje riziko ucpani.
V soucasné dobé existuje a je pouzivano né&kolik typl extrakénich diskd:

a)Extrakéni membrany

Skladaji se z ¢gastic vsazenych do sité z  inertnich
polytetrafluoroehtylenovych viaken. Mohou se také pouzZivat jako naplné v
kolonach, pipetkach nebo 96-jamkovych discich. Vyhoda spo€iva v pouziti
malého mnoZstvi eluéniho rozpoustédla pfi uvoliovani analytu z membrany,
dale dovoluje vy§si priutok rozpoustédla, ¢imZ zrychluji analyzu. Jedna =z
nevyhod je mozZnost ucpani membrany ¢asticemi z matrice.

b)Disky ze sklenénych vidken

Obsahuji na SiO, chemicky vazané &astice, které jsou zaélené&né do
matrice ze skienénych viaken.

c)Speedisky

Sorbent je pfitomny v tenké vrstvé mezi dvéma filtry ze sklenénych
vlaken.

d)Memsep disky

Jsou tvoiené celulézovymi vrstvami stlaéenymi do souvislého sorbentu.
4. 96-jamkové extrakcni disky

Skladaji se z polystyrénovych neho polypropylenovych vrstev s 96
kolonkami. Jsou to 96 pozicové destitky, kieré obsahuji 25, 50 a nebo 100 mg
sorbentu v jedné jamce.
5.SPE pipetky

Mohou se charakterizovat jako bézné pipety naplnéné SPE diskem.
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2.1.5 Dulezité pojmy a faktory ovliviujici provedeni SPE

Nasieduje shrnuti nékterych vyznamnych okolnosti, které by se mély
zvazit pfed zapo€etim a v prub&hu Opravy vzorku pomoci SPE. Pfi vybéru
vhodného provedeni SPE bychom méli brat v avahu tyto hlediska:

- chemicka povaha latky, kterou chceme stanovit tzn. jeji funkéni skupiny,

schopnost ionizace, rozpustnost

-koncentraci stanovované latky ve vzorku

-vlastnosti matrice - vodna nebo organicka povaha matrice, pH, iontova

sila

-stupefi koncentrace a Cistoty, které je tfeba dosahnout

-mez detekce a citlivosti
Dalsi hledisko pfi vybé&ru vhodného provedeni SPE jsou faktory, které ji ovliviiuji.
Kapacita SPE kolonky

Je definovéna jako maximalni mnoZstvi latky ze vzorku, které mizZe byt
zadrzeno danym mnoZstvim sorbentu. MnoZstvi sorbentu musi byt dostateéne
pro retenci veSkereho analytu ve vzorku®, Kapacita kolonky zavisi na podtu
aktivnich mist sorbentu, jeho typu a objemu. Dlsledkem vysokého mérného
povrchu d&astic sorbentu je vysoka kapacita této faze. Faze zadrzi takové
mnozstvi analytu (v&etné nedistot), které odpovida 6 az 15% hmotnosti sorbentu
(ti. 200 mg kolonka je schopna absorbovat piiblizné 20 mg celkové hmotnosti
vzorku).
Vybér elu¢niho rozpoustédia

Eluéni rozpoustédlo musi mit dostatecnou eluotropni silu, ktera umozni
rozvolnéni vazby mezi analytem a sorbentem, a dostate¢ni objem k uvolnéni
celého mnozstvi analytu ze sorbentu. Pomér objem( vzorku {V,) a elu¢ni faze
(Vo) se vyjadiuje jako koncentradnf faktor f:

S
]
=
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Pratok rozpoustédia kolonkou

Diky vysoké kapacité zadrZze je mensi i potfebné mnoZstvi sorbentu v
SPE kolonce. Tim se téz zvySuje rychlost pritoku v kolonce. Pokud je rozloZeni
gastic pravidelné proudi vzorek i rozpoustédlo skrz vrstvu sorbentu rovhomérné
a dotyk vzorku se sorbentem je maximalni. Diky tomu je prOtok optimaini a

vytéZnost maximaini, bez interferenci.

Nejéastéji uvadéné vyhody SPE metody

*rychld, selektivni, reprodukovatelna

erelativné jednoducha

*mala spotieba rozpoustédel

«ZlepSuje kvalitativni a kvantitativni analyzy
sumozhuje jednoduchou zménu matrice vzorku
*moznost sou¢asného zpracovani 12, 24 a 96 vzork
ssniZuje naroky na analyticky systém

suniverzalné pouzitelna
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3 Cil prace

Cilem mé bakalaiské prace bylo ovéfeni retence a eluce
6-sulfatoxymelatoninu (SaMT) na pevné fazi na bazi silného iontoménice. SaMT
je silny elektrolyt ve vodném roztoku je plné disociovan a na silném iontoménici
je nevratné zadrZen. Jako eluéni Cinidlo byl zvolen vodny roztok siranu sodneho
Na,SOs.

Pavodnim zamérem mé bakalarské prace bylo porovnat kolonky pro
extrakci na pevne fazi:

1) LC-SAX

2)DSC-SAX
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4 Vysledky experimentalni casti

Ve své experimentalni ¢asti bakalaiské prace jsem navazovala na
vysledky prace diplomant katedry biofyziky a fyzikalni chemie. Navazovala
jsem jiz na dfive stanovené podminky pro izolaci SaMT pomoci extrakce na
pevné fazi a na analytické podminky pfi HPLC.

Pouzité pristroje a chemikalie:

1. Pii izolaci SaMT pomoci SPE a jeho HPLC analyze jsem pouZila tyto
uvedené pfistroje a vybaveni:

Vysokotlaké ¢erpadlo HPP 5001 , Laboratorni pristroje
UV detektor LCD 2040 , Laboratorni pfistroje

Kolona Supelcosil™ ABZ+PLUS ,Supelco

SPE kolonka LC-SAX kolona, Supelco

2. PouZité chemikalie:

Acetonitril pro HLPC , Sigma - Aldrich

Methanol Chromasolv pro HPLC, Sigma - Aldrich

QOctan amonny, p. a., Lachema

Tetrahydrofuran Chromasolv pro HPLC, Sigma - Aldrich

4.1 Extrakce na pevnych fazich

1) Kolonka LC-SAX

K extrakci jsem zkou$ela druh sorbentu LC-SAX, ktera patfi mezi
iontovévyménné faze s polymerng& navazanym kvarternim aminem. Plsobi silné

anionvyménnym mechanismem s vyménnou kapacitou 0,14 meqg/g
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(miliekvivalent na gram). Dovoluji extrakct polarnich a kyselych latek, v naSem
piipadé SaMT, z biologickych tekutin. Pfi adsorpci dochazi ke tfem interakcim:
k anionvyménnym, k nepolarnim a k polarnim. K eluci je vyhodné zvy$eni
iontové sily nebo piidani protiiontu s vysokou afinitou k iontovyménné fazi do
rozpoustédla, nasledkem je vytlaeni analytu ze sorbentu. Jako eluéni &inidlo
byl pouZit vodny roztok siranu sodného Na;SO4 Siranovy aniont ma ke
kvarternimu aminu pravdépodobné podobnou afinitu jako sulfatovy aniont
SaMT.

1. Aktivace
K aktivaci kolonky jsem pouzivala 2 ml methanolu a 2 ml ultradisté vody.
2. Adsorpce

Adsorbovala jsem SaMT na iontovyménny sorbent. U LC-SAX kolonky
jsem adsorbovala 1 ml standardniho roztoku SaMT o koncentraci 1 mM.

3. Eluce

Eluce adsorbovaného standardu z pevné faze jsem se pokousela
dosahnout pouzitim eluéniho rozpousiédla. Pfi eluci jsem vychazela z 1 ml
roztoku SaMT adsorbovaného na piedem aktivovanou pevnou fazi. Jako eluéni
rozpoustédlo jsem pouZila jizZ zminény roztok siranu sodného o koncentraci 100
mM. Po HPLC analyze ziskaného roztoku se na chromatogramu objevil pik s
t; 7,09 min., ktery odpovidal SaMT.

Postup prace: Sorbent kolonky jsem pfed kazdym pouZitim aktivovala
promytim 2 ml MeOH a 2 ml vody. Standardni roztok SaMT jsem pfipravila
rozpusténim SaMT ve vodé&. Adsorpce standardu na sorbent probihala bez
pouZiti vakua pfi pritokové rychlosti standardu 1 ml/min. V&echny kroky postupu
jsem ovéfovala na HPLC analyzou sebranych podilG. Po pocateénim promyti
vodou eluce probihala vy3e uvedenymi rozpoustédly, jednotlivé frakce jsem

jimala po 1 ml podilech, kazdou ziskanou €ast vody a eluatu jsem opét
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proméfila pomoci HPLC. Zadouci eluéni rychlost se pohybovala okolo 1 ml/min,
pfi nedostate¢né rychlosti jsem k uspadnéni eluce pouZivala vakuum. Mezi
jednotlivymi nanesenymi podily rozpoustédla nesmélo dojit k wvyschnuti

sorbentu. Po skonceni eluce jsem kolonku jesté promyla vodou.

Priprava eluénfho rozpoustédia: Jako elucni rozpousgtédio jsem pouzila
100 mM roztok Na,SQ,. Piiprava roztoku spocdivala v rozpusténi 1,42 g
navazeného Na;SQO,; ve 100 ml ultradisté vody v odmeérné barice a jeho
prefiltrovani.

Priprava standardniho roztoku SaMT: Pfipravila jsem si standardni
roztok o koncentraci 11,7mg/25mi. K piipravé standardniho rozioku o objemu 3
ml a koncentraci 1,4 . 10° mol/l jsem pouZila zasobni roztok standardniho
roztoku.

Priprava mobiini faze: Mobilni fazi pro HPLC analyzu jsem pfipravila
roztok smichanim THF: ACN: NH;A¢ v poméru 0,1:1:10. Danou mobilni fazi
jsem ziskala pomoci 100mM NHjAc o objemu 500 mi, THF o objemu 5 ml a
ACN o objemu 50 ml. Pfipraveny roztok octanu amonného jsem pfefiltrovala a
pak postupné pfidala roztok tetrahydrofuran a acetonitril.

Viechny analyzy se uskutecnily za nasledujicich chromatografickych podminek:
mobilni faze 100mM NH4Ac : ACN : THF 10:1:0,1, odplynéné heliem, UV
detekce pfi 225 nm, kolona ABZ+Pius, pritok mobilni faze 1 ml/min, objem
nastiiku 20 pl smycka, teplota 20 °C. Vysledky viz.tabulka €.1.
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2) Kolonka DSC-SAX

Tato druha kolonka pro SPE patii také mezi iontovévyménne faze s
polymerné vazanym kvarternim aminem. Je silnym anexem s iontové vyménnou
kapacitou 0,14 meq/g (miliekvivalent na gram). PouZiva se pro extrakci slabych
aniontd, jakou jsou napf. karboxylové kyseliny, které nejsou na slabych anexech
zadr?ovany dostateéné. U této kolonky jsem opét pouZila stejne elucni inidlo a
to siran sodny.

K aktivaci kolonky bylo pouZito stejnych €inidel jako u kolonky LC-SAX,
methanol a ultradista voda. K adsorbci jsem pouzila 5 ml standardniho roztoku
SaMT o koncentraci 2,8ug/ml. PouZila jsem i stejné elucni €inidlo 100mM
roztoku siranu sodného.

Postup prace: Kolonku DSC-SAX jsem nejdfive aktivovala 2 ml roztoku MeOH
a 2ml vody. Sorbce standardnim roztokem SaMT probihala za pouZiti vakua pfi
pritokové rychlosti standardu 1ml/min. Standardni roztok SaMt jsem timto
zplsobem aplikovala 5krat po 1 ml. Po adsorbci nasledovala eluce, ktera byla
provedena také 5 krat. Dané ziskané frakce jsem proméfila pomoci HPLC

analyzy. Po ukonéeni prace jsem kolonku promyla vodou.

Priprava standardniho roztoku SaMT. K pfipravé standardniho roztoku jsem
rozpustila 7,7 ug v 10 ml ultradisté vody. Z tohoto roztoku jsem odpipetovala 2
mi do 500 ml odmémné bafiky a doplnila po risku. Vznikla nam celkova
koncentrace 2,8pg/mil.

Priprava mobilnf faze pro HPLC analyzu: Jako mobilni fazi jsem uzila 100 mM
NHiAC : MeOH v poméru 4:1.

Viechny analyzy se uskuteénily za nasledujicich chromatografickych podminek:
mobilni faze 100mM 100 mM NH Ac : MeOH 4:1, odplynéné heliem,
fluorescen&ni detekce pfi 225 nm, kolona Discovery Supelco HS C18, pritok
mobilni faze 1 ml/min, objem nastiku 20 pl smy¢ka, teplota 20 °C.
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Tabulka &.1: SPE_SAMT pomoci LC-SAX kolonky - priibéh eluce roztokem

siranu sodného, jimany frakce o objemu 1 ml

¢islo frakce plocha piku (mV.s) t, {min)
4 125 6,95
5 449 6,95
6 820 6,93
7 1005 6,92
8 793 6,91
9 461 6,93
10 136 6,87
11 140 6,94
12 93 6,88
13 51 6,85
standard 4252 7,09

Odpovidajici chromatografy jsou uvedeny v pfiloze 1-12.
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5 Zaver

V teoretické Gast své bakalaiské praci jsem shrnula nejdlleZitéjsi
vlastnosti melatoninu a jeho metabolitu SaMT. V daldi &asti jsem popisovala
jeho izolaci pomoci extrakce na pevné fazi a jeho stanoveni pomoci HPLC.

V praktické ¢&asti jsem se zabyvala ovéfenim retence a eluce
6-sulfatometoxymelatoninu (SaMT).

U SPE jsem pouzila iontovyménnou kolonu LC-SAX a DSC-SAX s
polymé&rné vazanym kvarternim aminem.

LC-SAX: Na kolonku byl nanesen 1 ml vzorku, retence probihala kvantitativné,
eluce probé&hla v rozmezi 4.-13. frakce (celkové 10 frakci po 1 mi). Misto
oéekavaného zakoncentrovani tedy dos$lo k rozmyti vzorku. Vyté&Znost u této
kolonky byla 95,79 %.

DSC-SAX: Na kolonku byl nanesen 5x1 ml vzorku, retence byla kvantitativni.
Priibéh eluce nemohl byt z &asovych a technickych divodd vyhodnocen,
nedoslo tedy k zamyslenému porovnani obou kolonek.

SPE s naslednym HPLC stanoveni je kvalitativni metoda pro stanoveni
SaMT v moéi. SPE s navazanym kvartérnim aminem by se po pfislusnych
Gpravach mohla i nadale vyuZivat k izolaci SaMT po optimalizaci jeho
kvantitativhiho stanoveni.
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6 Prilohy

Pfiloha €. 1

Provedeni SPE SaMT: Prvni eluce, kde se objevil SaMT, frakce €. 4.
Chromatografické podminky: kolona supelcosil™ ABZ+Plus, mobilni faze smés
THF:ACN:NH Ac 0,1:1:10, odplynéna heliem, UV detekce pfi vinové délce
225nm, pratok mobilni faze 1,0ml/min., smycka o objemu 20 pl, teplota 20°C.
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Pfiloha &. 2

5‘ _100;
= ﬁ - = 5
S - E LY ]
2 ~ ;
g - B b SSp—
_.1&1[“ f ¥
|
Wi
|
i
260
R ——— S i —r—
0,0 25 5.0 7.5 10,0 125 15,0
Time [min.]
Priloha €. 3
< -
E o 5. A
2 o &
S E‘ Lianvraee T
> o :
150 - /tv
1 | / .: i
200 [
=250 ;
[} 2 4 6 8
Time [min.]

28




Priloha €. 4
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Pfiloha €. 6
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Priloha &. 8

Voltage [mV}
4,48
6,94
BTS

-100: | Ig

1501 i

Time [min.]

Priloha ¢. 9

288
6.88

Voltage [mV]
3ar

= . E
100
=150 - \/

T S ; ; -
0 z . . :
Time [min.]

31



Pfiloha ¢. 10
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Priloha €. 12
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