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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
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Kandidat: Zuzana Rojkova-Kovacikova

Skolitel: Warunya Boonjob, Ph.D.

Konzultant: Doc. PharmDr. Hana Sklenarova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Disperzni kapalinova mikroextrakce propofolu v SIA

systému se dvéma ventily a fluorescenéni detekci

Tato diplomova prace se zabyva stanovenim propofolu pomoci automatizace
disperzni kapalinové mikroextrakce (DLLME) v SIA systému s fluorescenéni
detekci. Za extrakeni rozpoustédlo byl zvolen amylacetat, jako disperzni Cinidlo
byl pouzit acetonitril. Byly optimalizovany parametry méfeni v SIA systému.
Linearni zavislost intenzity fluorescence na koncentraci propofolu s korelacnim
koeficientem 0,9945 byla nalezena v koncentracnim rozmezi 8 — 64 yg/ml. Byl
vypocten limit detekce (LOD = 0,83 pg/ml) a limit kvantifikace (LOQ =
7,25 ug/ml). Opakovatelnost byla ovéfena pro koncentrace 16 a 64 ug/ml,
hodnoty relativnich smérodatnych odchylek (RSD) byly 1,54% a 1,52%. Cas

analyzy byl 152 s v pfipadé jednoho nastfiku vzorku.



ABSTRACT

Charles University in Prague

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Analytical Chemistry

Candidate: Zuzana Rojkova-Kovacikova
Supervisor: Warunya Boonjob, Ph.D

Consultant: Doc. PharmDr. Hana Sklenarova, Ph.D.

Title of diploma thesis: Dispersive liquid-phase microextraction of propofol using

Dual valve SIA system with fluorimetric detection

This thesis deals with determination of propofol using automated dispersive
liquid — liquid microextraction (DLLME) in SIA system with fluorimetric detection.
Amyl acetate was selected as the extraction solvent; acetonitrile was used
as the disperser solvent. Measurement parameters in SIA system were
optimized. The calibration curve was linear in the range of propofol
concentration 8 — 64 ug/ml with the correlation coefficient 0.9945. The limit
of detection (LOD = 0.83 pg/ml) and the limit of quantification (LOQ =
7.25 ug/ml) were calculated. Repeatability for concentrations 16 and 64 ug/mi
was proved; the values of the relative standard deviations (RSDs) were 1.54%

and 1.52%. The analysis time was 152 s in case of one sample injection.
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Seznam zkratek

Bl

CRL

DI-SDME

DLLME

DV-SIA

ETAAS

FAAS

FIA

FU

GABA

GC -MS

HF-LPME

HPLC

HS-SDME

bead injection
chemicka referenéni latka

mikroextrakce pfimo ponofenou kapkou (direct immersion single-

drop microextraction)

mikroextrakce zalozena na tvorbé disperzniho systému (dispersive

liquid — liquid microextraction)

systém sekvencni injekCni analyzy se dvéma ventily (dual-valve

sequential injection analysis)

elektrotermalni atomova absorpcni spektrometrie (electrothermal

atomic absorption spectrometry)

plamenova atomova absorpéni spektrometrie (flame atomic

absorption spectrometry)

prutokova injekéni analyza (flow injection analysis)
fluorescencni jednotka (fluorescence unit)
kyselina y-aminomaselna

plynova chromatografie kombinovana s hmotnostni spektrometrii

(gas chromatography — mass spectrometry)

mikroextrakce vyuzivajici duté viakno (hollow fibre liquid phase

microextraction)

vysokoucinna kapalinova chromatografie (high-performance liquid

chromatography)

mikroextrakce jednou kapkou vyuZivajici headspace (headspace

single-drop microextraction)



HS-SPME

LLE
LOD
LOQ
LOV
LPME

MS

RSD
SD
SDME
SIA

SIC

SL

VZ

mikroextrakce tuhou fazi vyuzivajici headspace (headspace solid

phase microextraction)
extrakce z kapaliny do kapaliny (liquid-liquid extraction)
limit detekce (limit of detection)

limit kvantifikace (limit of quantification)

lab-on-valve usporadani

kapalinova mikroextrakce (liquid phase microextraction)
hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry)

¢inidlo

relativni smérodatna odchylka (relative standard deviation)
smérodatna odchylka (standard deviation)

mikroextrakce jednou kapkou (single-drop microextraction)
sekvencni injekEéni analyza (sequential injection analysis)
sekvencni  injekéni

chromatografie  (sequential

chromatography)

slepy roztok

vzorek
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1. Uvod

Sekvencni injekéni analyza je jednou z neseparacnich pratokovych metod
s mnoha vyhodnymi vlastnostmi, jako je spolehlivost, jednoduchost a rychlost

analyzy.

Disperzni kapalinova mikroextrakce je mikroextrakcni technika, mezi jejiz hlavni
prednosti patfi kratka doba extrakce, jednoduchost provedeni, nizka spotfeba

rozpoustédel a z ni plynouci nizké mnozstvi odpadu.

V této praci bylo spojeni obou technik vyuZito k fluorescenénimu stanoveni

propofolu, coz je latka pouzivana pfedevsim jako celkové nitroZilni anestetikum.
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2. Cil a popis zadani prace

Cilem této diplomové prace byla optimalizace metody pro stanoveni propofolu
pomoci disperzni mikroextrakce z kapaliny do kapaliny automatizované
v systému sekvenéni injekéni analyzy s fluorescenéni detekci. Ukolem bylo
vybrat extrakéni rozpoustédlo, disperzni Ccinidlo a extrakéni jednotku,
optimalizovat parametry méfeni v SIA systému, jako je zpusob miseni vzorku
a extrakéni smési, objem extrakéni smési a objem davkovany do detektoru
a na zavér proméfit kalibraéni zavislost, urCit detekéni a kvantifikacni limit

a ovefit opakovatelnost.
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3. Teoreticka cast

3.1. Sekvenéni injekéni analyza

3.1.1. Usporadani systému a princip sekvenéni injekéni
analyzy

Sekvencni injekéni analyza (SIA) patfi stejné jako pratokova injekéni analyza
(FIA) mezi pratokové neseparacni metody. Principy, na nichz SIA stoji, jsou
podobné jako u FIA, avSak SIA na rozdil od FIA vyuziva oddélenych méficich

cykli a zmén pfimého a zpétného toku. Systém SIA tvofi (Obrazek 1):

> Cerpadlo
» Vicecestny selekéni ventil
» Misici civka
» Detektor
» Pocitac
» Spojovaci material
S:sll\rfl! HOLDING COIL

DETECTOR

CARRIER SAMPLE

AUX.
PUMP

REAGENT #1 REAGENT #2

Obrazek 1: Schéma systému SIA [1]
Carrier — nosny proud, syringe pump — Cerpadlo, holding coil — misici civka,
sample — vzorek, reagent — Cinidlo, waste — odpad, aux. pump — pomocné

Cerpadlo, detector — detektor
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Nejdfive dochazi k aspiraci nosného proudu do obousmérného pistového
Cerpadla s nastavitelnou rychlosti pohybu. Vzorek a Cinidla jsou poté oddélené
Cerpany ze svych zasobniki pres porty vicecestného selekéniho ventilu
do misici civky. Nasledné dojde ke zméné toku, coz vede k promichani zén
vzorku a Cinidel za vzniku zény produktu, jehoz vlastnosti jsou pak méfeny
detektorem. Podle druhu pouZité analytické reakce se pouzivaji
spektrofotometry, fluorimetry €i napf. elektrochemické detektory. Nezbytnou
soucasti SIA systému je pocitaC se specialnim softwarem, ktery fidi Cinnost
Cerpadla i ventilu a zpracovava vysledky méfeni. SIA systém se od FIA systému
liSi pfedevsim pfitomnosti vicecestného selekéniho ventilu, jehoZ porty propojuji
vSechny soucasti systému nejCastéji prostfednictvim teflonovych hadicek

s prdmérem od 0,5 mm do 0,8 mm [2, 3]. Princip SIA shrnuje Obrazek 2.

SAMPLE REAGENT DETECTOR

A—l
B S
R _

D — 0
e~

@

E

Obrazek 2: Zména sméru toku pri SIA [1]

Carrier — nosny proud, sample — vzorek, product — produkt, reagent — €inidlo,

detector — detektor

3.1.2. Vyhody a vyuziti SIA ve farmacii

Pravdépodobné nejvétsi vyhodou je moznost ménit nastaveni parametru

pfi provadéni riznych analyz pomoci pocCitate bez nutnosti prestavovat systém
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fyzicky. DalSi pfednosti je velmi nizka spotfeba vzorku a &inidel a minimalni
tvorba odpadu, protoze staCi davkovat malé objemy vzorku a Cinidel selekCnim
ventilem a tok neni na rozdil od FIA kontinualni. SIA je metoda rychia,
spolehliva, jednoducha a plné automatizovana. Vzhledem k témto vlastnostem
naléza Siroké uplatnéni v praxi, pomoci této techniky se stanovuji organicke
latky i anorganické ionty. Ve farmacii se SIA pouziva ke stanoveni mnoha IéCiv,
kontrole jejich jakosti a uCinnosti, pfi provadéni stabilitnich studii ¢i zkouSkach
disoluce [2, 3].

3.1.3. DV-SIA

Univerzalnost SIA techniky umozniuje do systému zarfadit i jiné soucasti, napf.
extrak¢ni jednotku, dalSi Cerpadlo a ventil. Usporadani se dvéma ventily,
tzv. dual-valve SIA (DV-SIA), je vyhodné pfi automatizaci extrakce z kapaliny
do kapaliny (LLE), protoZe je pak mozné systém rozdélit na vice samostatnych
Casti, pficemz v jedné Casti dochazi k aspiraci pouze organické faze, coz fesi
nékteré problémy béhem detekce spojené s rozdilnou afinitou organické
a vodné faze k teflonovym hadi¢kam. Vznikly systém je jednoduchy, snadno
ovladatelny a univerzalni, pokud jde o analyzované vzorky a pouzita
rozpoustédla, navic je mozné jej sestavit z komeréné dostupnych soucasti [4].
Typicky DV-SIA systém se sklada ze tfi zakladnich jednotek: misici, extrakni
a detekéni. Misici jednotka slouzi k manipulaci pouze s vodnou fazi (aspiraci
amiseni vzorku a Ccinidel), v detekéni jednotce dochazi k aspiraci pouze
organické faze jakozto nosného proudu a extrahovaného analytu z extrakcni
jednotky, ktery je nasledné detekovan. Obé faze jsou smiseny v extrakcni

jednotce, jejiz velikost a tvar je mozné pfizpusobit dané aplikaci [5].

3.1.4. Lab-on-valve format

Jednim z trend, ktery jesté rozsifil vyuziti SIA v laboratofich, byla miniaturizace
systému SIA a vytvofeni tzv. uSl lab-on-valve (LOV) systému. Cilem bylo, aby

se jesté zvysila rychlost analyzy a aby dochazelo jesté k menSim spotfebam
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vzorku a cCinidel. To bylo umoznéno integraci detekCni cely a dalSich soucasti
do pevné struktury pfipevnéné na selekénim ventilu. Vznikly LOV systém je diky
své malé velikosti pfenosny a uzivatel muize probihajici operace snadno

pozorovat (Obrazek 3).

Obrazek 3: SIA-LOV [1]

Spotieba vzorku a Cinidel se pohybuje mezi 5 a 25 pyl béhem jedné analyzy
a spotfeba nosného proudu mezi 100 a 250 pl. Detekce byva nejCastéji
spektrofotometricka a fluorescencni, pfipadné muze byt chemiluminiscencni Ci
tfeba konduktometricka. LOV format vyuziva i technika Bead injection (Bl), jejiz
hlavni pfednosti je zvySena citlivost méfeni diky nahromadéni analytu
na povrchu mikro¢astic, pficemz nezadrzena matrice vzorku je snadno

odstranéna [1].

3.1.5. Sekvencéni injekéni chromatografie

Dalsi technikou je sekvenéni injekéni chromatografie (SIC). Mezi vicecestny
selekéni ventil a detektor SIA systému je zapojena separaéni kolona, coz
umozniuje jednoduchou separaci a kvantifikaci nékterych sloucenin (Obrazek 4).
Tato technika muze byt alternativou k vysokouc&inné kapalinové chromatografii
(HPLC) v pfipadech, kdy je potfeba rychle separovat pomérné nizky pocet
slozek [1, 6].
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SYRINGE HOLDING COIL
PUMP

-
b
SEPARATION
COLUMN
uv_Vvis
DETECTOR
CARRIER SAMPLE
AUX.
PUMP
WASTE

ELUENT #1 ELUENT #2

Obrazek 4: Schéma systému SIC [1]
Carrier — nosny proud, syringe pump — Cerpadlo, holding coil — misici civka,
sample — vzorek, reagent — Cinidlo, waste — odpad, aux. pump — pomocnhé
Cerpadlo, separation column — separacni kolona, UV_VIS detector — UV/VIS

detektor

3.2. Kapalinova mikroextrakce

Mezi nejCastéji pouzivané analytické metody slouzici k upravé vzorku se fadi

extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE).

Miniaturizace této metody vedla k podstatnému snizeni spotfeby rozpoustédel,
tim padem i kredukci tvorby odpadu [7]. Spotfeba rozpoustédel pfi LLE
se pohybuje vfadech desitek az stovek mililitrd, zatimco v pfipadé
miniaturizované LLE, kapalinové mikroextrakce (LPME), spotfebované objemy
dosahuji jen nékolika malo mililitrd. K mikroextrakénim technikam z kapaliny
do kapaliny patfi napf. mikroextrakce jednou kapkou (SDME), mikroextrakce
vyuzivajici duté vlakno (HF-LPME) a mikroextrakce zaloZzena na tvorbé
disperzniho systému (DLLME) [8].
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3.2.1. Mikroextrakce jednou kapkou

Existuje nékolik zplusobu, jak provadét tuto metodu, znichZz dva jsou
pravdépodobné nejvic pouzivany: mikroextrakce pfimo ponofenou kapkou (DI-
SDME) a mikroextrakce jednou kapkou vyuzivajici tzv. headspace (HS-SDME)
[9].

DI-SDME je zaloZzena na ponofeni kapky s vodou nemisitelného organického
rozpoustédla do vodného roztoku vzorku, jenZz je michan magnetickym
michadlem. Tato kapka o objemu asi 1 az 10 pyl je zavéSena na jehle
mikrostfikaCky a po extrakci vzorku do organického rozpoustédla dojde
k opétovnému nasati kapky do stfikacky a vstfiknuti do detektoru [10]. Princip

shrnuje Obrazek 5.

GC microsyringe

o

! I

syringe needle ' !
i 1

. ! 1
organic drop ;

1

aqueous sample

stirrer

Obrazek 5: Princip DI-SDME [11]

GC microsyringe — mikrostfikacka, aqueous sample — vodny roztok vzorku,

stirrer — michadlo, syringe needle — jehla, organic drop — kapka organické faze

HS-SDME je zaloZzena na podobném principu, oproti DI-SDME v8ak umozZriuje
extrakci tékavych latek do mikrokapky, ktera je zavéSena nad vzorkem

v uzavieném prostoru (Obrazek 6) [12].
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GC microsyringe

syringe needle

.
|

|

1

' T
'

P i

I

1

- -

organic drop

headspace

aqueous sumplc

- stirrer
Obrazek 6: Princip HS-SDME [11]

GC microsyringe — mikrostfikacka, headspace — headspace, agueous sample —
vodny roztok vzorku, stirrer — michadlo, syringe needle — jehla, organic drop —

kapka organické faze

3.2.2. Mikroextrakce vyuzivajici duté viakno

V této metodé je pred vlastni extrakci porézni duté vlakno na chvili ponofeno
do organického rozpoustédla nemisitelného s vodou. Toto rozpoustédlo vytvori
uvnitf stény dutého vlakna tenkou vrstvu. Stejnym rozpoustédlem muze byt
naplnén i vnitfni prostor vlakna, v tom pfipadé se jedna o dvoufazovou HF-
LPME. Po impregnaci stén vlakna organickym rozpoustédlem se vlakno ponofi
do nadoby naplnéné vodnym roztokem vzorku a dojde k vyextrahovani vzorku
do organického rozpoustédla pfitomného jak ve sténé, tak ve vnitfnim prostoru
dutého vlakna. V pfipadé tfifazové HF-LPME tvofi vnitini prostor viakna vodny
roztok, analyt je tak extrahovan z vodného roztoku pres organické rozpoustédio
v porech vlakna do vodného roztoku uvnitf dutého vidkna [9]. Princip shrnuje
Obrazek 7.
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e Guiding tube\
/Cap \

Hollow fiber
with organic
phase (shaded)\
<«}— Aqueous sample —»
\Sample vial / |
Aqueous acceptor Organic acceptor

(a) (b)
Obrazek 7: Princip (a) tfifazové a (b) dvoufazové HF-LPME [13]

Guiding tube — hadic¢ka, cap — Cepicka, hollow fiber with organic phase — duté
vlakno s organickou fazi, aqueous sample — vodny roztok vzorku, sample vial —

nadoba, aqueous acceptor — vodna faze, organic acceptor — organicka faze

3.2.3. Mikroextrakce zalozena na tvorbé disperzniho
systému

Mikroextrakce zaloZena na tvorbé disperzniho systému (DLLME — z anglického
dispersive liquid — liquid microextraction) je metoda, kterou v roce 2006

predstavili Rezaee et al.

V této metodé je smés extrakéniho rozpoustédla a disperzniho Cinidla rychle
vstfiknuta do vodného roztoku vzorku. Vznikne tak tzv. ,cloudy solution®, kterou
tvofi drobné Castice extrakéniho rozpoustédla rozptylené ve vodné fazi. Tyto
Castice se po centrifugaci usadi na kénickém dné zkumavky. Sediment je pak
odebran k detekci (Obrazek 8) [14].
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Sedir'nented phase

Obrazek 8: Schematické znazornéni DLLME [10]

Syringe — stfikacka, conical tube — konicka zkumavka, aqueous sample — vodny
roztok vzorku, disperser and extractant — disperzni c¢inidlo a extrakéni
rozpoustédlo, formation of the cloudy solution — vytvofeni "cloudy solution”,

centrifugation — centrifugace, sedimented phase — sedimentovana faze

3.2.3.1. Prednosti DLLME

Vyhodou této metody je velmi kratkd doba extrakce, protoZze plocha mezi
drobnymi Casticemi extrakCniho rozpoustédla a roztokem vzorku po vytvoreni
,cloudy solution® je velka, a dochazi tak k rychlému ustanoveni rovnovahy [10].
Mezi dalSi vyhody patfi nizka spotfeba organickych rozpoustédel, jednoduchost

provedeni a obvykle zisk vysokého prekoncentracniho faktoru [15, 16].

3.2.3.2. Nedostatky DLLME a moznosti jejich feseni

Nevyhodou je, Ze stejné jako u klasické extrakce z kapaliny do kapaliny musi
byt extrakéni rozpoustédlo schopno extrahovat analyt a mit nizkou rozpustnost
ve vodné fazi. V pfipadé DLLME musi navic mit vy$Si hustotu nez voda a musi
tvofrit stabilni ,cloudy solution“ v pfitomnosti disperzniho Cinidla. Tyto poZzadavky
v8ak spliuje pouze omezeny pocet organickych rozpoustédel, ktera jsou navic

znacné toxicka a ohroZzuji Zivotni prostfedi [10, 15, 16].
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Naproti tomu disperzni €inidlo musi byt misitelné jak s organickou, tak s vodnou
fazi. Zaroven ovSsem muze disperzni Cinidlo komplikovat separaci fazi, proto je
vétSinou nutné pouzit centrifugaci, ktera je Casové naro¢na a v pfipadé vétsich

objemu i hufe proveditelna.

Nedostatky tykajici se pFedevSim vysokych narokll na vlastnosti pouzitych
rozpoustédel branily SirSi aplikovatelnosti DLLME v praxi. Prekonat tyto
pfekazky se podafilo pfedevSim moznosti vyuzit organickych rozpoustédel
leh€ich nez voda, pfipadné odstranénim nutnosti centrifugace a uZziti

disperzniho €inidla [15].

3.2.3.3. Automatizace DLLME v SIA systému

Nevyhodou DLLME také mulze byt, Ze se cely postup provadi vyhradné

manualné. Tento problém Ize vyfesit jeji automatizaci v SIA systému [15].

Anthemidis a loannou publikovali stanoveni meédi a olova zalozené
na prekoncentraci v automatizovaném on-line SI-DLLME systému s naslednou
plamenovou atomovou absorpCni spektrometrii (FAAS). Disperzni Ccinidlo,
extrakeni rozpoustédlo a chelataéni Cinidlo byly on-line smichany s proudem
vodného roztoku vzorku, doslo k vytvofeni komplexu a extrakci analytu z vodné
faze do kapicek extrakéniho rozpoustédla. Poté byly kapi¢ky organické faze
obsahujici komplex analytu zachyceny v mikrokoloné, do mikrokolony bylo
pfidano eluéni Cinidlo a eluent detekovan pomoci FAAS. Detekéni limit byl
v pfipadé médi 0,04 ug/l a 0,54 ug/l v pfipadé olova, prekoncentracni faktory
560 a 265 [15, 17].

Stejni autofi také popsali stanoveni olova a kadmia prostfednictvim obdobné
metody, plamenova atomova absorpéni spektrometrie zde vSak byla nahrazena
elektrotermalni atomovou absorpéni spektrometrii (ETAAS). Limit detekce byl
v pfipadé olova 10 ng/l a 2 ng/ v pfipadé kadmia, prekoncentracni faktory 80
a 34 [18].

Pozdéji publikovali tito autofi jesté stanoveni stfibra opét s vyuzitim FAAS. Limit

detekce byl 0,15 pg/l, prekoncentraéni faktor 186 [19].
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Andruch et al. navrhli metodu, pfi niz byl nejdfiv vzorek aspirovan do misici
civky SIA systému, a poté vypustén do plastové mikrozkumavky, kam byla
nasledné velkou rychlosti vypusténa smés extrakéniho rozpoustédla s nizSi
hustotou nez voda, disperzniho Cinidla a tzv. pomocného rozpoustédla. Toto
rozpoustédlo bylo misitelné s extrakénim rozpoustédlem i disperznim Cinidlem,
mélo vysSi hustotu nez voda a bylo nemisitelné s vodou. Vzhledem k t€émto
vlastnostem doslo po vytvofeni smeési s extrakCnim rozpoustédlem a disperznim
Cinidlem k samovolnému usazeni kapiCek s extraktem na dné extrakéni
jednotky. Odtud byl pak extrakt odveden k detekéni cele UV/VIS
spektrofotometrického detektoru, aby mohla byt zméfena absorbance. Timto

zpusobem stanovili thiokyanaté ionty s detekénim limitem 0,017 mg/I [20].

Schéma SI-DLLME systému znazornuje Obrazek 9.

A Adding of B

DS with ES Confluence —

To detection
connector

) Adding of = +— Adding of
«— Adding of aqueous sample DS witthS
elution solvent

Adding of
aqueous sample

Microcolumn for
retention of analyte

Sedimented ES
To detection

Obrazek 9: Automatizace DLLME v SIA systému s vyuzitim A) mikrokolony

a B) pomocného rozpoustédia [15]

Adding of aqueous sample — pfidavek vodného roztoku vzorku, adding of DS
with ES — pfidavek disperzniho Cinidla a extrakéniho rozpoustédla, adding of
elution solvent — pfidavek eluéniho €inidla, microcolumn for retention of analyte
— mikrokolona k zachyceni analytu, to detection — k detekci, sedimented ES —

sedimentované extrakcni rozpoustédlo

3.4. Fluorescencni detekce

Nékteré latky jsou schopny po uvedeni do excitovaného stavu Cast energie

emitovat ve formé tzv. luminiscenéniho zareni [21].
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Pokud bylo excitovaného stavu dosazeno absorpci fotonl, nasledna emise
zafeni se nazyva fotoluminiscence. Pokud bylo tohoto stavu dosazeno pomoci

chemické reakce, nasledna emise zareni se nazyva chemiluminiscence.

Ve srovnani s molekulovou absorpcni spektrometrii jsou luminiscenéni metody

az o tfi rady citlivejsi [22].

Podle zpusobu, jakym se excitované molekuly vraceji na zakladni stav,
rozliSujeme dva druhy fotoluminiscence: fluorescenci a fosforescenci. Jestlize
dojde k zafivému pfechodu do zakladniho stavu Sy ze zakladni vibracni hladiny
excitovaného singletového stavu S;, jedna se o fluorescenci, jejiz doba dosvitu
po ukon&eni excitace zafenim se pohybuje mezi 10° a 107 s. Jestlize dojde
k zafivému pfechodu do zakladniho stavu Sy ze zakladni vibracni hladiny
fadové mezi 10° a2 10* s [23]. Schéma energetickych prechodtl pfi fluorescenci

a fosforescenci je zobrazeno na Obrazku 10.
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Obrazek 10: Pfrechody mezi elektronové vibraénimi stavy v molekule [24]

E — energie, Sp — zakladni stav, S;,S, — excitované singletové stavy, T,,T, —
excitované tripletni stavy, F — fluorescence, P — fosforescence, VR, ISC, RD —

nezarivé prechody
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3.4.1. Faktory ovlivhujici fluorescenci

Fluorescenci ovliviiuje jak struktura molekuly, tak okolni podminky. Je
predevsim spojovana s velkymi rigidnimi rovinnymi molekulami s konjugovanym
systémem dvojnych vazeb. Intenzitu fluorescence zvySuji mj. v molekule

pritomné nukleofilni skupiny, naopak ji snizuje:

pfitomnost elektron-akceptorovych skupin

solvatace analyzované latky pouzitym rozpoustédiem
nizka viskozita rozpoustédla

polarni prostredi

vysoka teplota

vV V V V V V

pritomnost zhasecu

Fluorescenci nékterych latek vyrazné ovliviuje i pH roztoku, protoZe ionizaci

se méni struktura molekuly [21].

Pfi dostateCné nizkych hodnotach koncentrace roztoku roste intenzita
fluorescence linearné se zvysujici se koncentraci, pfi vysSich koncentracich

vSak dochazi ke koncentraénimu zhaseni fluorescence [23].

3.4.2. Instrumentace

Zavislost intenzity fluorescence na vinové délce emisniho zafeni pfi konstantni
vinové délce excitace popisuje emisni spektrum. Zavislost intenzity
fluorescence na vinové délce excitace pfi konstantni vinové délce emise

popisuje excitacni spektrum.

Pfistroje zaznamenavajici excitatni a emisni spektra se oznacCuji jako
spektrofluorimetry. Jednopaprskovy spektrofluorimetr se sklada z excitacniho
zdroje, excitacniho monochromatoru, emisniho monochromatoru, kyvety
a detektoru (Obrazek 11).
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Obrazek 11: Schéma jednopaprskového spektrofluorimetru [25]

Xe lamp — xenonova lampa, excitation monochromator — excitaCni
monochromator, sample cell — cela se vzorkem, emission monochromator —

emisni monochromator, photo detector — detektor

Detekce probiha kolmo ke sméru paprsku vychazejiciho z excitacniho zdroje.
Béhem zaznamu excitaCniho spektra se méni pouze vinova délka zareni, které
vychazi z excitaéniho monochromatoru, zatimco béhem zaznamu emisniho
spektra se meéni pouze vinova délka zafeni, které vychazi zemisniho

monochromatoru.

Pristroje slouzici k méfeni fluorescence pfi urcité vinové délce jsou fluorimetry.
Oproti spektrofluorimetriim vyuzivaji misto monochromatort v podobé hranolt
¢i mrizek jen optické filtry. Zdrojem excitaniho zareni vétSinou byva rtutova

vybojka, v pfipadé spektrofluorimetri xenonova lampa [21].

3.4.3. Analytické vyuziti

S fluorescenénimi metodami se pracuje v mnoha ruznych oborech, napf.
ve farmacii, v potravinafstvi nebo analyze slozek Zivotniho prostfedi.
V kvantitativni analyze se pouziva metoda kalibracni kfivky, limit detekce muze
byt aZz 10 2 mol/l. V kvalitativni analyze se vyuziva charakteristickych prabéht

excitacnich a emisnich spekter [26].
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3.5. Propofol

3.5.1. Vlastnosti

Propofol patfi mezi celkova nitroZilni anestetika a pouziva se predevsim
k uvodu do celkové anestezie a v kombinaci s jinymi anestetiky i k jejimu
vedeni. Nema analgetické vlastnosti. Mechanismus ucinku spociva v usnadnéni
inhibice zprostfedkované kyselinou y-aminomaselnou (GABA) na GABAa
receptorech. Uginek nastupuje velice rychle, jiz asi 30 az 40 sekund po aplikaci,
a pretrvava cca 5 az 10 minut. Propofol se rychle distribuuje, zhruba z 98
procent se vaze na plazmatické bilkoviny. Metabolizuje se v jatrech

a vylu€ovani metabolitl probiha prevazné ledvinami.

K hlavnim nezadoucim ucinkum patfi pokles srdecniho tlaku, pfechodna apnoe,
zmény srdecni frekvence, bolestivost v misté vpichu a spontanni pohyby béhem
anestezie. Vyhodou této latky je, Ze navozuje pfijemné usnuti a probuzeni
a téméfr nezplsobuje poanestetickou nauzeu a zvraceni, protoZze ma urcité

antiemetické vlastnosti [27, 28, 29].

Systematicky nazev propofolu je 2,6-diisopropylfenol (Obrazek 12) [30].

CHs OH CHs
HsC CHa

Obrazek 12: VVzorec propofolu [31]

Jedna se o bezbarvou nebo velmi slabé Zlutou Cirou kapalinu, velmi tézce
se rozpousti ve vodé a je misitelnd s hexanem a methanolem. Uchovava
se chranéna pfed svétlem pod inertnim plynem [30]. Vzhledem k lipofilnim
vlastnostem se ve farmaceutickych pfipravcich vyskytuje ve formé& emulze typu

olej ve vodé [27].
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3.5.2. Stanoveni propofolu

3.5.2.1. Lékopisna metoda

Dle Ceského Iékopisu 2009 se propofol stanovuje pomoci kapalinové
chromatografie. Zkouseny roztok se pfipravi rozpusténim 0,240 g propofolu
vhexanu R a zfedénim na 100,0 ml. Porovnavaci roztok se pfipravi
rozpusténim 0,240 g propofolu CRL v hexanu R a zfedénim na 100,0 ml.
Chromatograficky postup se provadi za pouZiti kolony o délce 20 cm a vnitfnim
pruméru 4,6 mm, stacionarni faze, kterou je silikagel pro chromatografii R
(5 um), a mobilni faze, kterou je smés objemovych dill ethanolu bezvodého R,
acetonitrilu R a hexanu R (1,0 + 7,5 + 990). Pratokova rychlost je 2,0 ml/min,
detekce se provadi spektrofotometrickym detektorem, 275 nm. Nastfikne
se 10 yl zkouSeného roztoku a 10 ul porovnavaciho roztoku a chromatogram
se zaznamenava po dobu sedminasobku retenéniho €asu propofolu. Obsah

propofolu se vypocita za pouziti deklarovaného obsahu propofolu CRL [30].

3.5.2.2. Stanoveni propofolu v biologickém materialu

Existuje fada studii zabyvajicich se stanovenim propofolu v rozlicném
biologickém materialu, jako je krev, plazma, sérum Ci cerebrospinalni tekutina
[32]. V téchto studiich se pro stanoveni vyuZzivaly napf. tyto metody:

HPLC kombinovana s UV spektrometrii [33]

HPLC kombinovana s fluorescenéni detekci [34]

HPLC kombinovana s hmotnostni spektrometrii (MS) [35]

Plynova chromatografie kombinovana s MS (GC — MS) [36]

vV V V V V

Mikroextrakce tuhou fazi  vyuzivajici headspace (HS-SPME)

kombinovana s plynovou chromatografii a MS (GC — MS) [37]
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3.5.2.3. Stanoveni propofolu v Ié€ivych pfipravcich

Oproti stanoveni propofolu v biologickém materialu neni mnoho praci vénujicich
se jeho stanoveni ve farmaceutickych pfipravcich. Z posledni doby byla
nalezena pouze jedna studie zabyvajici se timto tématem. Konkrétné to byla
studie, kterou provedli Pickl et al. Pro stanoveni propofolu pouzili HS-SPME
kombinovanou s GC — MS. Detekéni limit byl 3,3 pg/l [32].
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4. Experimentalni cast

4.1. Material

4.1.1. Chemikalie

Acetonitril — Sigma-Aldrich, Praha, Ceska Republika
Amylacetat — Sigma-Aldrich, Praha, Ceska Republika
Cyklohexanol — Sigma-Aldrich, Praha, Ceska Republika
2,6-Diisopropylfenol — Sigma-Aldrich, Praha, Ceska Republika
Ethanol — Sigma-Aldrich, Praha, Ceska Republika

Hexan — Sigma-Aldrich, Praha, Ceska Republika

Hexanol — Sigma-Aldrich, Praha, Ceska Republika

Hydroxid sodny — Penta, Chrudim, Ceska Republika

Kyselina chlorovodikova 35% — Penta, Praha, Ceska Republika
Oktanol — Sigma-Aldrich, Praha, Ceska Republika

Voda destilovana — pfipravena systémem Milli-Q RG, Millipore, Bedford MA,
USA

30



4.1.2. Pristroje a software

Detektor PMT, FlAlab Instruments, Bellevue, USA

Extrakcni jednotka

FlAlab 3500 (s osmicestnym ventilem), FIAlab Instruments, Bellevue, USA
Fluorescenéni pratokova cela

Pistové Cerpadlo, FIAlab Instruments, Bellevue, USA

Software FlAlab pro Windows, verze 5.9.321, FlAlab Instruments, Bellevue,
USA

Sesticestny ventil, FIAlab Instruments, Bellevue, USA

4.2. Pracovni postup

4.2.1. Priprava roztokii

4.2.1.1. Zasobni roztoky

Zasobni roztok propofolu o koncentraci 800 ug/ml byl pfipraven navazenim
0,2 g propofolu a doplnénim 0,1M hydroxidem sodnym (NaOH) po znacku

250 ml odmérné banky.

0,1M roztok NaOH byl pfipraven navazenim 1 g NaOH a doplnénim

destilovanou vodou po znacku 250 ml odmérné banky.

1M roztok kyseliny chlorovodikové (HCI) byl pfipraven fedénim 8,6 ml 35% HCI

destilovanou vodou ve 100 ml odmérné bance.
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4.2.1.2. Kalibraé€ni roztoky

Ze zasobniho roztoku propofolu (800 ug/ml) byly pfipraveny kalibraéni roztoky
fedénim 0,1M roztokem hydroxidu sodného ve 25 ml odmérnych bankach.
Koncentrace kalibra¢nich roztokd byly 8 pg/ml, 16 ug/ml, 32 ug/ml, 48 ug/ml,
64 pg/ml, 80 pg/ml, 96 pg/ml, 128 pg/ml a 256 pg/ml (Tabulka 1).

Tabulka 1: Priprava kalibra¢nich roztokd

Koncentrace roztoku Objem zasobniho Objem 0,1M NaOH
(ug/ml) roztoku propofolu (ml) (ml)

8 0,25 24,75
16 0,50 24,50
32 1,00 24,00
48 1,50 23,50
64 2,00 23,00
80 2,50 22,50
96 3,00 22,00
128 4,00 21,00
256 8,00 17,00

4.2.2. Vybér extrakéniho rozpoustédia

Vybiralo se mezi péti organickymi latkami: amylacetatem, cyklohexanolem,
hexanem, hexanolem a oktanolem. Byly provedeny reakce ve zkumavkach, a to
tak, ze k pUl mililitru organického rozpoustédla byly vstfiknuty &tyfi mililitry
roztoku propofolu v NaOH o koncentraci 256 ug/ml. Nasledné byla jesté pfidana
kapka 35% kyseliny chlorovodikové a se zkumavkou bylo jemné zatfepano.
Vybér byl proveden na zakladé vizualniho porovnani intenzity zbarveni

organické vrstvy propofolem a oddéleni vodné a organické vrstvy.

32



4.2.3. Vybér disperzniho ¢€inidla

Disperzni Cinidlo bylo vytipovano podle informaci v ¢lanku Automated on-line
dispersive liquid — liquid microextraction based on sequential injection system
(Andruch et al.) [20]. Poté byla pro ovéfeni vhodnosti Cinidla provedena reakce
ve zkumavce nasledujicim zplUsobem: jeden mililitr extrakéniho cinidla byl
smichan s jednim a pual mililitrem disperzniho &inidla a nakonec byly pfidany
Ctyfi mililitry roztoku propofolu v NaOH o koncentraci 256 ug/ml a s obsahem

bylo jemné zatfepano.

4.2.4. Vybeér extrakéni jednotky

Bylo vybirano mezi plastovou mikrozkumavkou o objemu 1,5 ml (Obrazek 13)

a sklenénou odmérnou barikou o objemu 5 ml (Obrazek 14).

Obrazek 13: Mikrozkumavka [38] Obrazek 14: Odmérna banka [39]

4.2.5. Optimalizace SIA systému

Byl vytvofen program, ktery zajistoval nasati pfisludnych reagencii, jejich
promiseni, extrakci, oddéleni fazi, transport k fluorescenénimu detektoru

a zméreni intenzity fluorescence. Primarni filtr detektoru propoustél zareni
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o vinové délce 270 nm az 410 nm, sekundarni filtr nepropoustél zafeni o vinové
délce nizSi nez 265 nm. Kazdé méfeni bylo provedeno tfikrat a slepy roztok byl
proméfen rovnéz vzdy ftfikrat. VSechna méfeni byla provadéna v SIA systému
se dvéma ventily a pumpami. Prvni pumpa a osmicestny ventil byly soucasti
systému FlAlab 3500 a slouzily k aspiraci nosného proudu, vzorku a slepého
roztoku a jejich vypousténi do extrakéni jednotky. Druha pumpa a Sesticestny
ventil slouzily k aspiraci extrakéni smési, jeji vypusténi do extrakéni jednotky
apo extrakci ktransportu extraktu do detektoru. Schéma systému je
na Obrazku 15.

FlAlab 3500

Voda

Vzorek Slepy - Smes

roztok rozpoustédel

Extrakéni
jednotka

Obrazek 15: Schéma systému

PP, — prvni pistova pumpa 1, DV; — dvoucestny ventil, MC — misici civka, SV; —
selekeni ventil 1, P1-Pg — porty selekéniho ventilu 1, PP, — pistova pumpa 2,
DV, — dvoucestny ventil 2, SV, — selekéni ventil 2, P';-P's — porty selekéniho

ventilu 2, D — detektor, PC — pocitac
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4.2.5.1. Optimalizace zplUsobu miseni

Nejprve bylo zjiStovano, zda je vhodnéjSi misit vzorek s extrakéni smeési
Vv misici civce nebo pfimo v extrakéni jednotce. V pfipadé extrakcni jednotky
se rovnéz zkoumalo, jestli je vyhodnéjSi jednorazové pfidani extrakCni smeési
nebo stfidavé pfidavat extrakéni smés a vzorek stejné jako pfi miseni v misici
civce. Byl méfen roztok o koncentraci 16 upg/ml. Byly proméfeny ftfi rizné

zpusoby miseni:

* 1 — 1/8 z celkového objemu vzorku, 1/4 z celkového objemu extrakcni smési
aznovu 1/8 zcelkového objemu vzorku byly vtomto porfadi aspirovany
do misici civky a nasledné vypustény do extrakéni jednotky. Postup

se opakoval tfikrat.

* 2 — Miseni pfimo v extrak¢ni jednotce, pfiCemZ do extrakéni jednotky byla
vypusténa polovina z celkového objemu vzorku, poté extrakéni smés a nakonec
druha polovina objemu vzorku. HadiCka pfivadéjici roztoky do extrakEni
jednotky byla pfitom umistnéna na dné extrakCni jednotky, aby byl
pfi vypousténi extrakéni smési s hustotou niz8i nez voda zajistén jeji kontakt

s celym objemem vzorku.

* 3 — Miseni pfimo v extrak¢ni jednotce, pficemz do extrakCni jednotky byly
stfidavé vypoustény extrakéni smés a vzorek, a to celkem ¢tyfikrat. Umisténi

hadicky bylo stejné jako v pfedchozim pfipadé.

Vysledky shrnuje Tabulka 2 a Obrazek 16 v kapitole 5.4.1.

4.2.5.2. Optimalizace rychlosti pratoku detektorem

Po nalezeni optimalniho zpusobu miseni bylo zkoumano, pfi jaké rychlosti
prutoku detektorem je rozdil mezi intenzitou fluorescence vzorku a intenzitou
fluorescence slepého roztoku nejvétsi. Byl méfen roztok o koncentraci 8 pg/ml.
Vysledky shrnuje Tabulka 3 a Obrazek 17 v kapitole 5.4.2.
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4.2.5.3. Optimalizace objemu extrakéni smési

Byly testovany ftfi rGzné objemy extrakéni smési — 300 ul, 400 ul a 500 ul. Byl
mérfen roztok o koncentraci 32 ug/ml. Vysledky shrnuje Tabulka 4 a Obrazek 18
v kapitole 5.4.3.

4.2.5.4. Optimalizace objemu davkovaného do detektoru

Po nalezeni optimalniho objemu extrakéni smési byl testovan objem davkovany
do detektoru. Byl méfen roztok o koncentraci 32 pg/ml. Vysledky shrnuje
Tabulka 5 a Obrazek 19 v kapitole 5.4.4.

4.2.5.5. Studium moznosti zvyseni extrakéni u€innosti upravou
pH

Bylo zjistovano, jestli dochazi pfi snizeni pH pfidavkem kyseliny chlorovodikové
ke zvySeni extrakéni ucinnosti. Pfed vlastnim méfenim bylo reakci ve zkumavce
zkoumano, jaké mnozstvi kyseliny je tfeba k dosazeni pH o hodnoté 8. Byl
méren roztok o koncentraci 8 pg/ml. Vysledky shrnuje Tabulka 6 a Obrazek 20
v kapitole 5.4.5.

4.2.5.6. Optimalizace dalSich parametri a vysledny program

Vysledny program byl sestaven na zakladé pFedchozich experimentl
a optimalizace jesté dalSich parametrl specifickych pro pritokovy systém
(kapitola 5.4.6.).

4.2.5.7. Kalibracni zavislost

Po nalezeni optimalnich podminek byla proméfena kalibraéni zavislost. Nejprve

byl zméfen slepy roztok, poté vzorky o koncentracich 8 — 256 pg/ml. Vysledky
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shrnuji Tabulky 7 a 8 a Obrazky 21, 22 a 23 v kapitole 5.4.7. Byl spocitan limit
detekce (LOD) a limit kvantifikace (LOQ) podle vzorcu:

LOD = 3 * SD slepého roztoku + Primér hodnot slepého roztoku [40]
LOQ =10 * SD slepého roztoku + Primér hodnot slepého roztoku [40]

Ziskané hodnoty byly dosazeny do rovnice regrese kalibraéni pfimky.

4.2.5.8. Opakovatelnost

Na zavér byla ovéfena opakovatelnost méfeni, a to pro koncentraci 16 ug/ml

a 64 ug/ml. Vysledky shrnuje Tabulka 9 v kapitole 5.4.8.
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5. Vysledky

5.1. Vybér extrakéniho rozpoustédla

Za extrakéni rozpoustédlo byl zvolen amylacetat, protoze v jeho pfipadé
dochazelo k nejdokonalejSimu oddéleni vodné faze od organické. Hlavni
vyhodnou vlastnosti amylacetatu pro extrakci je jeho nizka rozpustnost ve vodé.
Vyhodou mulze byt i relativné niZSi toxicita ve srovnani s nékterymi jinymi

organickymi rozpoustédly s hustotou nizsi nez voda [20].

5.2. Vybeér disperzniho Cinidla

Po vytipovani ve zminéném ¢lanku [20] a provedeni testu ve zkumavce
s propofolem a amylacetatem byl za disperzni Cinidlo zvolen acetonitril. Pomér
amylacetatu ku acetonitrilu byl pro v8echna méfeni v SIA systému ponechan
na hodnoté 1:1,5.

5.3. Vybér extrakcni jednotky

Byla vybrana sklenéna odmérna barika o objemu 5 ml, protoze jeji uzké hrdlo
umoznovalo snadnéjSi odebirani extraktu k detekci a SirSi spodni cast
umoznovala pracovat s vétS§im objemem vzorku a dosahnout tak vys$Siho

zakoncentrovani nez v pfipadé pouziti mikrozkumavky s objemem 1,5 ml.
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5.4. Optimalizace SIA systému

5.4.1. Optimalizace zpusobu miseni

Cilem pokusu bylo zjistit, pfi jakém z uvedenych zplsobu miseni bude odezva

detektoru nejvétsi.

Tabulka 2: Optimalizace zpuisobu miseni

prso?

miseni

Mé&Feni SL vz SL vz SL VZ
1 63366 | 73533 | 130976 | 149 640 | 225 638 | 269 114
2 71980 | 72533 | 128 156 | 146 507 | 223 368 | 261 724
3 73186 | 74340 | 130130 | 147 857 | 225565 | 266 836

Pramér (FU) | 69511 | 73469 | 129 754 | 148 001 | 224 857 | 265 891

SD 5 355 905 1447 | 1571 | 1290 | 3784

RSD (%) 7,70 1,23 1,12 1,06 0,57 1,42

Rozdil 3958 18 247 41034

FUvz-FUsL
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Obrazek 16: Zavislost intenzity fluorescence na zplsobu miseni

Z Tabulky 2 a Obrazku 16 Ize usoudit, Ze nejlepsi je zplsob miseni typu 3,
tj. postupné miseni extrakéni smési a vzorku pfimo v extrakéni jednotce. Rozdil
mezi intenzitou fluorescence vzorku a intenzitou fluorescence slepého roztoku
je pravé vtomto pripadé nejvysSi. Tento zpusob miseni tak byl pouzivan
pfi dalSich méfenich.
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5.4.2. Optimalizace rychlosti prutoku detektorem

Byly proméfeny dveé rychlosti pritoku detekéni celou — 25 a 50 pl/s.

Tabulka 3: Optimalizace rychlosti pratoku detektorem

Rychlost
pratoku
detektorem 25 50
(plis)
Méreni SL \Y/4 SL VZ
1 245 337 253 627 202 892 211012
2 243 126 255 433 201 822 214 112
3 239 006 252 979 203 793 214 118
Prameér (FU) | 242 490 254 013 202 836 213 081
SD 3213 1272 987 1792
RSD (%) 1,33 0,50 0,49 0,84
Rozdil
FUvz-FUsL 11 523 10 245
300000
250000
> 200000 -
g
§ 150000 - H Slepy roztok
g H Vzorek
= 100000 - Rozdi
;“3 50000 -
£
0 .
25
Rychlost pritoku detektorem (pl/s)
Obrazek 17: Zavislost intenzity fluorescence na rychlosti pritoku

detektorem

41




Na Obrazku 17 je vidét, ze rozdil mezi intenzitou fluorescence vzorku

a intenzitou fluorescence slepého roztoku je v pfipadé obou rychlosti témér

stejny. V nasledujicich méfenich byla pouzivana

rychlost 25 pl/s kvl

podrobnéjSimu zméfeni signalu detektorem.

5.4.3. Optimalizace objemu extrakéni smési

Pfi optimalizaci objemu extrakéni smési byla snaha najit takovy objem, ktery by

umoznil co nejvysSi zakoncentrovani analytu ze vzorku a zaroverni umoznil

shadnou aspiraci z extrakéni jednotky pro naslednou detekci.

Tabulka 4: Optimalizace objemu extrakéni smési

Objem
extrakéni 200 300 400
smeési (ul)
Méreni SL VZ SL VZ SL VZ
1 141 268 | 176 342 | 145023 | 217 191 | 178 602 | 203 291
2 134990 | 185932 | 144 770 | 215129 | 173 040 | 202 975
3 — 189 738 | 144794 | 216 805 | 179817 | 203 103
Primeér (FU) | 138 129 | 184 004 | 144 862 | 216 375 | 177 153 | 203 123
SD 4439 6 903 140 1 096 3613 159
RSD (%) 3,21 3,75 0,10 0,51 2,04 0,08
FURV‘;_ZSSSL 45 875 71513 25 970
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Obrazek 18: Zavislost intenzity fluorescence na objemu extrakéni smési

Z Tabulky 4 a Obrazku 18 vyplyva, Ze optimalni objem extrakéni smési je
300 pl. Pfi pouziti 400 pl extrakéni smési je rozdil mezi intenzitou fluorescence
vzorku a intenzitou fluorescence slepého roztoku mensi. Pfi pouziti 200 pl
extrakéni smési bylo jiz znacné ztizeno odebirani potfebného mnozstvi kapaliny
z extrakéni jednotky k detekci, v pfipadé slepého roztoku se ani nepodafilo
pfi detekci zaznamenat treti signal, a tak je pfi tomto objemu snizena
opakovatelnost, a tim i pfesnost méfeni. B€hem nasledujicich méfeni bylo proto

pouzivano 300 pl extrakéni smesi.

5.4.4. Optimalizace objemu davkovaného do detektoru

Vzhledem k vysledkim pfedchoziho pokusu byl rozsah velikosti objemu
davkovanych do detektoru velmi omezen, protoZe =z extraktu bylo jesté
pred vlastni detekci odCerpavano 75 pl na promyti hadicky, jak je uvedeno
v kapitole 5.4.6. Proto byly testovany pouze dva objemy — 100 ul a 150 pl, vétsi
objem by téméf nebylo mozné z extraktu odebrat, menSi objem by zas nebyl

vyhodny pfi vlastni detekci.
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Tabulka 5: Optimalizace objemu davkovaného do detektoru

Objem
davkovany
do detektoru 100 150
({T1)]

Méreni SL VZ SL VZ
1 222 366 305 543 180 057 277 283
2 220 622 309 527 181 744 280 651
3 220 322 310784 187 826 281 021

Pramér (FU) | 221 103 308 618 183 209 279 652

SD 1104 2736 4 086 2 060
RSD (%) 0,50 0,89 2,23 0,74
Rozdil
EUvz-EUsL 87 515 96 443
350000
300000
—~ 250000
P
E 200000 -
§ B Slepy roztok
g 150000 + B Vzorek
k=]
% 100000 - = Rozdil
g 50000 -

0 .
100 150
Objem davkovany do detektoru (pl)

Obrazek 19: Zavislost intenzity fluorescence na objemu davkovaného

do detektoru
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Z Tabulky 5 a Obrazku 19 je patrné, Ze o néco vétsi rozdil mezi intenzitou
fluorescence vzorku a intenzitou fluorescence slepého roztoku je v pfipadé
150 ul davkovanych do detektoru. Takto velky objem se vSak jiz velmi tézko
odebiral a méfeni muselo byt nékolikrat opakovano, nez se podafilo odebrat
pouze horni fazi. Proto bylo v nasledujicich méfenich do detektoru davkovano
jen 100 pl.

5.4.5. Studium moznosti zvySeni extrakéni uUcéinnosti
upravou pH

Pfed méfenim v SIA systému byla provedena reakce ve zkumavce a bylo
zjisténo, ze ke 4200 pl vzorku je tfeba pridat 350 pl 1M kyseliny chlorovodikove,

aby doSlo ke snizeni pH na hodnotu 8.

Tabulka 6: Zavislost intenzity fluorescence na upravé pH

Uprava pH Bez kyseliny S kyselinou
Méreni SL VZ SL VZ
1 150 147 172 472 198 019 240 522
2 149 867 176 052 197 802 233 376
3 152 287 181 193 197 626 238 330

Pramér (FU) | 150767 | 176572 | 197816 | 237409

SD 1324 4 384 197 3661
RSD (%) 0,88 2,48 0,10 1,54
Rozdil
FUvz-EUsL 25 805 39 593

45



250000

200000

=)

=

o 150000 -

e

a H Slepy roztok
(%]

§ 100000 - m Vzorek
>

= Rozdil
=

£ 50000 -

3

£

Bez kyseliny S kyselinou

Uprava pH

Obrazek 20: Zavislost intenzity fluorescence na upravé pH

Z Tabulky 6 a Obrazku 20 vyplyva, Ze byla ovéfena moznost zvySeni extrakeni
ucinnosti snizenim pH. Po pfidavku 350 pl kyseliny byl rozdil mezi intenzitou
fluorescence vzorku a intenzitou fluorescence slepého roztoku vétsi
nez bez pfidavku  kyseliny. Pfesto nebyl pfidavek kyseliny zahrnut

do vysledného programu, protoze pfidavek kyseliny zhorsil symetrii pik.

5.4.6. Optimalizace dalSich parametrd a vysledny
program

Na zakladé predchozich experimentld byly ve vysledném programu nastaveny
tyto parametry: miseni extrakéni smési a vzorku az pfimo v extrakéni jednotce,
pricemz extrakéni smeés i vzorek byly stfidavé pfidavany po tfetinach, rychlost
pratoku detektorem 25 pl/s, objem extrakéni smési 300 pl, objem davkovany
do detektoru 100 pl.

Kromé toho byly v pribéhu méfeni optimalizovany nékteré dalSi parametry,

napfiklad pratokova rychlost extrakéni smési do extrakéni jednotky. Po sérii
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mérfeni rychlosti v rozsahu 50 — 200 pl/s byl uspokojivy signal ziskan pouze
pfi rychlosti 200 pl/s, v ostatnich pfipadech nebyly zméfeny v podstaté Zzadné
signaly, zfejmé kvuli nedostate¢né extrakci. Pritokova rychlost extrakéni smési
do extrakéni jednotky tak byla pro nasledujici méfeni ponechana na hodnoté
200 pl/s.

Dale byl nastaven krok, ktery zajiStoval promyti hadiCky aspirujici extrakt,
protoze bylo zjisténo, Ze bez tohoto kroku se zpocatku detekce témér vzdy
objevovaly bubliny, rovnéz byla ménéna délka pauzy po pfidani treti Casti
vzorku, jez méla za cil poskytnout dostateCny €as pro uplné promiseni
a nasledné rozdéleni jednotlivych fazi. Ke konci zas byla pauza nahrazena
krokem, kdy byl detektor pfed vlastni detekci promyt 200 ul extrakéni smési.
Tento krok ovSsem do vysledného programu zahrnut nebyl. Sice doslo

k odstranéni bublin, ale symetrie pik byla zhorSena.

Ovladaci program

Loop Start (#) 3

P2 Command (?) KOR
P2 Valve In Aspirace extrakCni smesi
P2 Flowrate (microliter/sec) 200
P2 Aspirate (microliter) 1000
P2 Delay Until Done

P2 Valve Out

P2 Delay Until Done

mv port 3

P2 Delay Until Done

P2 Dispense (microliter) 100
P2 Delay Until Done

Vypousténi prvni Casti
extrakéni smési do extrakCni
jednotky

SyringePump Command (?) KOR
SyringePump Valve In

SyringePump Flowrate (microliter/sec) 100
SyringePump Aspirate (microliter) 1000
SyringePump Delay Until Done

Aspirace nosného proudu
(destilované vody)
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SyringePump Valve Out

SyringePump Delay Until Done
Analyte New Sample Name Propofol
Multiposition Valve port 2
SyringePump Delay Until Done
SyringePump Aspirate (microliter) 1500
SyringePump Delay Until Done

Aspirace prvni ¢asti vzorku

Multiposition Valve port 7

SyringePump Delay Until Done
SyringePump Dispense (microliter) 1500
SyringePump Delay Until Done

Vypousténi prvni ¢asti
vzorku do extrakéni jednotky

mv port 3

P2 Delay Until Done

P2 Flowrate (microliter/sec) 200
P2 Dispense (microliter) 100
P2 Delay Until Done

Vypousténi druhé Casti
extrakéni smési do extrakéni
jednotky

Multiposition Valve port 2

SyringePump Delay Until Done
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 100
SyringePump Aspirate (microliter) 1500
SyringePump Delay Until Done

Aspirace druhé ¢asti vzorku

Multiposition Valve port 7

SyringePump Delay Until Done
SyringePump Dispense (microliter) 1500
SyringePump Delay Until Done

Vypousténi druhé Casti
vzorku do extrakéni jednotky

mv port 3

P2 Delay Until Done

P2 Flowrate (microliter/sec) 200
P2 Dispense (microliter) 100
P2 Delay Until Done

Vypousténi treti Casti
extrakéni smési do extrakéni
jednotky

Multiposition Valve port 2

SyringePump Delay Until Done
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 100
SyringePump Aspirate (microliter) 1500
SyringePump Delay Until Done

Aspirace treti ¢asti vzorku
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Multiposition Valve port 7

SyringePump Delay Until Done
SyringePump Dispense (microliter) 1500
SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 30

Vypousténi treti ¢asti vzorku
do extrakcni jednotky,
poté tficetisekundova pauza

mv port 2

P2 Delay Until Done

P2 Flowrate (microliter/sec) 25
P2 Aspirate (microliter) 75

P2 Delay Until Done

mv port 1

P2 Delay Until Done

P2 Dispense (microliter) 100
P2 Delay Until Done

Promyti hadicky aspirujici
extrakt

mv port 2

P2 Delay Until Done

P2 Flowrate (microliter/sec) 25
P2 Aspirate (microliter) 100
P2 Delay Until Done

Aspirace vrchni faze
z extrakeni jednotky

mv port 6

P2 Delay Until Done
PMT Start Scans
P2 Empty

P2 Delay Until Done
PMT Stop Scans

Méreni fluorescence

Multiposition Valve port 7

SyringePump Delay Until Done
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 100
SyringePump Aspirate (microliter) 4000
SyringePump Delay Until Done
Multiposition Valve port 1

SyringePump Delay Until Done
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 200
SyringePump Empty

SyringePump Delay Until Done
Multiposition Valve port 7

SyringePump Delay Until Done
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 100
SyringePump Aspirate (microliter) 1000
SyringePump Delay Until Done

Vyprazdnéni
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Multiposition Valve port 1
SyringePump Delay Until Done
SyringePump Empty
SyringePump Delay Until Done

Loop End

Pfi méfeni slepého roztoku byl program totozny, pouze pfikaz Multiposition

Valve port 2 byl nahrazen pfikazem Multiposition Valve port 3.

Kromé programu pro vlastni méfeni byly sestaveny dva promyvaci programy,
pfi kterych se nejdfive Cast pritokového systému promyla ethanolem, a poté

se cely systém promyl destilovanou vodou.

Program na promyti ¢asti pratokového systému ethanolem

Loop Start (#) 1

P2 Command (?) KOR

P2 Valve In
P2 Delay Until Done Promyti druhé pumpy
P2 Flowrate (microliter/sec) 100 ethanolem

P2 Aspirate (microliter) 4800
P2 Delay Until Done

P2 Valve Out

P2 Delay Until Done

mv port 2

P2 Delay Until Done
P2 Empty

P2 Delay Until Done
mv port 3

P2 Delay Until Done
P2 Aspirate (microliter) 5000 Promyti extrak¢ni jednotky
P2 Delay Until Done ethanolem

mv port 6

P2 Delay Until Done
P2 Empty

P2 Delay Until Done

Loop End
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Program na promyti pritokového systému destilovanou vodou

Loop Start (#) 1

P2 Command (?) KOR

P2 Valve In

P2 Delay Until Done

P2 Flowrate (microliter/sec) 100
P2 Aspirate (microliter) 4800
P2 Delay Until Done

P2 Valve Out

P2 Delay Until Done

Promyti druhé pumpy
destilovanou vodou

mv port 2

P2 Delay Until Done
P2 Empty

P2 Delay Until Done
mv port 3

P2 Delay Until Done
P2 Aspirate (microliter) 5000
P2 Delay Until Done
mv port 6

P2 Delay Until Done
P2 Empty

P2 Delay Until Done

Promyti extrakeni
jednotky destilovanou
vodou

SyringePump Command (?) KOR
SyringePump Valve In

SyringePump Delay Until Done
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 100
SyringePump Aspirate (microliter) 1000
SyringePump Delay Until Done
SyringePump Valve Out

SyringePump Delay Until Done
Multiposition Valve port 7

SyringePump Delay Until Done
SyringePump Empty

SyringePump Delay Until Done
SyringePump Aspirate (microliter) 1200
SyringePump Delay Until Done
Multiposition Valve port 1

SyringePump Delay Until Done
SyringePump Empty

SyringePump Delay Until Done

Loop End

Promyti prvni pumpy
destilovanou vodou
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5.4.7. Kalibracni zavislost

Kalibracni zavislost byla testovana v koncentranim rozmezi 8 az 256 ug/ml.

Nejprve byl proméfen slepy roztok (Tabulka 7).

Tabulka 7: Slepy roztok

Méreni FU
1 196 766
2 196 634
3 200 065

Prameér (FU) 197 822

SD 1944

RSD (%) 0,98

Tabulka 8: Kalibra¢ni zavislost

Koncentrace
propofolu 8 16 32 48
(ug/ml)
1 213 074 229 244 258 554 312 584
2 216 196 234 048 278 257 299 255
3 219 028 243 719 280 845 311 744

Pramér (FU) | 216 099 235670 272 552 307 861

SD 2 978 7373 12 191 7 465
RSD (%) 1,38 3,13 4,47 2,42
Rozdil

18 278 37 849 74 730 110 039

FUyz-FUs|
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Koncentrace

propofolu 64 96 128 256
(ng/ml)
1 336 368 353 463 394 303 488 896
2 333361 375905 419 249 492 001
3 329 984 383 095 412 439 513 217

Pramér (FU) | 333238 370 821 408 664 498 038

SD 3194 15 456 12 894 13 237
RSD (%) 0,96 4,17 3,16 2,66
Rozdil 135416 | 172999 | 210842 | 300216
FUyz-FUg_
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300000 - *
E 250000 -
S
g 200000 - ¢
g TS
S 150000 -
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T 100000 - ¢
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Obrazek 21: Kalibraéni zavislost

Z Obrazku 21 vyplyva, ze zavislost intenzity fluorescence neni linearni v celém
uvedeném rozsahu koncentraci, proto byl hledan takovy rozsah koncentraci,

ve kterém by zavislost linearni byla (Obrazek 22 a 23).
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Obrazek 22: Linearni Usek kalibrac¢ni zavislosti s ode¢tenim signalu

slepého roztoku
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Obrazek 23: Linearni usek kalibracni zavislosti bez odecteni signalu

slepého roztoku
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V rozmezi koncentraci 8 az 64 pg/ml jiz dochazi k linearnimu rlstu intenzity
fluorescence. Z kalibraCni kfivky bez odecteni signalu slepého roztoku byl
spocitan limit detekce (LOD = 0,83 pg/ml) a limit kvantifikace (LOQ =
7,25 pg/ml).

5.4.8. Opakovatelnost

Tabulka 9: Opakovatelnost méreni

Koncentrace
propofolu 16 64
(ng/ml)
1 229912 345 581
2 230913 337 204
3 229 890 341 373
4 233 058 337 707
5 233757 343 445
6 229 073 330 143
7 224 080 338 224
8 225 517 333083
9 223 396 344 582
10 228 276 334 422
Pramér (FU) 228 787 338 576
SD 3531 5142
RSD (%) 1,54 1,52

Hodnoty relativnich smérodatnych odchylek 1,54% pro koncentraci 16 ug/ml

a1,52% pro koncentraci 64ug/ml prokazaly dostate€nou opakovatelnost
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méfeni. Obrazek 24 zobrazuje zaznam méfeni opakovatelnosti pfi koncentraci
64 ug/ml.
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Obrazek 24: Zaznam méreni opakovatelnosti
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6. Souhrn

Nejprve byl proveden vizualni vybér extrakCniho rozpoustédla pomoci reakce
ve zkumavce. Na zakladé reakce ve zkumavce bylo vybrano i disperzni Cinidlo,
které bylo pfedem vytipovano v odborném ¢lanku [20]. Rovnéz bylo zjistovano,
z jaké extrakéni jednotky se bude po extrakci nejsnadnéji odebirat horni faze
k detekci.

V SIA systému byly poté postupné optimalizovany tyto parametry: zplasob
miseni, rychlost pritoku detektorem, objem extrakéni smési, objem davkovany
do detektoru. Nakonec byl studovan vliv sniZzeni pH pfidavkem Kkyseliny

chlorovodikové.

Kromé& uvedenych parametrd byly v prib&éhu méfeni upravovany i dalsi
podminky, napf. rychlost vypousténi extrakCni smési do extrakCni jednotky.
NejvétSim problémem byl €asty vyskyt bublin béhem zaznamu fluorescencniho
signalu, jenz mohl byt zplsoben nedokonalym nastavenim hadiCky aspirujici
vrchni fazi po extrakci, pfipadné kolisajici teplotou v mistnosti. Pro zamezeni
vzniku bublin byly nastavovany razné kroky bé&hem analyzy jako promyti
zminéné hadiCky malym objemem organické faze pfed vlastnim odebranim

k detekci ¢i promyti detektoru extrakéni smési pred detekci.
Vysledky optimalizace shrnuje Tabulka 10.

Po optimalizaci byla zméfena kalibracni zavislost, po nalezeni jeji linearni
oblasti byly vypocitany limity detekce a kvantifikace. Jako posledni byla

proméfena opakovatelnost pro koncentrace 16 a 64 ug/mil.

Mezi vyhody pouzité metody patfi snadnost provedeni, jednoduchost a cena
systému a nizka spotifeba organickych rozpoustédel. Navic je metoda pomérné

rychla.
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Tabulka 10: Vysledky optimalizace

Parametr Vysledek
Extrakéni rozpoustédlo Amylacetat
Disperzni Cinidlo Acetonitril

Pomeér extrakcniho rozpoustédla 115

a disperzniho cCinidla

Extrakéni jednotka

Odmérna barka o objemu 5 ml

ZpUsob miseni extrakéni smési

Strfidavé v extrakeni jednotce

a vzorku
Rychlost pritoku detektorem 25 pl/s
Objem extrakéni smési 300 pl
Objem davkovany do detektoru 100 pl
Snizeni pH Ne
Rychlost vypousténi extrakéni
. . 200 pl/s
smési do extrak¢ni jednotky
Promyti hadicky Ano
Promyti detektoru Ne




7. Zaver

Cilem moji diplomové prace bylo optimalizovat metodu stanoveni propofolu
s vyuzitim disperzni mikroextrakce z kapaliny do kapaliny automatizované
v systému sekvencni injekéni analyzy s fluorescencni detekci. Po nalezeni
optimalnich parametrii byla proméfena kalibracni kfivka. Linearni narUst
fluorescenéniho signalu byl zjistén vrozsahu koncentraci 8 — 64 ug/ml
s korela¢nim koeficientem 0,9945. Hodnota detekcniho limitu byla 0,83 pg/ml,
hodnota kvantifikacniho limitu byla 7,25 ug/ml. Na zavér byla ovéfena
opakovatelnost méfeni, relativni smérodatna odchylka Cinila 1,54% v pfipadé
koncentrace propofolu 16 pyg/ml a 1,52% pfi koncentraci 64 pug/ml. Doba jedné
analyzy byla 152 s pfi jednom nastfiku vzorku, hodnota prekoncentracniho
faktoru, vypoctena jako pomér objemud vodné faze a extrakéniho rozpoustédia,
byla 37,5.
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