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Abstrakt v ¢eském jazyce

Univerzita Karlova

Farmaceutickd fakulta v Hradci Kralové
Katedra analytické chemie
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Skolitel: PharmDr. Petr Chocholous Ph.D.

Nazev diplomové prace: Vyuziti sorbentil na bazi oxidu kiemicitého pro on-line

extrakci na tuhou fazi v pratokovych metodéch.

Tato prace je vénovana extrakcim latek (methylparaben, butylparaben, vitamin E,
vitamin D3, Sudan I, IT a IV, B-estradiol, estriol, estron) metodou on-line extrakce na
tuhou fazi svyuzitim sorbentu pro podporovanou kapalinovou extrakci
automatizovanou pomoci sekvenéni injekéni analyzy. Byly vybrany latky o rGznych
chemickych vlastnostech, pro néz byly optimalizovany parametry s cilem dosahnout co
nejvyssi vytéznost extrakce. Testovan byl objem vzorku naddvkovany do systému,
rychlost priitoku vzorku pti davkovani na kolonu, koncentrace extrahované latky, vliv
pH, druh rozpoustédla vzorku a délka Casového intervalu pro adsorpci vzorku. Za
optimalizovanych podminek byla u vybranych vzorki méfena opakovatelnost metody a

vytvoteny kalibra¢ni kiivky.



Abstrakt v anglickém jazyce

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Analytical Chemistry

Student: Bc. Hana Chréstkova

Supervisor: PharmDr. Petr Chocholous, Ph.D.

Title of diploma thesis: Use of silica sorbents for on-line solid phase extraction in

flow methods.

The diploma thesis is devoted to the extractions of substances such as
Methylparaben, Butylparaben, a-tocopherol, Cholecalcipherol, Sudan I, I and IV, B-
estradiol, Estriol, Estrone using on-line solid phase extraction with sorbent for
Supported Liquid Extraction automated by Sequential Injection Analysis method.
Substances of different chemical properties were selected, and extraction parameters
were optimized to achieve the highest possible extraction recovery. The following
parameters were tested: the volume of sample loaded in the column, sample loading
flow rate, analyte concentration, effects of pH and kind of solvent of sample, time
interval for sample adsorption. Under optimized conditions, the repeatability of the

method and calibration curves of selected analytes were measured.
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Seznam pouzitych zkratek

FIA

LLE

NaCl

SIA

SLE

SPE

Pritokova injek¢ni analyza, (Flow Injection Analysis)

Extrakce z kapaliny do kapaliny, (Liquid-liquid Extraction)
Chlorid sodny, (Natrium Chloride)

Sekvenc¢ni injek¢ni analyza, (Sequential Injection Analysis)
Podporovana kapalinovéa extrakce, (Supported Liquid Extraction)

Extrakce na tuhou fazi, (Solid-phase Extraction)



1. Uvod

Extrakce analytu ze smésného vzorku je jednim z preanalytickych postupti, ktery ma
vyznamny vliv na vysledek nasledné analyzy (piesnost, detek¢ni limity metody)
extrahované latky. Aktudlnim trendem je vyuziti extrakcnich postupi, které vyzaduji
pouziti co nejmensiho mnozstvi organickych rozpoustédel, jsou ¢asové nenarocné,
specifické, citlivé a je mozné je automatizovat, nebot’ stanovované analyty obsazené
v komplexnim vzorku jsou Casto pfitomny pouze v nizkych koncentracich. Z tohoto
davodu je vyhodné, dojde-li pfi extrakci rovnéz k zakoncentrovani analytu do mensiho

objemu.



2. Cil a zadani prace

Cilem této diplomové prace bylo testovani moznosti spojeni metod sekvencéni
injekéni analyzy a extrakce na tuhou fazi s vyuzitim sorbentu pro podporovanou
kapalinovou extrakci. Vyvijena metoda byla testovana pomoci extrakce pracovnich
roztokli latek o rtznych vlastnostech. Jedna polovina experimentdlni ¢asti byla
vénovana optimalizaci extrakénich podminek metody pro vybrané latky, druha polovina
experimentl byla zaméfena na proméfeni kalibracnich kiivek a zjisténi opakovatelnosti

zvolené extrak¢ni metody.



3. Teoreticka cast

3.1 Sekven¢ni injekéni analyza

Sekvencni injekéni analyza (SIA) je pritokova metoda vhodna k automatizaci
vétSich sérii vzorkid. SIA vyvojové navazuje na techniku pritokové injekeni analyzy

(FIA) a odstranuje neékteré jeji nedostatky (1).

Hlavnim rozdilem je pouziti dvousmérné pistové pumpy namisto peristaltické
pumpy. Po aspiraci ur¢itého objemu vzorku, nosné¢ho proudu a ¢inidla skrze vicecestny
selekéni ventil do misici civky dojde ke zméné sméru toku, diky ¢emuz dochazi k
mnohem lepSimu promiseni aspirovanych reagencii a tvorbé detekovatelného produktu.
Produkt je dale posouvan smérem k detektoru. Pti prichodu detektorem dochdzi

k zaznamenani signalu v podobé¢ piku (2).

Veskeré kroky se fidi pfedem piipravenym programem, ktery je fizen pocitatem.
Rovnéz pomoci pocitace jsou sbirana, ukladdna a vyhodnocovana naméfena data.
Vzhledem k ménitelnym parametrim (naptf. vySe aspirovaného objemu, rychlost
pratoku vzorku systémem) je tento systém velmi variabilni. Vysoké reprodukovatelnost
vysledki je dana pfesnou synchronizaci mezi pohybem pistu Cerpadla a prepinanim

poloh vicecestného selekéniho ventilu (1).
3.1.1 Schéma pristroje

Ptistroj SIA je tvofen jednokanalovou pistovou pumpou, fizenou krokovym
elektromotorem, Sesti, osmi nebo deseticestnym selekénim ventilem, detektorem
(nejcastéji spektrofotometrickym, ale podle zvolené reakce 1ze pouzit i elektrochemicky
¢1 fluorescencni), misici civkou a plastovymi hadickami, které tyto komponenty
propojuji. Déle je zapotfebi napojeni na pocita¢ s ovlddacim programem, ktery také

zpracovava a uklada vysledky méfeni.
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Obr. 1: Schéma pristroje SIA. Pistova pumpa aspiruje stanoveny objem vzorku a
reakcnich cinidel do misici civky, kde dojde ke tvorbé detekovatelného produktu.
Nasleduje obraceni pohybu pistu pumpy, prepnuti selekcniho ventilu a produkt je pustén
do mérici cely detektoru a poté do odpadu. Prevzato a upraveno ze zdroje (2).

3.1.2 Lab-on-valve usporadani

Koncept uspotradani lab-on-valve je miniaturizaci vySe predstavené metody.
Miniaturizace byla umoznéna zaclenénim kanalkli pro pfivod reagencii a vzorku,
detekeni cely a optickych vldken na plochu plastového transparentniho modulu. Opticka
vlakna vedouci z detekéni cely jsou napojena na zdroj svétla a na detektor. V zavislosti
na uspofadani optickych vldken a zvolené analytické reakci 1ze méftit bud’ absorbanci
nebo fluorescenci. S timto uspofadanim rovnéz souvisi pouZziti mensich objemii vzorku

a ¢inidel, a tudiz i sniZzeni objemu odpadu (2), (3).

11



3.2 Podporovana kapalinova extrakce

Podporovana kapalinova extrakce (Supported Liquid Extraction, SLE) byla vyvinuta
pii odstranovani nevyhod bézné€ pouzivané extrakce z kapaliny do kapaliny (Liquid-
liquid Extraction, LLE). Nevyhodou LLE je tvorba kapi¢ek emulze, které se vytvaii na
rozhrani dvou nemisitelnych kapalin pfi necitlivém zachéazeni s délici nalevkou ¢i jinou
nadobou, ve které extrakce probihd. Kapicky emulze obsahuji analyt, ktery je z této
formy velmi obtizné¢ oddélovan a pifi nasledném stanoveni tudiz dochazi ke
zjisténi faleSné nizsi koncentrace analytu. Ke ztratdm analytu dochazi téz pti netiplném
odbéru organické faze, kterd obsahuje jiz extrahovany analyt. Uvedené skute¢nosti ¢ini

z LLE pomérné tézko automatizovatelnou metodu (4), (5).

Proces SLE probiha v plastové koloné, kterd je ve spodni ¢asti naplnéna
kfemicCitanovym sorbentem ohrani¢enym fritami. Kolona je na spodnim konci
uzpisobena k odtékani vzorku do sbérné nadoby. Sorbent s latkami obsazenymi v
naneseném roztoku nijak nereaguje, jedna se pouze o inertni nosi¢ zajist'ujici vytvoreni
tenké vrstvy roztoku na povrchu. Céste¢ky sorbentu mnohonasobné zvétsuji uzitny
povrch, na kterém dochazi k vlastni extrakci. Vodny roztok vzorku obsahujici analyt je
nanesen na kolonu, kde béhem doby 5-10 minut (u nékterych aplikaci 1 o néco déle)
dojde k adsorpci celého objemu roztoku na sorbent. Pfed nanesenim roztoku na kolonu
je vhodné upravit jeho pH, aby analyt zGstal v neionizované formé a bylo mozné jej
extrahovat. Poté je na kolonu nanesen objem organického rozpoustédla a v prib&hu
prostupovani tohoto elu¢niho ¢inidla kolonou dochézi k prechodu analytu do organické
faze. Elucni Cinidlo neni sorbentem zadrzovano a nasledné odtéké z kolony do sbérné
nadoby, a to bud’ samostatné vlivem gravitace nebo za pouziti pulzu vakua pro vzorky

s veétsi viskozitou. Ostatni slozky vzorku zstavaji zachyceny na sorbentu v koloné (4),

(6), (7).
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Obr. 2: Schéma provedeni podporované kapalinové extrakce. (a) naneseni vzorku
na kolonu, (b) adsorpce celého objemu vzorku na sorbent, (c) pridani elucniho cinidla
a vymyvani analytu.

Pivodné pouzivanym sorbentem byla kiemelina — hornina tvofena zkamenélymi
schrankami jednobunéénych fas rozsivek a dalsimi anorganickymi pfimésmi. Vzhledem
ke skutecnosti, Ze se jednd o pfirodni materidl, je nasnadé€, Ze hornina z kazdého
nalezi$té¢ bude mit odliSné vlastnosti. Z tohoto ditvodu byla kifemelina v laboratotich
nekterych vyrobcet (napt. Phenomenex) nahrazena syntetickym sorbentem, ktery by mél

odstranit nevyhody spojené s pouzitim ptirodniho materidlu (8).

Kromé vyse uvedenych jednotlivych kolon existuji také 48mistné ¢i 96mistné
desticky o rtizném obsahu sorbentu, které Ize vyuzit pro Sirokou skdlu davkovanych

objemti. Rovnéz je dostupny samotny sorbent, pro vyrobu vlastniho extrakéniho
vybaveni. (6), (7).
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3.3 Chemické vlastnosti testovanych latek

Pro praktickou ¢ast této diplomové prace byly vybrany nasledujici latky, u kterych
byly zkouSeny rizné parametry extrakénich podminek s cilem optimalizovat tyto

podminky pro co nejvyssi miru extrakce.

Vybrany byly latky polarni a sefazeny zde jsou dle miry jejich lipofility vyjadiené
zlogaritmovanou hodnotou rozdélovaciho koeficientu (log P). Rozd¢€lovaci koeficient
vyjadiuje miru rozdilu v rozpustnosti dané slouc¢eniny ve dvou vzajemné nemisitelnych
fazich, naptiklad oktanol/voda. Cim vy33i je hodnota rozdélovaciho koeficientu, tim je
slou¢enina vice lipofilni a naopak, ¢im je hodnota rozd¢lovaciho koeficientu nizsi, tim

vice jsou hydrofilni (9).
Methylparaben

Systematicky nazev podle [IUPAC: Methyl-4-hydrdoxybenzoat
Skupenstvi: bily krystalicky prasek

Rozpustnost: ve vod¢, methanolu a ethanolu

logP 1,96

pKa 8,5

UVinax 296 nm

Strukturni vzorec:

o. .0

Obr. 3. Strukturni vzorec methylparabenu, dostupné z (10).
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Estriol

Systematicky nazev podle IUPAC: (8R,9S,13S,14S,16R,17R) -13-methyl-
6,7,8,9,11,12,14,15,16,17-decahydrocyclopentala]phenanthrene-3,16,17-triol
Skupenstvi: bily prasek

Rozpustnost: Spatné rozpustny ve vode, 1épe v organickych rozpoustédlech
logP 2,45

pKa 10,54

UVimax 280nm

Strukturni vzorec:

Obr. 4: Strukturni vzorec estriolu, dostupné z (10).

Estron

Systematicky nazev podle IUPAC: (8R,9S,1385,14S) -3-hydroxy-13-methyl-
7,8,9,11,12,14,15,16-octahydro-6H-cyclopenta[a]phenanthren-17-one

Skupenstvi: bily prasek

Rozpustnost: §patné rozpustny ve vodé€, mirn€ rozpustny v ethanolu, 1épe v ostatnich
organickych rozpoustédlech

logP 3,15

pKa 10,77 (11)

UViax 198nm
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Strukturni vzorec:

Obr. 5: Strukturni vzorec estronu, dostupné z (10).

Butylparaben

Systematicky nazev podle [IUPAC: Butyl-4-hydroxybenzoat
Skupenstvi: bily krystalicky prasek

Rozpustnost: malo rozpustny ve vod¢, dobie rozpustny v organickych

rozpoustédlech (12).
logP 3,57
pKa 8,47
UVmax 256nm

Strukturni vzorec:

Obr. 6: Strukturni vzorek butylparabenu, dostupné z (10).
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p-estradiol

Systematicky nazev podle IUPAC: (8R,9S,13S,14S,17S) -13-methyl-
6,7,8,9,11,12,14,15,16,17-decahydrocyclopentala]phenanthrene-3,17-diol

Skupenstvi: bily krystalicky prasek

Rozpustnost: Spatné rozpustny ve vodé, 1épe rozpustny v acetonu, ethanolu, dioxanu

logP 4,01

pKa 10,71 (11)

UV max. 225, 280nm

Strukturni vzorec:

Obr. 7: Strukturni vzorec [-estradiolu, dostupné z (10).

Sudan I

Systematicky nazev dle IUPAC: (1Z) -1-(phenylhydrazinylidene) naphthalen-2-one

Skupenstvi: Cervena pevna latka

Rozpustnost: nerozpustné ve vode, rozpustné v organickych rozpoustédlech
(ethanol, aceton)

Log P 4,24 (13)

pKa 11,65

UViax 418 nm, 476 nm (14)
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Strukturni vzorec:

0 “

\z

Obr. 8: Strukturni vzorec Sudan I, dostupné z (10).

Sudan II

Systematicky nazev dle IUPAC:

(1Z) -1-[(2,4-dimethylphenyl) hydrazinylidene] naphthalen-2-one

Skupenstvi: ¢ervend pevna latka

Rozpustnost: nerozpustné ve vod€, rozpustné v organickych rozpoustédlech
(ethanol, aceton, benzen)

Log P 5,16 (15)

pKa 11,65

UVmax 493 nm, 604 nm (16)

Strukturni vzorec:

Obr. 9: Strukturni vzorec Sudan II, dostupné z (10).
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Sudan IV

Systematicky nazev dle [IUPAC: (1Z) -1-[[2-methyl-4-[(2-methylphenyl) diazenyl]
phenyl] hydrazinylidene] naphthalen-2-one

Skupenstvi: Cervena pevna latka

Rozpustnost: nerozpustné ve vod€, rozpustné v organickych rozpoustédlech
(ethanol, aceton, benzen)

Log P 6,657 (17)

pKal1l,7

UVmax 357 nm, 520 nm (18)

Strukturni vzorec:

Obr. 10: Strukturni vzorec Sudan 1V, dostupné z (10).

Cholekalciferol

Systematicky nazev podle IUPAC: (1S,37) -3-[(2E) -2-[(1R,3aS,7aR) -7a-methyl-
I-[(2R) -6-methylheptan-2-yl] -2,3,3a,5,6,7-hexahydro-1H-inden-4-ylidene]
ethylidene] -4-methylidenecyclohexan-1-ol

Skupenstvi: svétly prasek

Rozpustnost: nerozpustny ve vode

logP 7,5

pKa 18,38 (19)

UVmax. 373

19



Strukturni vzorec:

Obr. 11: Strukturni vzorec cholekalciferolu, dostupné z (10).

a-tokoferol

Systematicky nazev podle IUPAC: (2R) -2,5,7,8-tetramethyl-2-[(4R,8R) -4,8,12-
trimethyltridecyl] -3,4-dihydrochromen-6-ol

Skupenstvi: zluta olejova kapalina

Rozpustnost: nerozpustny ve vode, méné rozpustny v ethanolu, 1épe v organickych
rozpoustédlech

logP 10,0

pKa 10,8

UV max. 292 nm (20)

Strukturni vzorec:

Obr. 12: Strukturni vzorec a-tokoferolu, dostupné z (10).

Vyse uvedené udaje o pouzitych latkach jsou dostupné z (22) — (31).
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4. Experimentalni ¢ast
4.1 Pouzité pristroje a pomiicky

e Pratokovy systém miniSIA-2 (GlobalFIA, USA) — dvé kontinualni pumpy
MilliGAT HiFlow s misicimi civkami — v praci vyuzita jedna (S2), hybridni
selekéni ventil pro pouziti v SIA a FIA moédu (VICI, USA), priutokova Z cela
detektoru (FIAlab, USA), detektor USB4000 (Ocean Optics, USA), zdroj UV-VIS
DH-2000 (Ocean Optics, USA), opticka vlakna pro UV-VIS s primérem 600 um
(FIAlab, USA), hadi¢ky o vnitinim priméru 0,5 a 0,75 mm, teflon (Idex, USA),
pocita¢ vybaveny software FloZF (GlobalFIA, USA).

e Kolona SLE se sorbentem Phenomenex Novum™ SLE o rozmérech 10x2,5 mm,
uzpiisobena pro zapojeni do pritokového systému

e Kolona SPE se sorbentem C18 o rozmérech 10x1,6 mm, uzptisobend pro zapojeni
do priatokového systému

e Analytické vahy Sartorius Analytic A200S

¢ Digitalni pH metr Hanna instruments pH 212

e Ultrazvukova lazent Sonorex Bandelin RK-100

e Automatické pipety 10—100 pl, 100—-1000 pl, 1-10 ml

¢ Odmérny vélec Simax, 100 ml

e Kadinky Simax, 100 ml

e Sklenéné uzaviratelné lahve Fisherbrand 100 a 250 ml

e Zkumavky Eppendorf 2 ml

e Centrifugacni zkumavky s uzavérem plastové 15 ml a 50 ml

21



4.2 Pouzité chemikalie

e Methylparaben (Sigma-Aldrich)

e Butylparaben (Sigma-Aldrich)

e Cholekalciferol >98 % (Sigma-Aldrich)

e a-tokoferol >96 % (Sigma-Aldrich)

e Estradiol >98 % (Sigma-Aldrich)

e Estriol 297 % (Sigma-Aldrich)

e Estron >99 % (Sigma-Aldrich)

e Sudan [>95 % (Sigma-Aldrich)

e Sudan IT 90 % (Sigma-Aldrich)

e Sudan IV >80 %, (Sigma-Aldrich)

e Chlorid sodny 99,9 % (Penta)

e Octan amonny > 98 % (Sigma-Aldrich)

e Kyselina octova > 99,7 % (Sigma-Aldrich)

e Kyselina chlorovodikova 37 % (Sigma-Aldrich)

e Kyselina mravenci >95 (Sigma-Aldrich)

e Hydroxid amonny 28-30 % (Sigma-Aldrich)

e Ethanol 95 % (Penta)

e Methanol Chromasolv gradient grade (Sigma-Aldrich)
e Acetonitril Chromasolv gradient grade (Sigma-Aldrich)

e Supercista voda (Millipore Merck)
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4.3 Pouzité zasobni roztoky

Methylparaben (1 mg/ml): navazka rozpusténa v methanolu do odmérné banky
0 objemu 25 ml.

Butylparaben (1 mg/ml): navazka rozpusténa v methanolu do odmérné banky o
objemu 25 ml.

Vitamin D3 — cholekalciferol (I mg/ml): navazka rozpusténa v methanolu do
vialky z tmavého skla o objemu 5 ml.

Vitamin E—a-tokoferol (2 mg/ml): navazka rozpusténa v methanolu do vialky o
objemu 1,5 ml.

B-estradiol (1 mg/ml): navazka rozpusténa v methanolu do objemu 2 ml.
Estriol (1 mg/ml): navdzka rozpusténa v methanolu do vialky o objemu 2 ml.
Estron (1 mg/ml): navazka rozpusténa v methanolu do vialky o objemu 2 ml.
Sudan I (1 mg/ml): navazka rozpusténa v methanolu do vialky o objemu 2 ml.
Sudan II (Img/ml): navazka rozpusténa v methanolu do vialky o objemu 2 ml.
Sudan IV (1 mg/ml): navazka rozpusténa v methanolu do vialky o objemu 2 ml.
Chlorid sodny (10 g/1) navazka byla rozpusténa ve 100ml ultracisté vody.
Methanol 1 %, 5 %, 20 % a 30 % roztok. Methanol byl nafedén na pozadované
koncentrace vodou.

Kyselina mravenci (1 %) byla nafedéna ultra ¢istou vodou do 100 ml.

Octan amonny (0,2M) byl nafedén ultra ¢istou vodou do 100 ml.

Hydroxid amonny (0,5M) byl natfedén ultra ¢istou vodou do 100 ml.

Kyselina chlorovodikova (pH 1) byla pfipravena nafedénim koncentrované

kyseliny vodou s pouZzitim pH metru.

Dale byly pfipraveny roztoky ethanolu, methanolu a acetonitrilu jakozto elucni a

nosnd Cinidla podle nize uvedené tabulky. Tyto roztoky byly pfipraveny do 100ml

sklenéné lahve se Sroubovacim vickem. Chemikalie 1 ultra ¢istd voda byly odméfovany

pomoci odmérného valce.

Tab. 1: Zasobni roztoky elu¢nich ¢inidel a nosnych roztoki

Eluéni ¢inidlo

100 % ethanol

100 % methanol

100 % acetonitril

Nosny roztok

10 % ethanol

10 % methanol

10 % acetonitril
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4.4 Pouzité pracovni roztoky a jejich priprava

Na nize uvedenych pracovnich roztocich byla provedena experimentalni metoda on-
line SLE extrakce. Pracovni roztoky methylparabenu a butylparabenu jsou zde v
tabulkach uvedeny spolecné, nebot’ pro experiment byly pfipraveny pracovni roztoky o
shodnych koncentracich. Tyto roztoky byly pfipraveny do plastovych zkumavek o
objemu 15 ml dle navodu v tabulce. Pro ptipravu koncentraci od 0,1 ug/ml nize byl

piipraven pracovni roztok o koncentraci 10 pg/ml z divodu vyssi pfesnosti pipetovani.

Tab. 2: Ptiprava pracovnich roztokli pro methylparaben a butylparaben

Priprava pracovnich roztoku methylparabenu a butylparabenu

pracovniho rostoku | (¢ 1 memb 10 % methanol
10 pg/ml 0,150 ml 14,85 ml
5 pg/ml 0,075 ml 14,925 ml
1 pg/ml 0,015 ml 14,985 ml
0,2 pg/ml 0,003 ml 14,997 ml

Priprava pracovnich roztoku methylparabenu a butylparabenu

Koncentrace Zas_obnl roztok 10 % methanol
(c=10 pg/ml)

0,1 pg/ml 0,15 ml 14,85 ml
0,05 pg/ml 0,075 ml 14,925 ml
0,025 pg/ml 0,0375 ml 14,963 ml

Pracovni roztoky cholekalciferolu byly pfipraveny pipetovanim ptislusSného objemu,

ktery je uveden v tabulce, zdsobniho roztoku do plastovych zkumavek o objemu 15ml

24



a doplnény 10 % methanolem. Pro ptipravu koncentraci od 1 ng/ml nize byl ptipraven

novy zasobni roztok o koncentraci 10 pg/ml z divodu vyssi presnosti pii pipetovani.

Tab. 3: Piiprava pracovnich roztokt cholekalciferolu.

Pracovni roztoky cholekalciferolu

Koncentrace Zasobni r. 10 % Koncentrace Zasobni r. 10 %
(1 mg/ml) | methanol (10pg/ml) methanol
10 pg/ml 0,150 ml 14,85 ml 1 pg/ml 1,5 ml 13,5 ml
2,5 ng/ml 0,0375ml | 14963 ml | 0,5 pg/ml 0,750 ml 14,25 ml
2 pg/ml 0,030 ml 14,97 ml 0,1 pg/ml 0,150 ml 14,85 ml

Pracovni roztoky a-tokoferolu byly ptipraveny do plastovych zkumavek o objemu 2

ml. Pro pfipravu koncentraci od 5 pg/ml nize byl pfipraven novy zdsobni roztok o

koncentraci 20 pg/ml z divodu vyssi piesnosti pii pipetovani.

Tab. 4: Ptiprava pracovnich roztokl a-tokoferolu.

Pracovni roztoky a-tokoferolu

Pozadovana koncentrace 20 pg/ml 10 pg/ml
Zasobni r. (2mg/ml) 0,020 ml 0,010 ml
10 % methanol do 2 ml 1,98 ml 1,99 ml
Pozadovana koncentrace 5 pg/ml I pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml
Zasobni r. (20 pg/ml) 0,500 ml | 0,100 ml 0,025 ml 0,0125 ml
10 % methanol do 2 ml 1,5 ml 1,9 ml 1,975 ml 1,9875 ml
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Pracovni roztoky B-estradiolu, estriolu a estronu byly pfipraveny do plastovych

zkumavek o objemu 2 ml dle nasledujici tabulky.

Tab. 5: Piiprava pracovnich roztokl estrogend.

Pracovni roztoky B-estradiolu, estriolu a estronu

Koncentrace Zasobni roztok (1 mg/ml) Redici roztok

0,400 ml 1,6 ml kys. mravenci

200 pg/ml 0,400 ml 1,6 ml octan amonny
0,400 ml 1,6 ml hydroxid amonny
0,200 ml 1,8 ml kys. mravenci

100 pg/ml 0,200 ml 1,8 ml octan amonny
0,200 ml 1,8 ml hydroxid amonny
0,100 ml 1,9 ml kys. mravenci

50 pg/ml 0,100 ml 1,9 ml octan amonny
0,100 ml 1,9 ml hydroxid amonny

Koncentrace estriolu

Zasobni roztok (1 mg/ml)

Klys. chlorovodikova

(pH 1)
100 pg/ml 0,200 ml 1,8 ml
50 pg/ml 0,100 ml 1,9 ml

Pracovni roztoky B-estradiolu v kyseliné mravenéi pro tvorbu kalibraéni krivky

Zasobni Lo Zasobni .
Koncentrace | Toztok 7o kys. | concentrace |  roztok 1% kys.
mraven¢i mravenci
(1 mg/ml) (1 mg/ml)
10 pg/ml 0,020 ml 1,98 ml 75 pg/ml 0,150 ml 1,85 ml
25 ng/ml 0,050 ml 19,5 ml 100 pg/ml 0,200 ml 1,8 ml
50 pg/ml 0,100 ml 1,9 ml 125 pg/ml 0,250 ml 1,75 ml
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4.5 Vybér rozpoustédla

Cilem prvnich méfeni byl vybér vhodné kombinace nosného proudu a elu¢niho
¢inidla. Pro tento ucel byly pfipraveny pracovni roztoky methylparabenu a
butylparabenu o koncentraci 10 pg/ml natedéné 10 % methanolem. Davkovany objem

vzorku byl 50 ul. Tyto pracovni roztoky byly nésledné extrahovany v nasledujicich

podminkach.

Tab. 6: Pracovni roztoky roztokl elu¢nich ¢inidel a nosnych proudt.

Nosny proud

10 % methanol

10 % ethanol

10 % acetonitril

Elu¢ni ¢inidlo

100 % methanol

100 % ethanol

100 % acetonitril
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4.6 Prubéh méreni

Vsechny latky uvedené na nasledujicich stranach byly extrahovany z pracovnich
roztokd. Extrakce probihala metodou SIA se zaclenénou SLE kolonou (viz Obr. 13)
vétSinou v rezimu straightflush, tzn. ddvkovani vzorku na kolonu i jeho nasledna eluce
probihaly ve stejném sméru. Nékteré experimenty byly proméfeny také v rezimu
backflush, kdy davkovani vzorku na kolonu probihalo jednim smérem a jeho nasledna
eluce probihala v opacném sméru (a dale do prutokové cely detektoru). Detekce byla
provadéna spektrofotometricky (UV-VIS). Rozsah snimanych vlnovych délek byl
stanoven na 256—630 nm. Vychozi extrakéni podminky jsou vzdy uvedeny v tabulce
pro kazdy jednotlivy experiment. Kombinace 10 % a 90 % methanolu byla vybrana za
zéklad€ vysledka predeslych méfeni na methylparabenu a butylparabenu jako vhodna.
Elu¢ni ¢inidlo bylo aplikovano v objemu 700 pl. V pfiloze prace je uveden program,

ktery byl pouzivan pro extrakce uvedenych latek.

odpad

selekéni ventil

odpad kolona

pumpa eluent vzorek

detektor

slepy
vZorek

b Odpad

nosny proud

\@ UV-VIS zdroj

Obr. 13: Schéma sestavy SIA a SLE.

V reakci na prvni provedeny experiment s kazdou latkou byly vychozi podminky
upravovany s cilem dosdhnout co nejvyssi efektivity extrakce dané latky. Rovnéz

pouzity program byl postupné dopliiovan a upravovan s cilem zvysit efektivitu extrakce.
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Extrakce probihaly v sérii po dvou ¢i tfech métenich. V experimentech, které se
zabyvaly opakovatelnosti metody, byly vybrané koncentrace proméfeny minimalné

Sestkrat po sob¢.

Praktickou cast této prace lze rozdélit na dvé skupiny experimentli. V prvni skupiné
byla zjiStovana efektivita extrakce pti promén¢ extrakénich parametra. Testovana byla
zmeéna rozpoustédla vzorku, ddvkované mnozstvi vzorku, rychlost nastfiku vzorku na
kolonu, ¢asovy interval vhodny pro adsorpci vzorku na sorbent kolony a ptidavek
chloridu sodného. Ve druhé¢ skupin€ jsou uvedeny experimenty, u kterych byly vybrany
nejvhodnéjsi extrakéni parametry a byly prométfeny kalibracni kiivky a zjistovéana

opakovatelnost metody.

4.6.1 Optimalizace parametri

Experiment 1: Vliv pfidavku chloridu sodného ke vzorku

Do pracovnich roztoki methylparabenu, butylparabenu a sudanu II bylo ptfidano
mnozstvi 1 % chloridu sodného z dlivodu zvyseni iontové sily roztoku a zvyseni afinity
analytu k sorbentu. V ptipad¢ parabenti byl NaCl pfidan v poméru 1:1 vzhledem
k mnoZstvi parabenu. K pracovnim roztokiim sudanu II bylo pfidano 500 pl NaCl.

Extrakéni podminky jsou uvedeny v tabulce.

Tab. 7: Extrak¢ni podminky methylparabenu a butylparabenu.

Methvlparaben, butylparaben — extrakéni podminky

Koncentrace | Kolona Objem Redici Eluce Smér Rydll.(mt
vzorku roztok nastriku
1 pg/ml 10 % 100 %

SLE 50 ul Straightflush | 10 ul/s

10 pg/ml methanol | ethanol

Sudan II extrakéni podminky
Objem | Redici
vzorku roztok

Koncentrace | Kolona Eluce Smér Rychlost

5 png/ml

10 % 90 % .
10 pg/ml SLE 250 ul methanol | methanol Straightflush | 10 pl/s
20 pg/ml
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Experiment 2: Vliv slozeni rozpoustédla pracovnich roztoku

Cilem nasledujicich experimenti bylo zjistit, jaky vliv na extrakci bude mit ptiprava
pracovniho roztoku v jiném nez 10 % methanolu. Pro tyto pokusy byly vybrany latky
sudan I a a-tokoferol. Extrakéni podminky jsou uvedeny nize. Pivodni pracovni roztoky

byly ptipraveny v 10 % methanolu.

Tab. 8:Extrak¢ni podminky sudanu I a a-tokoferolu.

Sudan I — extrak¢éni podminky

Koncentrace | Kolona Objem Redici Eluce Smér R,ydil.OSt
vzorku roztok nastriku
1%, 5 %, 90 %
5 ng/ml SLE | 250 ul | 10%, 20 %, thanol Straightflush | 10 pul/s
30%methanol | ¢ 0O

|
o — tokoferol — extrakéni podminky

Koncentrace | Kolona Objem Redici Eluce Smér Ryc}f!OSt
vzorku roztok nastiiku

5%, 30 % 90 % .
1 pg/ml SLE 250 pl methanol | methanol Straightflush | 10 ul/s

Experiment 3: Vliv rychlosti naneseni vzorku na kolonu

DalS§im vyznamnym parametrem pro efektivitu extrakce je rychlost davkovani
vzorku na kolonu. V plivodnim programu byla zadana rychlost 10 pl/s. Na pracovnich
roztocich cholekalciferolu a a-tokoferolu byl vyzkouSen vliv snizeni této rychlosti dle

nasledujicich parametrti.

Tab. 9: Extrak¢ni podminky cholekalciferolu a a-tokoferolu.

Cholekalciferol — extrakéni podminky

Koncentrace | Kolona Objem | Redici Eluce Smér R?’CIEI.OSt
vzorku | roztok nastriku

5ul/s

1 pg/ml 10 % 100 % )
10 pg/ml SLE 100 methanol | methanol Straightflush ? H };z
a-tokoferol — extrakéni podminky

Koncentrace | Kolona Objem | Redici Eluce Smér Rycl:l.ost
vzorku | roztok nastriku

10 % 90 % ) S5 ul/s

5 ng/ml SLE 250 ul methanol | methanol Straightflush 1 ulfs
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Experiment 4: Vliv ¢asovy interval pro adsorpci vzorku na kolonu

V predchozich experimentech nebyl v programu ponechdn zadny ¢asovy interval,
kdy byl zastaven tok pro lepsi adsorpci vzorku na sorbent kolony. Proto bylo dal§im
ménénym parametrem piidani piikazu ,,wait“ do extrakéniho programu ihned po
naneseni vzorku na kolonu. Cilem této série métfeni bylo nalezeni optimalniho ¢asového
intervalu, béhem kterého dojde k adsorpci, ale zadroven nebude zbytecné prodluzovana
doba trvani extrakce Testovany byly pracovni roztoky a-tokoferolu podle néasledujicich

podminek.

Dodrzeni daného ¢asového intervalu je doporucovano u vSech komeréné vyrabénych
kolon. Délka doporuceného intervalu je odvijena od mnozstvi naneseného vzorku a

mnozstvi sorbentu v kolon¢€. Velmi také zalezi na viskozité vzorku (21).

Tab. 10: Extrakéni podminky a-tokoferolu.

a-tokoferol — extrakéni podminky

Koncentrace | Kolona Objem Redici Eluce Smér R?’d}l.o“ C asovy
vzorku roztok nastfiku | interval
5 pg/ml 0 0
10 pg/ml | SLE | 250l mét% a/rolol mggl a/r‘;ol Straightflush | 10 ul/s | 60's
20 pg/ml
60 s,
10 % 90 % . 120 s,
20 pg/ml SLE 250 ul methanol | methanol Straightflush | 10 pl/s 180's,
240 s
60 s,
1 % kys. 90 % . 120 s,
20 pg/ml SLE 250 ul mravenéi | methanol Straightflush | 10 pl/s 180's,
240 s

Experiment 5: Vliv objemu vzorku davkovaného na kolonu

Velmi dileZitym parametrem, kterému byla vénovéana znacné ¢ast experimentd, je
optimalni objem vzorku ddvkovany na kolonu. Vzhledem k tomu, Ze ptivodni komer¢né
dostupnd kolona byla upravena, nebylo tak mozné pouzit predepsané objemy
doporucené vyrobcem. Experimentdlné¢ byly vyzkouSeny rtzné objemy na latkach
butylparaben, cholekalciferol a a-tokoferol. Extrakéni podminky pro jednotlivé latky

jsou uvedeny v tabulkach.
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Tab. 11: Extrakéni podminky butylparabenu a cholekalciferolu.

Butylparaben — extrakéni podminky

Koncentrace | Kolona Objem Redici Eluce Smér Rycl&!ost
vzorku roztok nastriku
50, 100,
spE | 20 10% | 90% | Straightflush
10 pg/ml SLE 328’ methanol | methanol Backflush 10 pl/s
300 pl
250, 10% | 90% | Straightflush
1 pg/ml SPE 500, methanol | methanol Backflush 10 pl/s
750 ul
100,
200, )
1 pg/ml SPE 300 10 % 90 % Straightflush, 10 ul/s
10 pg/ml SLE 40 0’ methanol | methanol | Backflush H
500 pl

Cholekalciferol — extrakéni podminky
Koncentrace | Kolona Objem Redici Eluce Smér Ryclz!ost
vzorku roztok nastriku
50, 100,
150, 200, 10 % 100 % :
10 pg/ml SLE 400, 800 | methanol | methanol Straightflush | 10 pl/s
ul
50, 100, o o
10 pg/ml SLE | 150, 200, 10% 90 % Straightflush | 10 pl/s
methanol | methanol
250 ul
50, 100, 10 % 90 % :
1 pg/ml SLE 200 1l | methanol | methanol Straightflush | 1 pl/s
Tab. 12: Extrakéni podminky a-tokoferolu.
ao-tokoferol — extrakéni podminky
Koncentra Kolona Objem | Redici Eluce Smér Rychlost | Cas
ce vzorku | roztok
50, 100, 10 % 90 % .
20 pg/ml SLE 150wl | methanol | methanol Straightflush 1 pl/s 120 s
50, 100,
150,y ogkys. | 90%
20 pg/ml SLE 200, 0 XYS. b ° | Straightflush | 10ul/s | 120
250, 500 mraven¢i | methanol
ul
250,
500, 1 % kys. 90 % .
5 pg/ml SLE 750, mravendi | methanol Straightflush 10 pl/s 0s
1000 pl
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4.6.2 Kalibrac¢ni kfivky a opakovatelnost

Po prozkouseni parametri uvedenych v ptredchozi podkapitole byla uskutecnéna
meéteni vzorkl s cilem sestavit kalibracni kiivky a stanovit opakovatelnost extrakéni
metody. Kalibra¢ni kiivky byly prométeny pro nasledujici latky: sudan I, sudan II,
sudan IV, vitamin E, B-estradiol, estriol a estron. Extrak¢ni podminky pro vSechny

uvedené latky jsou uvedeny v nésledujici tabulce.

Tab. 13: Extrak¢éni podminky pro tvorbu kalibrac¢nich kiivek.

Kolona Objem Ryclll.ost Ell{cnl Smér eluce Pripraveno
vzorku nastriku cinidlo v
90 % . 10 %
SLE 250 pul 10 ul/s methanol Straightflush methanol

Za téchto extrakénich podminek byly v prvnim pokusu proméfeny koncentrace
sudanu I, IT a IV a a-tokoferolu. Béhem méteni bylo zjisténo, Ze vyssi koncentrace
(10pg/ml, 20 pg/ml) a-tokoferolu protékaji systémem bez zadrzeni na koloné, proto

byly nasledné proméfeny nizsi koncentrace.

Tab. 14: Méfené koncentrace sudanu I, II, IV a a-tokoferolu.

Sudan L, I, IV a-tokoferol
0 0 0
Koncentrace 5 5 0,125
pg/ml 10 10 0,25
20 20 0,5
neméereno neméfeno 1

Vzhledem k vysledklim, ziskanych méfenim sudant z tabulky ¢.14 byly pro dalsi
experimenty pouZity roztoky jinych latek. V kyselém, neutralnim a bazickém prostredi
(namisto plivodné pouZzitého 10 % methanolu) byly pfipraveny pracovni roztoky B-
estradiolu, estriolu, estronu a a-tokoferolu podle nize uvedenych Tab. 15 a Tab. 16.

Ostatni extrakéni parametry zistaly zachovany.

Koncentrace pracovnich roztok estrogent niz8i nez 50 pg/ml byly pfili§ nizké, aby
jejich eluce byla zaznamenana detektorem. Naopak koncentrace vys$si nez 100 pg/ml
vykazovaly vznik srazenin. SraZeniny se nepodatilo rozpustit ani v ultrazvukové lazni,
procez nebyly tyto nejvyssi koncentrace zahrnuty do méteni, aby nedoslo k usazeni

srazenin uvnitf systému. Z tohoto diivody byly pro prométeni ptipraveny roztoky -
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estradiolu, estriolu a estronu o koncentracich 50 pg/ml a 100 pg/ml, jejichz eluci byl

detektor schopen zaznamenat a zaroven nedochéazelo ke srazeni vzorkd.

Tab. 15: Pracovni roztoky estrogenti pro tvorbu kalibracnich kiivek.

B-estradiol, estriol, estron
Koncentrace (ug/ml) 0 ‘ 50 ‘ 100
Redici roztok 1 % kyselina mravenci
Koncentrace (ug/ml) 0 \ 50 \ 100
Redici roztok 0,2M octan amonny
Koncentrace (ug/ml) 0 ‘ 50 ‘ 100
Redici roztok 0,5M hydroxid amonny

Tab. 16: Pracovni roztoky pro tvorbu kalibra¢nich kiivek.

a-tokoferol
Koncentrace (ng/ml) 0 \ 5 \ 10 \ 20
Redici roztok 1 % kyselina mravenci
Koncentrace (ng/ml) 0 \ 5 \ 10 \ 20
Redici roztok 0,2M octan amonny
Koncentrace (ng/ml) 0 \ 5 \ 10 \ 20
Redici roztok 0,5M hydroxid amonny

Na zékladé¢ vysledkt roztoku B-estradiolu v kyseliné mravenci byla pfipravena nova
fada pracovnich roztoku s vét§im rozsahem koncentraci pro tvorbu piesnéjsi kalibra¢ni
kiivky. Uvedené vzorky byly proméfeny na obou kolonach a v obou smérech eluce
vzorku z kolony. Do programu byl zatfazen promyvaci krok pfed vlastnim nastfikem,
ktery odebral ze vzorku objem 25 pl, ¢imz doslo k promyti hadi¢ky, poté byl pustén do
odpadu.

Tab. 17: Koncentrace B-estradiolu pro tvorbu kalibra¢ni kiivky.

Koncentrace -
estradiolu 0 10 25 50 75 100 125

(ng/ml)

Extrakéni podminky pro tvorbu kalibraéni kiivky B-estradiolu jsou uvedeny

v tabulce ¢.18.
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Tab. 18: Extrakéni podminky pro tvorbu kalibra¢ni kiivky B-estradiolu.

Kolona Objem Rycltloost Ell{cnl Smer eluce Pripraveno -Casovy
vzorku nastriku cinidlo \Y interval
90 % Straightflush 10 %
SLE 250 pl 10 pl/s methanol Backflush methanol 120
90 % . 10 %
SPE 250 pl 10 pl/s methanol Straightflush methanol 120 s

Opakovatelnost

Opakovatelnost zkoumané metody byla proméfena na latkdch [-estradiol a
butylparaben. Na butylparabenu byla zjistovana opakovatelnost metody pti pouziti SPE
sorbentu, na B-estradiolu byla zjistovana opakovatelnost pti pouziti SPE i SLE sorbentu.
Kazdy pracovni roztok butylparabenu byl zméten ve dvou sériich, pficemz kazda série
obsahovala tfi méfeni. Stejny zptsob sbéru dat byl pouZit i pro B-estradiol. Situace, kdy
se poCet méfeni v sérii lisil, jsou uvedeny v prislusné tabulce. Mira opakovatelnosti byla
urcena relativni smérodatnou odchylkou. Hranice pfijatelnosti byla stanovena na 10 %.

V tabulkach niZe jsou uvedeny extrakéni podminky.

Tab. 19: Extrakéni podminky pro zjisténi opakovatelnosti butylparabenu a B-
estradiolu.

Butylparaben 1 ng/ml — extrakéni podminky

Kolona Objem Rycl:l'ost Ell{cm Smér eluce Pripraveno
vzorku nastriku ¢inidlo A%
250, 500, 90 % Straightflush 10 %
SPE 1000 Hl 10 pl/s methanol Backflush methanol

B-estradiol (10 pg/ml, 50 ng/ml, 125 png/ml) v 1 % kyseliné mravenci

Kolona Objem Rycltl.ost F‘ll{cnl Smér eluce Pripraveno
vzorku nastriku Cinidlo \%
SLE 90 % Straightflush 10 %
SPE 250 pl 10 ulis methanol Backflush methanol

Roztoky B-estradiolu byly proméieny podle nésledujici tabulky. Od tfetiho méfeni
byl ptidan promyvaci krok o objemu 25 pl. Rovnéz zde byly proméfovany oba sméry

eluce vzorku z kolony.
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Tab. 20: Méteni opakovatelnosti u jednotlivych koncentraci B-estradiolu.

Méi‘eni Pocet méieni Smér Zpusob sbéru dat
10 pg/ml 50 pg/ml 125 pg/ml

1. 6x 6x 6x Straightflush | 2 série po 3 méfenich
2. - 9x - Straightflush 1 série 0 9 méfenich
3. - 6x - Straightflush 1 série 0 6 méienich
4. 6x 6x 6x Straightflush | 2 série po 3 métenich
5. 6x 6x 6x Backflush 2 série po 3 méfenich
6. - 6x - Straightflush Samostatné

7. - 6x - Straightflush | 2 série po 3 méienich
8. - 6x - Backflush Samostatné

9. - 6x - Backflush 2 série po 3 méfenich

Nasledné byly shodné roztoky extrahovany na koloné SPE ve sméru straightflush

vzdy ve dvou sériich po tiech métenich.

Tab. 21: Hodnoty opakovatelnosti pti pouziti SPE kolony.

Koncentrace 10 pg/ml 50 pg/ml 125 pg/ml

RSD 3,41 % 3,12 % 66,07 %

Lze konstatovat, ze opakovatelnost metody pro koncentraci 10 pg/ml byla mnohem
lepsi po pfidani promyvaciho kroku do systému. Naopak koncentrace 125 pg/ml
vykazovala pfili§ vysokou hodnotu relativni smérodatné odchylky, a to jak pfi pouziti
kolony pro SLE, tak i s pouZitim SPE. U koncentrace 50 pg/ml se ptidani promyvaciho
kroku projevilo pouze v rezimu straightflush, kdy byla data sbirana ve dvou sériich,
kazdda o tfech méfenich. Pfi pouziti reZimu backflush nedoslo ke zlepSeni
opakovatelnosti metody. OvSem pro tuto koncentraci se jevi vyhodnéjsi pouZiti kolony

SPE.
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5. Vysledky

Vybrané latky byly z pracovnich roztokid extrahovany diky spojeni podporované
kapalinové extrakce a sekvencni injek¢éni analyzy. Cilem prace bylo nalezeni
optimalnich podminek pro on-line extrakci téchto latek. V nésledujicich podkapitolach
je strucné shrnuto, jak se ménila absorbance v zavislosti na ménénych parametrech.
Absorbance ziskané méfenim pracovnich roztok byly porovnavany s absorbancemi
slepych vzorkti. U experimenti zjistujicich opakovatelnost je vysledek vyjadien

relativni smérodatnou odchylkou.
5.1 Optimalizace podminek

Experiment 1: Pfidavek chloridu sodného

Po prométeni pracovnich vzorkli methylparabenu a butylparabenu lze konstatovat,
ze se pridavek NaCl v namétenych hodnotach absorbanci neprojevil a ke zlepSeni

extrakce nedoslo.

Prométeny byly rovnéz roztoky obou parabenti o objemech 100 ul a 150 ul, ale
v pribéhu meéfeni s témito objemy doslo ke zvySeni tlaku v systému a k proteceni
objemu nosného proudu se vzorkem skrze pojistny tlakovy ventil. Proto byl do
programu piidan ptikaz ,,wait* v trvani 5 vtefin, béhem kterého doSlo k normalizaci

tlaku v systému.

Hodnoty absorbance ziskané métenim sudanu II byly porovnany s absorbancemi
vzorkll o shodnych koncentracich, avSak bez ptfidaného NaCl. Krom& koncentrace
20pg/ml nedoslo k vyraznéjSim zménam absorbance, naopak absorbance vzorkl

s pfidanym podilem NaCl vykazaly nizsi hodnotu absorbance.

Tab. 22: Absolutni hodnoty absorbance sudanu II.

Koncentrace (ug/ml) bez NaCl s NaCl
20 1,1166 1,2924

10 0,4780 0,4675

5 0,3122 0,3077
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Experiment 2: Pfiprava pracovnich roztoku v ruznvch koncentracich methanolu

Jak je patrné z Tab. 23, pracovni roztok pfipraveny v desetiprocentnim methanolu
poskytl v ptfipadé¢ sudanu I nejvyssi hodnotu absorbance. Proto byl zachovan pro

piipravu dalSich pracovnich roztokii prave desetiprocentni methanol.

Tab. 23: Absolutni hodnoty sudanu I pfipraveného v rtiznych koncentracich
methanolu.

Sudan I, 5 ng/ml
Redici roztok methanolu 1% 5% 10 % 20 % 30 %
Absorbance 0,3975 0,4052 0,8249 0,3371 0,2199

V nasledujici tabulce jsou uvedeny hodnoty absorbanci ziskané méfenim roztoku o
— tokoferolu o koncentraci 1 ug/ml. Na rozdil od experimentu se sudanem I, zde vykazal
vzorek, piipraveny v 10 % methanolu nejnizsi absorbanci. Nejvyssi hodnota absorbance

byla zaznamenéna u vzorku ptipraveného ve 30 % methanolu.

Tab. 24: Naméiené hodnoty absorbance a-tokoferolu v roztocich methanolu.

a — tokoferol, 1 pg/ml
Redici roztok methanolu 5% 10 % 30 %
Absorbance 0,1291 0,1207 0,1933

Experiment 3: SniZeni rychlosti naneseni vzorku na kolonu

Po vyhodnoceni namétenych hodnot absorbanci cholekalciferolu ziskanych méfenim
pii rychlostech 5 ul/s, 3 ul/s a 1 pl/s nebylo patrné Zadné zlepSeni extrakce v porovnani
s ptivodni rychlosti 10 pl/s. Z tohoto ditvodu byl program pro extrakci upraven tak, aby
elué¢ni ¢inidlo bylo davkovano postupné ve vice mensich objemech. Ani po této zméné

se ucinnost extrakce neprojevila jako efektivné;si.

Tab. 25: Namétené hodnoty absorbance cholekalciferolu.

Cholekalciferol
Rychl(;;tl/lgstrlku 1 pg/ml 10 pg/ml
1 0,1103 0,1106
3 0,1039 0,1031
5 0,1099 0,1072
10 0,1311 0,1181

38



Snizeni rychlosti néstfiku roztoku a-tokoferolu o koncentraci 5 pg/ml na kolonu
vedlo k mirnému zlepSeni extrakce pouze v pfipad€ rychlosti 5 ul/s. Nejméné efektivni
se projevilo snizeni azna 1 pl/s.

Tab. 26: Hodnoty absorbance a-tokoferolu.

a-tokoferol, 5 ng/ml
Rychlost Primér
(ul/s) Absorbance hodnot
10 0,1301 0,1099 0,1200
5 0,1660 0,2586 0,2123
1 0,0828 0,0736 0,0783

Experiment 4: Casovy interval pro adsorpci vzorku na kolonu

Hodnoty absorbance roztokt o-tokoferolu o koncentracich 5 pg/ml a 10 pg/ml
s Casovym intervalem 60 s neprokézaly zlepSeni extrakce v porovnani s méfenim bez

ptidaného Casu pro adsorpci. Efektivnéjsi se tento krok ukdzal pro koncentraci 20 pg/ml.

Vzhledem k tomuto zjisténi byla déle proméfovana koncentrace 20 pg/ml s riznymi
hodnotami ¢asového intervalu a rovnéZ byl prométen roztok pripraveny v 1 % kyseliné

mravenci. V nize uvedené tabulce jsou uvedeny ziskané hodnoty absorbance.

Tab. 27: Priméry hodnot absorbanci a-tokoferolu.

o-tokoferol, 20 ng/ml
Interval | PFipraveno v10% | Pfipraveno v 1%
(s) methanolu kys. mraven¢i
0 0,1995 1,1077
60 0,4681 1,1290
120 0,4908 1,1616
240 0,4056 0,8388

Jako vyhovujici pro dostateCnou adsorpci roztoku o-tokoferolu na koloné byl

oznacen interval 120 s. Byly zaznamenany vyssi hodnoty absorbance a ¢as potiebny pro

extrakci se timto krokem neprodlouzil nikterak vyznamné.
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Experiment 5: Optimalni objem naneseného vzorku

Ziskané hodnoty absorbance roztoku butylparabenu extrahovaného na kolon¢ SLE
neprokazaly jasnou korelaci se zvySujicim se mnozstvim davkovaného mnozstvi vzorku
na kolonu v zadné z vyzkouSenych moznosti, tedy vytéznost byla velmi nizka. Pouze
pti pouziti kolony SPE a roztoku butylparabenu o koncentraci 10 pg/ml v rozmezi
objema 100-500 pl v rezimu straightflush je mozno uvést, ze se zvySujicim se objemem

davkovaného vzorku rostla 1 absorbance.

Béhem prvnich méteni pracovniho roztoku cholekalciferolu bylo zjisténo, ze roztok
na koloné¢ nebyl zachycen a protéka systémem téméf bez retence. Proto byla u
koncentrace 1 pg/ml sniZzena rychlost davkovani vzorku na kolonu na 1 pl/s, ale ani

tento krok nevedl k lepsi retenci.

Pracovni roztok a-tokoferolu pfipraveny v 10 % methanolu neprokazal zvySeni
extrakce v zavislosti na zvySujicim se objemu davkovaného vzorku. Na druhou stranu
dané uspofadani extrakénich parametri se jevilo jako nejucinngj$i z hlediska
dosazenych hodnot absorbanci (Tab. 27, sloupec 1). Roztok pfipraveny v kyseling
mraven¢i méfeny s Casovym intervalem 120 s (sloupec 2) dosahoval velmi podobnych
hodnot absorbance v celém rozsahu zkouSenych objemil. AZ pfi zvySeni naneseného
objemu vzorku na kolonu a odebrani ¢asového intervalu (sloupec 3) bylo patrné zvySeni
hodnot absorbance, ale pouze pfi objemech 750 pl a 1000 pl. Z tabulky je také patrné,
ze objemy 250 pl a 500 pl vykazovaly po odebrani casového intervalu velmi podobné

hodnoty absorbanci jako méfeni pied upravou.

Tab. 28: Hodnoty absorbance ziskané meéfenim rdznych objemi roztokd o-
tokoferolu.

a-tokoferol, 20 ng/ml

Objem V10 % V 1 % kys. V 1 % kys.

vzorku r oy
(ul) methanolu mravenci, 120 s mravenci, 0 s
50 0,4669 0,1181 nemeéieno
100 0,4669 0,1674 Nemeéieno
150 0,4673 0,1345 Neméieno
200 neméfeno 0,1409 neméfeno
250 neméfeno 0,1407 0,1387
500 neméfeno 0,1348 0,2901
750 nemeéreno nemeéfeno 0,4188
1000 nemeieno nemeieno 0,5790
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5.2 Kalibra¢ni kfivky a opakovatelnost

Z namétfenych dat uvedenych v tabulce €. 29 je patrné, Ze u sudanu I a IV se
ptedpoklad nenaplnil a k linedrni odezvé v zavislosti na koncentraci nedoslo. Zatimco
hodnoty ziskané méfenim roztoku sudanu II vykézaly relativné linedrni odezvu.

Hodnoty ziskané méfenim a-tokoferolu rovnéz neprokazaly linedrni odezvu.

Tab. 29: Hodnoty absorbance sudanu I, II a IV, pro sestaveni kalibra¢ni kiivky.

Koncentrace| o 4./ 1 | SudanIl | SudanIV
pg/ml
0 02112 | 02177 02112
5 0.8249 | 03122 0.2049
10 14528 | 04781 0.2018
20 16166 11166 0.2688

Kalibra¢ni kiivky sudan I, II, IV

2 y = 0,0689x + 0,4239
2
1,8 ; R2 = 0,8395
S A e * y =0,0461x +0,1278
o L4 ® e R? = 0,9452
o 2 e
©
2 1} @ Sudan |
@] oot
é 08 " Sudan Il
06 | .
Sudan IV
04 !
0.2
0 y = 0,003x +0,1953
R2=0,6623
0 5 10 15 20 25

Koncentrace ug/ml

Obr. 14: Kalibracni kiivky Sudanu I, I a 1V.

Tab. 30: Hodnoty absorbance a-tokoferolu pro tvorbu kalibra¢ni kiivky.

a-tokoferol
Koncentrace .y . vy Primér
1. méreni | 2. méreni
ug/ml hodnot
0 0,1579 0,1287 0,1433
0,125 0,1244 0,1484 0,1364
0,25 0,1463 0,1422 0,1443
0,5 0,1352 0,2520 0,1936
1 0,0991 0,1423 0,1207
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Obr. 15: Kalibracni kiivka o-tokoferolu.

B-estradiol

Kalibra¢ni kfivky B-estradiolu v roztoku kyseliny mraven¢i a octanu amonného
vykazaly pomérné vysokou hodnotu spolehlivosti. Kfivka B-estradiolu v hydroxidu

amonném neni zaznamenana, nebot’ nedoslo k retenci vzorku na koloné a ani k vlastni

extrakci.

Tab. 31: Hodnoty absorbance B-estradiolu pro tvorbu kalibraéni kiivky.

B-estradiol
Koncentrace 1 % Kkyselina mravenci | 0,2M octan amonny
pg/ml
0 0,0353 0,0131
50 0,5915 0,6119
100 1,1252 1,0143

B-estradiol v kyselin¢ mravenci a octanu

amonném
1,2

, »
v 1 e y =0,0109x + 0,0391
£ 08 R? = 0,9999
206 g
2 A —o—kyseli &
204 L yselina mravenci
<02 ,/ ® octan amonny

0@

0 50 100 150 y =0,01x + 0,0459

R?2=0,9873
Koncentrace pg/ml

Obr. 16: Kalibracni krivky p-estradiolu v kyseliné mravenci a octanu amonném.
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Estriol

Estriol se nepodafilo extrahovat ani z jednoho pracovniho roztoku, nebot vzorek
nebyl zadrzovéan na koloné a protékal systémem pied piisobenim elu¢niho ¢inidla. Tento
vysledek rozporuje pivodni domnénku o extrakci neionizovanych latek. Rovnéz
ptiprava pracovniho roztoku estriolu o totoznych koncentracich (50 pg/ml a 100 pg/ml)

v kyseliné chlorovodikové o hodnoté pH 1 nepfinesla o¢ekavany efekt.
Estron

Kalibra¢ni kiivky estronu piipravené¢ho v kyseliné mravenc¢i a octanu amonném
prokéazaly vcelku vysoky koeficient spolehlivosti, ackoliv v porovnani s vyse
uvedenymi kalibra¢nimi kiivkami B-estradiolu se jedna o vysledek horsi. Ktivka estronu

neni uvedena, nebot’, stejné jako u vyse uvedenych latek, nedoslo k retenci na koloné.

Tab. 32: Hodnoty absorbance estronu pro tvorbu kalibra¢nich kiivek.

Koncentrace 1 % Kkys. mravenci 0,2M octan amonny
estronu
0 pg/ml 0,1313 0,0131
50 pg/ml 0,5419 0,4597
100 pg/ml 0,7927 0,7316

Estron v kyselin¢ mravenc¢i a octanu amonném

0,9
08 | ® y = 0,0066x + 0,158
07 ———F——F—F——— " R2 = 0,9809

§ 06 e

805 ’ """ @® kys.mravenci

2 04 1 AmAc

203 | e
02 | et
01 ) y =0,0072x + 0,0422

’ R2 = 0,9807
0
0 20 40 60 80 100 120

Koncentrace pg/ml

Obr. 17: Kalibracni kiivky estronu v kyseliné mravenci a octanu amonném.
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Nize jsou uvedeny kalibra¢ni kiivky a-tokoferolu v kyselém, neutralnim a bazickém

prostiedi. Podle o¢ekavani vykézala nejlepsi hodnotu linearity kombinace a-tokoferolu

a octanu amonného.

Tab. 33: Hodnoty absorbance a-tokoferolu pro vytvoteni kalibracnich ktivek.

Koncentrace Kyselina , Hydroxid
.. | Octan amonny ,
pg/ml mravenci amonny
20 0,0759 0,1768 0,1108
10 0,0856 0,1077 0,0755
5 0,0746 0,0643 0,0511
0 0,0336 0,0131 0,0522
a-tokoferol y =0,0018x + 0,052
R?=0,4292
0,2
y =0,0081x + 0,0198
0,15 R?=0,9907
3
-g 0,1 ® k. mravenci
2 | I L WRRRPIITELY
g PR Yoo . A
0105 .....
® hydroxid amonny
0 y =0,0032x + 0,0447
0 5 10 15 20 25 R?=0,9348

koncentrace pg/ml

Obr. 18: Kalibracni kiivky o-tokoferolu.

V nize uvedené tabulce jsou uvedeny hodnoty absorbance B-estradiolu ziskané

méfenim v obou smérech eluce (straightflush, backflush). Jak je patrné z grafu, rozdil

mezi obéma sméry eluce vzorku z kolony byl v tomto pfipadé minimalni.

Tab. 34: Hodnoty absorbance B-estradiolu v kyseliné¢ mravenci.

Koncentrace Straightflush | Backflush
pg/ml

0 0,1347 0,1407
10 0,1354 0,1434
25 0,1707 0,1633
50 0,2865 0,2374
75 0,5287 0,4465
100 0,5326 0,5491
125 0,6020 0,7808
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B-estradiol v 1 % kyselin¢ mravenci
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Obr. 19: Kalibracni krivky p-estradiolu v rezimu straightflush a backflush.

Poslednim experimentem pii proméfovani kalibracnich kiivek bylo porovnani
kalibra¢nich kiivek B-estradiolu ziskanych na koloné¢ SLE a SPE. Jak je vidno z niZe
uvedené Tab. 34, u kolony SPE doSlo u dvou nejvysSich koncentraci k vyraznému

poklesu absorbance.

Tab. 35: Hodnoty absorbance B-estradiolu ziskané métenim na SLE a SPE koloné.

Koncentrace SLE SPE
(ng/ml)
0 0,1347 0,0796
10 0,1355 0,2527
25 0,1707 0,3914
50 0,2865 0,5334
75 0,5288 0,5897
100 0,5327 0,3331
125 0,602 0,1129
Opakovatelnost

V nésledné tabulce zobrazujici zjiSténi opakovatelnosti metody na vzorku
butylparabenu extrahovaného na SPE je ve tietim a Sestém sloupci uvedena hodnota
relativni smérodatné odchylky. PoZadavkiim na opakovatelnost (RSD < 10 %)
vyhovoval v rezimu straightflush pouze objem 1000 pl, v rezimu backflush vyhovoval

pouze slepy vzorek a objem 250ul.
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Tab. 36: Hodnoty opakovatelnosti metody u vzorku butylparabenu.

Butylparaben
Objem (ul) Smér RSD Objem (ul) Smér RSD
0 (blank) Straightflush 16,77 % 0 (blank) | Backflush 8,54 %
250 Straightflush 19,27 % 250 Backflush 7,63 %
500 Straightflush 16,24 % 500 Backflush 14,51 %
1000 Straightflush 9,69 % 1000 Backflush | 30,28 %

Roztoky p-estradiolu byly vramci zjisténi opakovatelnosti proméieny podle

nasledujici tabulky. V zavorkdch za poctem meéfeni je uvedena relativni smérodatna

odchylka. Od ttettho méteni byl pfidan promyvaci krok o objemu 25 pl. Rovnéz zde

byly proméfovany oba sméry eluce vzorku z kolony (sloupec 5).

Tab. 37: Méfeni opakovatelnosti roztoku B-estradiolu na kolon¢ SLE.

Méieni Pocet méieni (RSD) Smér | Zpisob sbéru dat
10 pg/ml 50 ug/ml 125 pg/ml

6x o . - o

1. (11,15%) (23,04%) 6x (34,17%) | Straightflush | 2 série po 3 méfenich
9x . Jedna série 0 9

2 (13,34%) - Straightflush méFenich
6x . Jedna série 0 6

3 (13.20%) - Straightflush méFenich

4. 6x (3,31%) | 6x (8,16 %) | 6x (21,21 %) | Straightflush | 2 série po 3 métenich
6x .

0 0 4 X¥an]

5. 6x (1,45%) (13,48%) 6x (33,62 %) | Backflush 2 série po 3 méfenich
6x . "

6. (17.38%) - Straightflush Samostatné

7. 6x (7,03 %) - Straightflush | 2 série po 3 métenich
6x N

8. (10,11%) - Backflush Samostatné
6x L v

9. (21.71%) - Backflush 2 série po 3 méfenich

Nasledné byly totozné koncentrace roztokl extrahovany na koloné SPE ve sméru

straightflush, vzdy ve dvou sériich po tfech métenich.

Tab. 38: Hodnoty opakovatelnosti pro kolonu SPE.

Koncentrace

10 pg/ml

50 pg/ml

125 pg/ml

RSD

3,41

%

3,12 %

66,07 %

Lze konstatovat, Ze opakovatelnost metody za pouziti SLE kolony a pro koncentraci

10 pg/ml byla mnohem lepsi po pfidani promyvaciho kroku do systému. Naopak

koncentrace 125 pg/ml vykazovala pfili§ vysokou hodnotu relativni smérodatné

odchylky, a to jak pfi pouziti kolony pro SLE, tak i s pouzitim SPE a v obou smérech
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eluce vzorku. U koncentrace 50 pg/ml se ptidani promyvaciho kroku projevilo pouze
v rezimu straightflush, kdy byla data sbirdana ve dvou sériich, kazda o tfech méfenich.
Pti pouziti rezimu backflush nedoslo ke zlepSeni opakovatelnosti metody. OvSem pro

tuto koncentraci se jevi vyhodnéjsi pouziti kolony SPE.
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6. Diskuze celé prace

Podstatou experimentt byly zmény extrakénich podminek, za kterych byla testovana
on-line SLE extrakce vybranych latek a srovnavana s SPE. Moznosti on-line SLE byly
testovany pomoci vybranych analyti (méné polarni — parabeny, vitaminy rozpustné
v tucich, sudanové barviva a vice polarni — estrogeny). V nasledujicich fadcich jsou

struéné shrnuty a diskutovany poznatky k ziskanym vysledktm.

Vytéznost extrakce byla zkouSena na roztocich sudanu a a-tokoferolu. Vzorky se
li$ily koncentraci a druhem rozpoustédla. Roztoky sudanu I prokazaly nejvyssi miru
extrakce na koloné¢ SLE, pokud byly pfipraveny v 10 % methanolu, zatimco u a-
tokoferolu se nejlépe projevil 30 % methanol. Pfidané mnozstvi NaCl zvySujici

iontovou silu nemélo vliv na SLE extrakci parabent, ani na sudanu II.

Parametr rychlosti naneseni vzorku na SLE kolonu nemél na extrakci
cholekalciferolu vliv — testované nizs$i hodnoty neprojevily zadné zlepSeni extrakce.

Zatimco pti SLE a-tokoferolu doslo k mensimu zlepSeni pii rychlosti davkovani 5 pl/s.

Zavedeni ¢asového intervalu, kdy byl zastaven tok pii davkovani vzorku na kolonu
pro podporu adsorpce vzorku na kolonu bylo testovano na a-tokoferolu a jako optimalni

byl vybran interval 120 s.

Vhodny rozsah objemti vzorku davkovany na kolonu byl testovan u butylparabenu,
cholekalciferolu a a-tokoferolu. U prvnich dvou zminénych nedoSlo ani se zvySenim
objemu ke zvySeni absorbance (vytéznosti), pouze u a-tokoferolu Ize fici, Ze pokud byl
pfipraven v 1 % kyselin¢ mravenéi a byl odebran casovy interval 120 s, pak byla

absorbance vyznamné¢ vyssi u roztokd o objemech 750 ul a 1000 pl.

Pro latku B-estradiol extrahovanou na kolon¢ SLE byly vybrany jako vhodné
parametry pro sestaveni kalibracni kiivky nasledujici: ptiprava roztoku v 1 % kyseliné
mravenci, davkovany objem vzorku na kolonu 250 pl pti rychlosti 10 pl/s se zvolenym
casovym intervalem zastaveni toku pro adsorpci 120 s. Za téchto podminek bylo v obou

rezimech prométeno Sest koncentraci a slepy vzorek.

Opakovatelnost metody zjiStovana u latek (butylparaben a B-estradiol) pii pouziti

kolony SLE zna¢né kolisala.
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Obecné lze fici, Ze experimenty provadéné na koloné¢ SLE vyzadovaly peclivéjsi
vyvazeni extrakénich parametrtl, a ne vzdy byla nalezena jejich vhodné kombinace.
Zatimco extrakci vice lipofilnich latek (sudany) pfili$§ neovliviiovala kyselost ¢i bazicita
prostiedi, u polarngjsich latek se tento parametr jevil jako klicovy. Pti pouziti kolony
SPE ve vétSin€ experimentll nastavené podminky vedly k uspokojivym vysledkiim.

Také opakovatelnost metody byla pii pouziti kolony SPE vyssi.
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7. Zavér

V této praci byly na riznych latkach testovany a optimalizovany parametry s cilem
doséhnout co nejefektivnéjsi extrakce metodou SLE zaclenéné do SIA. Testovan byl
vhodny objem nadavkovaného vzorku, rychlost davkovani vzorku na kolonu, vyse
objemu, pfiprava vzorkl v rizné fedéném rozpoustédle a optimalni ¢asovy interval pro

adsorpci vzorku na kolonu.

V pribéhu méteni se nepodatilo dosdhnout vhodnych podminek pro SLE extrakci
pro vSechny uvedené latky. Nebyly uspésné pokusy zvyseni G¢innosti extrakce pomoci
pfidavku NaCl, ktery podporuje iontovou silu roztoku a zvySuje tim afinitu analytu k
sorbentu. Naopak jistou odezvu piinesly obmény dalSich parametri, avSak nebyly
dostate¢né prostudovany jejich vzajemné kombinace. Pouze latky B-estradiol bylo

dosazeno optimalni kombinace podminek vhodnych pro SLE extrakci.
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9. Priloha

Tab. 39: Optimalizovany program pouzivany pro SLE extrakei.

Meéreni vzorku

Ptepnuti ventilu do vzorku port 7
Nasati pumpou — promyvaci krok objem (25 uL), priitokova rychlost (10 pL/s)
Ptepnuti ventilu do odpadu port 1
Vypusténi objemu do odpadu objem (50 uL), priitokova rychlost (20 pL/s)
Piepnuti ventilu do vzorku port 7
Nabrani objemu vzorku objem (250 pL), pritokova rychlost (10 pL/s)
Piepnuti ventilu na kolonu port 10
USB4000UYV start acquire request period (0,1 s)
USB4000UV ziskani spektra N/A

Naneseni objemu vzorku na kolonu

objem (uL), pritokova rychlost (10 pL/s)

Casovy interval

cas (120 s)

Pump 2 dispense objem (400 pL), pritokova rychlost (10 pL/s)
Casovy mﬁ;ﬁgl pro vyrovnani das (45)
Ptepnuti ventilu do elu¢niho
ginidla port 2
Nasati objemu pumpou objem (600 pL), pritokova rychlost (20 pL/s)
Ptepnuti ventilu na kolonu port 10
Naneseni objemu elu¢niho ¢inidla | objem (1000 pL), pratokové rychlost (10 pL/s)
USB4000UV stop acquire N/A
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