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ABSTRAKT

PtedloZzena diplomova prace se zabyva vyvojem nizkonakladovych mikroextrakcnich technik
ajejich aplikaci pro precisténi a prekoncentraci biologickych vzorkl, konkrétné
experimentalnim studiem extrakci pies kapalnou membranu zakotvenou na pevném nosici
(SLM). Vyvinutd mikroextrakéni technika vyuziva jako extrakéni jednotky komeréné dostupné
filtracni desticky a umoznuje extrakci bazickych 1€¢iv z biologickych vzorkli moci a krve
(ve form¢ suchych krevnich tecek). Praktickd c¢ast se zabyva optimalizaci podminek
mikroextrakce bazickych 1é¢iv  zreadlnych vzorki pfes SLM vin-line spojeni
s laboratorni kapilarni elektroforézou. Zakladni optimalizace podminek mikroextrakce
zahrnovala vybér vhodné organické faze pro impregnaci membrany (smés ENB a DHE
v poméru 1:1), vhodnych otacek tfepacky pro agitaci vzorku béhem extrakce (1000 rpm)
a optimalni pomér objeml donoru a akceptoru pro nejvyssi miru zakoncentrovani analyt
(400:15 pl). Po zékladni optimalizaci byl dale zkouman vliv alkalizace donoru pomoci NaOH
na extrakéni vytéZznost (ER). U vSech pouzitych matric (fyziologicky roztok, nefedéné vzorky
lidské moci, lidska kapilarni krev eluovana ze suchych krevnich tecek deionizovanou vodou)
bylo nejvyssich hodnot ER dosazeno pii pouziti neutralniho donoru a okyselen¢ho akceptoru.
Doba extrakce (60 minut) byla optimalizovana na zdkladé ¢asového pribéhu mikroextrakce
po dobu 120 minut. Takto optimalizovana mikroextrakéni technika je vhodna pro stanoveni
bazickych 1é¢iv v redlnych matricich s dosazenim dostate¢né miry precisténi, prekoncentrace
i hodnot ER

ABSTRACT

This thesis focuses on low-cost microextraction techniques and their application for purification
and preconcentration of biological samples, specifically on the experimental study of supported
liquid membrane (SLM) extraction. The described microextraction technique uses
commercially available filtration plates as the extraction units and allows the extraction of basic
drugs from biological samples of urine and blood (in the form of dried blood spots). The
experimental part includes the optimization of microextraction conditions of basic drugs from
real samples through a SLM coupled in-line to lab-made capillary electrophoresis. The basic
optimization of microextraction conditions involved selecting the appropriate organic phase for
membrane impregnation (1:1 mixture of ENB and DHE), appropriate agitation speed for sample
convection during extraction (1000 rpm), and optimal ratio of donor to acceptor volumes for
high preconcentration of the analytes (400:15 pL). After basic optimization, the effect of donor
alkalization with NaOH on extraction recovery (ER) was investigated. For all matrices used
(saline solution, undiluted human urine samples, human capillary blood eluted from dry blood
spots with deionized water), the highest ER values were achieved using a neutral donor and an
acidic acceptor. The extraction time (60 minutes) was optimized based on the time profile of
the microextraction for 120 minutes. This optimized microextraction method is suitable for the
determination of basic drugs in real matrices with sufficient sample clean-up, preconcentration
and ER values.

KLICOVA SLOVA
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paralelni extrakce se syntetickou kapalnou membranou, bazicka 1é¢iva, komplexni biologické
vzorky, suché krevni tecky
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1 UVOD

Ptiprava vzorku ma vliv na vSechny nasledujici analytické kroky, a je kritickym krokem pro
jednoznacnou identifikaci, potvrzeni a kvantifikaci analytd. Zékladnim principem piipravy
vzorku je pievod realné matrice na vzorek kompatibilni s koncovou separacni ¢i jinou
analytickou metodou.

Mezi nejstarsi a nejjednodussi metody piipravy vzorku patii extrakce, pii které je analyt ze
vzorku separovan pomoci rozpoustédla tak, aby za optimalniho vytézku a selektivity proslo
k analyze spolu s analyty co nejmén¢ interferujicich latek z matrice. Mezi nejstarsi zptisoby
patii extrakce typu kapalina-kapalina, o néco nov¢&jsi potom extrakce na pevné fazi.
V poslednich dvou desetiletich je neustadle vynakladano usili na ptizptisobeni téchto metod
a vyvinuti novych pfistupt vedoucich k tispofe ¢asu a materialu. Jednim z téchto ptistupti jsou
mikroextrakce, které¢ byly zavedeny roku 1996 [1]. Roku 1986 [2] byla poprvé popsana extrakce
biologickych vzorki ptes kapalnou membranu zakotvenou na pevném nosici (SLM), ktera je
zaloZzena na pienosu analyti pfes tenkou membranu inertniho nosie, impregnovanou
rozpoustédlem nemisitelnym s vodou. Mikroextrakce pies SLM jsou finanéné nenaro¢né diky
spotiebé pouze malych mnozstvi rozpoustédla i vzorku, a umoznuji vysokou miru
prekoncentrace analytli diky vysokym pomérim objemu vzorku (donoru) ku akceptoru.

Cilem této diplomové prace byla optimalizace podminek mikroextrakce analyti z redlnych
vzorkl pies SLM. Jako modelové analyty byly zvoleny bazicka 1é¢iva, které byly extrahovany
Z vybranych redlnych matric (nefedéné vzorky lidské moci a lidska krev eluovand ze suchych
krevnich tecek deionizovanou vodou). Jako analytickd metoda pro stanoveni extrakcnich
vytéznosti analytti byla zvolena laboratorni soustava kapilarni elektroforézy v in-line spojeni
s mikroextrakci, kdy vysledny extrakt byl davkovan pfimo z rozhrani mezi SLM a akceptorem.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Mikroextrakce

Mikroextrakce je metoda pouzivana K upravé vzorka a kizolaci analyti z dané matrice.
V analytické chemii jsou dva diivody pro tpravu komplexnich vzorkt pted vlastni analyzou.
Eliminace slozek matrice vzorku, které by mohly déle interferovat s hledanymi analyty,
a prekoncentrace, ktera je nutnym krokem v piipadé, Ze je koncentrace analytti pod trovni
detekce pfistroje [3]. Idealni zpiisob upravy vzorku zahrnuje minimalni ztratu objemu vzorku
S CO nejvyssi vytéznosti analytt. Uprava komplexniho vzorku by méla byt jednoduchym,
rychlym a levnym zptuisobem odstranéni interferujicich latek ze vzorku [4]. Metoda by méla byt
kompatibilni s nejéastéji pouzivanymi koncovymi analytickymi metodami, jako jsou
chromatografické techniky [5], hmotnostni spektrometrie [6] ¢i kapilarni elektroforéza [7].

Tradi¢nimi pfistupy K této problematice jsou napiiklad extrakce typu kapalina-kapalina
(LLE), nebo extrakce na pevné fazi (SPE). Tyto metody jsou snadno provadéné v sériich, proto
se Casto vyuzivaji v klinickych aplikacich. Nevyhodou téchto metod je vSak nutnost dalsiho
ptistrojového vybaveni, velké objemy organickych rozpoustédel a biologickych vzorkt, a také
jsou finanéné a Casové naro¢né [3]. Vyvoj upravy vzorku pted analyzou proto smétuje
k miniaturizaci a zaroven K poskytnuti podstatné nizsich finanénich nakladii na analyzu. Tyto
predpoklady spliiuji mikroextrakéni techniky, které maji téZ nizsi spotfebu biologickych vzorkl
a diky nizsi spotfebé¢ organickych rozpoustédel maji i mensi dopad na zivotni prostiedi. Je snaha
0 pfimé (on-line) spojeni s koncovou analytickou technikou, coZ vede ke zjednoduseni celého
procesu a vyssi analytické u¢innosti [4]. Pfi vyvoji novych mikroextrak¢nich technik se hlavni
pozornost vénuje mikroextrakcim v kapalné fazi (SDME — mikroextrakce jednou kapkou,
DLLME - disperzni mikroextrakce typu kapalina-kapalina,) a napevné fazi (sorp¢ni
mikroextrakce), zvlastni roli maji téZ mikroextrakéni techniky zalozené na pfenosu analyti pies
membrany (HF-LPME — mikroextrakce pies duté vlakno, SLM — mikroextrakce ptes kapalnou
membrana zakotvenou na pevném nosi¢i, EME — elektromembranova extrakce a mikrodialyza)
[3, 8].

Mikroextrakeni techniky na bazi membran jsou zalozeny na pouziti polymernich membran,
které slouzi jako nosi¢ kapalné organické faze. Membrana je impregnovana extrakénim
¢inidlem, které je imobilizované v pérech membrany, pies kterou ndsledné probiha difuze
analytii do akceptoru [9]. Hojné vyuzivanou metodou spadajici pod membranové extrakce je
HF-LPME na bazi porézniho tubularniho polypropylenového vlakna [10, 11]. Dalsi technika
membranové extrakce je zaloZena na SLM, ktera vyuziva planarniho geometrického uspotradani
membrany, kterd slouzi jako pevny nosi¢ pro organickou fazi. PALME je nova alternativni
technika mikroextrakce, ktera vyuziva stejného principu jako SLM, ktery je podrobné popsan
v kapitole 2.1.1.

2.1.1 Kapalna membrana na pevném nosici (SLM)

SLM (supported liquid membrane) vyuzivda membrany z tenkého inertniho porézniho
polymerniho materialu (nejcastéji polypropylen (PP), polytetrafluoretylen (PTFE)), ktery je
impregnovan vhodnym rozpoustédlem nemisitelnym s vodou a je pouzit jako selektivni bariéra
mezi dvéma vodnymi roztoky. Tato bariéra je stabilni inertni nosi¢, a diky tomu nedochazi



k promichani obou vodnych fazi. Roztok donoru obsahujici sledované analyty ve vodné matrici
se umisti na jednu stranu SLM, zatimco roztok akceptoru je umistén na opac¢né stran¢ SLM
a je analyzovan po dokonCeni procesu extrakce. Spravny vybér slozeni kapalné membrany
zvySeni selektivity) a roztoku donoru a akceptoru (napfi. sloZeni, iontova sila a hodnota pH)
jsou nezbytné pro ucinny pienos analytl z roztoku donoru ptes SLM do roztoku akceptoru [3].

2.1.1.1 Princip extrakci pfes SLM

V difuzné tizenych extrakcich ptes SLM jsou analyty obvykle ve vodném roztoku donoru
neutralni, a pfechazeji organickou fazi SLM v neutralnim stavu. Princip SLM je zobrazen
na Obr. 1. Na opac¢né strané se z SLM analyty uvoliuji ve form¢ ionti do vodného roztoku
akceptoru o odlisnych hodnotach pH oproti donoru. Tento rozdil hodnot pH vytvaii tzv. pH
gradient, diky kterému dochazi k u¢innému pfechodu analytii z SLM a zamezi se jejich zpétné
extrakci [12, 13].

Hnaci silou hromadného pienosu pies membranu je gradient potencialu skrze rizné difuzni
vrstvy (vnéjsi vrstva a kapalna membrana), ktery je popsany Fickovym prvnim zakonem (1):
Ji=— i% 1)
b
kde J; je difuzni tok hromadného ptenosu rozpusténé latky, D; je difuzni koeficient latky i, C;
je koncentrace rozpusténé latky a x je smér difuze. Za ptedpokladu linedrniho koncentra¢niho
gradientu ziskavame integraci rovnice (1) nasledujici vyraz (2):
l

D
Ji= EACL' = k;AC; 2

kde § je tloustka difuzni vrstvy a k; je odpovidajici koeficient hromadného pienosu [14].

donor SLM  acceptor

@ h

Obr. 1: Schematické zndzornéni prenosu analytii pres SLM; za prenos analytii je zodpovédny pH
gradient. A — analyt; A*— analyt v iontové formé; M — slozka matrice; M™ — slozka matrice v iontové
formé [3].

Pro ptecisténi vzorku mtze byt pomér roztoku donoru a akceptoru 1:1 [15], nicméné pii
snizeni objemu akceptoru je mozné dosdhnout kromé precisténi vzorku téz jeho
zakoncentrovani [16]. Po extrakci pfes SLM muze byt roztok akceptoru ptimo davkovan



do analytického systému, jako je napf. kapalinova chromatografie [17] nebo kapilarni
elektroforéza [16].

2.1.1.2 Paralelni extrakce se syntetickou kapalnou membranou (PALME)

V nedavné dobé byl prezentovan novy piistup k poloautomatizaci SLM nazyvany paralelni
extrakce se syntetickou kapalnou membranou (PALME — parallel artificial liquid membrane
extraction), jejimz cilem je umoznit pribéh az 96 extrakci zaroven, ¢imZ je usnadnéna
manipulace se vzorky a snizena ¢asova i finanéni naroc¢nost analyz [18].

Metoda PALME je zalozena na systému skladajicim se z filtracni desky s 96 jamkami
(akceptorovou deskou) obsahujici porézni filtr na dné kazdé z jamek, ktery po impregnaci
organickym rozpoustédlem slouzi jako SLM pro mikroextrakci (viz Obr. 2). Pivodnim ucelem
96-jamkové filtra¢ni desky, bez impregnace membrany organickym rozpoustédlem, je vyuziti
pro bioassaye [19-22]. Filtra¢ni desky s 96 jamkami dodava napi. firma Merck spol. s r.o.
Desky jsou dostupné s filtry z riznych materiald (PVDF — polyvinylidendifluorid, PTFE —
polytetrafluoretylen) o rtizné velikosti port (0,22-1,2 um pro PVDF, 0,45 um pro PTFE)
artuznych vlastnostech (hydrofilni/ hydrofobni, odolné¢ vi¢i organickym rozpoustédlim,
piizptsobené ultrafiltraci apod.) [23].

Extrakce ptes SLM v PALME je podporovana pfiznivym pH gradientem, pficemz vodny
roztok akceptoru je pfimo kompatibilni napiiklad s LC-MS nebo kapilarni elektroforézou bez
nutnosti odpafovani a rekonstituce. Vzhledem ktomu, Zze objem vzorku (200400 pl),
organického rozpoustédla (3-5 pl/vzorek) a roztoku akceptoru (50-100 pl) jsou v pul méfitku,
PALME je povazovana za mikroextrakéni metodu [24].

®

 ,(iii 7 ®

X Supported liquid
/\ Lid membrane Acceptor

- (organic solvent) solution

(@ X

. 96-well

acceptor plate

LTOO000Y
Supported liquid / 2

membrane

donor plate

I// S 96-well Sample solution

Obr. 2: Paralelni extrakce se syntetickou kapalnou membrdanou. (4) Spodni édst je donorova desticka
(vzorek), prostredni cast tvori akceptorova deska (syntetickd kapalna membrana a roztok akceptoru)
a horni cast je viko, které zabranuje odparovani. (B) Schematické zobrazeni jedné extrakcni jednotky

[18].
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2.1.1.3 Aplikace extrakci pies SLM

Standardni extrakce pies SLM zahrnuji SLM na plochém nosi¢i (FSSLM — flat sheet supported
liquid membrane) a SLM imobilizovanou v membran¢ z dutych vlaken (HFSLM — hollow fibre
supported liquid membrane). Ploché uspofadani je vyhodné pro laboratorni Géely, méné vSak
pro potfeby pramyslu, protoze pomér plochy povrchu k objemu je piili§ nizky [14].

V primyslu ma S$iroké uplatnéni HFSLM. Vyuziva se zejména v hydrometalurgickych
procesech pro regeneraci kovovych iontd (napt. Zn, Cd) z odpadnich vod, kde je tfeba vysoka
selektivita a distribu¢ni koeficient [25]. Metoda se vyuziva také pro odstranéni iontd tézkych
kovili (zejména Cd, Hg a Cr) z odpadnich vod, kde je tfeba ucinného zpiisobu precisténi vzorku

[26].

Extrakce pies SLM téz slouzi, diky své schopnosti prekoncentrace analytd ve vzorku, jako
vhodna laboratorni metoda Upravy vzorkli pro analyzu 1éCiv, které se v redlnych vzorcich
vyskytuji ve velmi nizkych koncentracich. Léciva se stanovuji napt. ve vzorcich odpadnich
vod, kde se vyskytuji jako polutanty [27], nebo v biologickych vzorcich, které jsou piili§
komplexni pro samotnou analyzu bez tUpravy. Tyto vzorky zahrnuji matrice, jako je krevni
plazma [28], plna krev [29], mo¢ ¢i mateiské mléko [30].

Poloautomatizace extrakci pies SLM, PALME, se od svého zavedeni v roce 2013 [18]
pouziva predevsim pro extrakcei 1€Civ z biologickych vzork, a to zejména z krevni plazmy nebo
krve. Dalsi alternativou vyuziti PALME je odstranovani fosfolipidi z krevni plazmy,
kde mohou fosfolipidy pisobit jako pfi¢ina iontové suprese v LC-MS [31]. PALME bylo téz
pouzito jako metoda pro monitorovani terapeutickych 1é¢iv, a to konkrétné€ inhibitord zpétného
vychytavani serotoninu a serotonin-norepinefrinu v lidské plazmé&. V tomto piipad€ byla
uéinéna prvni automatizace metody pouzitim poloautomatizovaného pipetoru [24]. PALME
je vhodnou metodou pro ptecisténi vzorki polarnich bazickych [32] ikyselych [33] 1é¢iv
Vv krevni plazmé.

Vhodnost PALME jako metody pro extrakci vzorkli s komplexni matrici (napf. plna krev)
byla zkouména na vybranych psychoaktivnich latkach, a jevi se jako atraktivni napf. pro
forenzni toxikologii. Pfi analyze plné krve se mohou vyskytnout komplikace z dtivodu obsahu
krevnich bunék a bilkovin, které mohou zpusobit ucpani kolony [34]. PALME se déle vyuziva
pro extrakce benzodiazepini a experimentalnich benzodiazepinl ze zfedénych vzorkl plné
krve, které piedstavuji vyzvu vzhledem k extrémné nizkym hodnotam pKa [35]. PALME byla
téZ kombinovana se specidlni mikrovzorkovaci technikou — suchymi krevnimi teckami
s koncovou analyzou pomoci UHPLC-MS [36].

Jako koncovou analytickou metodu slouzici k analyze vysledného roztoku akceptoru
extrahovaného pres SLM lze pouzit kapalinovou chromatografii s hmotnostni spektrometrii,
¢ijejich modifikace (HPLC, UHPLC-MS, LC-MS/MS, apod.) [24,31-36]. S témito
analytickymi metodami jsou v§ak vzorky spojeny off-line. V této diplomové praci byl zkouman
potencial kapilarni elektroforézy jako koncové analytické metody téZ pro jeji schopnost in-line
spojeni s analyzovanymi vzorky.
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2.2 Realné vzorky

Aktualni biomedicinsky vyzkum sloucenin s nizkou molekularni hmotnosti se zaméfuje
pfedevS§im na analyzu farmaceuticky vyznamnych sloucenin, jako jsou biomarkery, toxické
latky, a predevsim léCiva v riznych biologickych matricich, napt. moc¢, krevni plazma, krevni
sérum ¢i plna krev [37].

Mo¢ obsahuje odpadni latky filtrované z krve ledvinami pro udrzeni homeostazy télnich
tekutin. Mo¢ se sklada zptebytecné vody, sacharidi, vysoké koncentrace mocoviny
z metabolismu aminokyselin, anorganickych soli (Cl, Na, K), kreatininu, amoniaku,
organickych kyselin, ve vod¢ rozpustnych toxina a pigmentovych produkti rozpadu
hemoglobinu [38]. Vyhodou mo¢i jako matrice je moznost analyzovat vzorek bez nutnosti
fedéni a moznost neinvazivniho odbéru vzorku, coz je atraktivni zejména pro rychlé analyzy
Vv klinickém prostiedi [39].

Krev, at’ jiz ve form¢ plné intravendzni krve ¢i suchych krevnich tecek, obsahuje vysoké
koncentrace proteind (~70 g/l), malé anorganické ionty (~300 mM), lipidy (~8 g/l) a také
zna¢né koncentrace dalSich biochemicky vyznamnych sloucenin jako je glukdza, mocovina,
aminokyseliny a mastné kyseliny. Vzhledem Kk problémum, jez mohou tyto komponenty
zpiisobovat (ucpavani kolon, sorpce na membranu pfi mikroextrakci apod.) je tieba pfi analyze
jakékoli formy krve postupovat peclivé a vybrat vhodnou metodu Gpravy vzorku pro eliminaci
vlivu takto komplexni matrice [3]. Pro simulaci prostiedi realné matrice slouzi fyziologicky
roztok (roztok 150mM NaCl v deionizované vodé, coz odpovida stfedni hodnoté obsahu soli
v krvi i v moci, kde se bézné€ vyskytuje v koncentraénim rozmezi 50-250 mM) [40].

2.2.1 Suché krevni tecky (DBS)

Bé&zné slouzi pro terapeutické monitorovani 1é¢iv vzorky plné krve, krevniho séra ¢i plazmy
Z pfimo odebrané zilni krve. Alternativnim zptsobem vzorkovani plné krve jsou suché krevni
tecky (DBS — dried blood spots), kde zplisob vzorkovani a uchovani vzorku pfinasi oproti
intraven6znimu odbéru krve zna¢né vyhody [41].

2.2.1.1 Vyhody DBS

Odbér krve pro DBS je méné invazivni nez odbér intravenozni krve (pro odbér DBS je tieba
pouze vpich do paty ¢i Spicky prstu automatickou lancetou, zatimco pro odbér intraven6zni
krve je nutné zavést sterilni injek¢ni jehlu do zily). Pro jeden vzorek DBS je téz tieba mnohem
niz$i objem krve (fadové v ul) ve srovnani s odbérem intravendzné (fadove v ml). Jednoduchost
procesu odbéru krve navic zajist'uje, Ze pacienti budou schopni odebrat vzorek krve sami,
anasledné ho odeslat do laboratofe béznou postou. Vzhledem ke stabilit¢ vzorku je snizeno
riziko ptenosu infekce HIV/AIDS, hepatitidy a dalSich infekénich patogent. DBS nekladou
vysoké naroky na uchovéani, zatimco vzorky intravendzni krve je tieba uchovavat
ve zkumavkach s obsahem antikoagulanti ¢i dalSich aditiv v chladicich boxech [41, 42].

2.2.1.2 Postup odbéru krve

Vpich pro odbér vzorku krve je ucinén pomoci jednorazového lancetového piistroje (viz
Obr. 3). Pro bézné pouziti je hloubka vpichu lancety vétsinou 2 mm. Pted tim, nez dojde
k vpichu, je vhodné misto prohtat a vydesinfikovat. Prohtati kiize prstu pied vpichem usnadni
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odbér, protoze zvysSuje rychlost proudéni krve do prstu a je tak umoznéno provést vice odbéru,
neZz dojde k zastaveni toku krve z mista vpichu. Béhem prohfivani kiZe prstu nedochézi
k vyraznym zménam v ramci klinickych parametrti — prohtati prstu nema vliv na mnozstvi 1é¢iv
Vv nasledné odebrané krvi [43]. Po desinfekci se kiize necha volné oschnout, aby se zabranilo
hemolyze zpisobené smési vody s alkoholem [44]. Prvni kapka krve obsahuje vice tkanové
tekutiny a je setfena sterilni gazou. Prili§ silné mackani rany a snaha o vytlaceni kapky krve
mohou zpiisobit hemolyzu a uméle zvysit mnozstvi ptritomnych tkanovych tekutin ve vzorku
DBS [43, 45].

Po provedeni vpichu a setfeni prvni kapky krve je aplikovdno urcité mnozstvi krve
na vyznacené misto na vzorkovaci karti¢ce (natisknuty prerusovany kruh). Volné vytekla kapka
krve ma objem typicky do 50 pl. Po usuSeni na vzduchu je DBS ziskana vyfiznutim vzorku
krve na papiru zafizenim k tomu uréenym (specialni razidla, korkovrt, apod.). V ptipadé, Ze je
takto vyfiznuta jen ¢ast vzorku krve, odebird se vzorek ze spodni strany vzorkovaci karti¢ky,
aby nedoslo k vyfiznuti ¢asti nenasycené krvi. Typicky objem Krve v takto vytiznuté DBS je asi
10 pl [46]. Druhou moznosti ptipravy DBS vzorku je volné tekouci krev nejprve odebrat
do zkumavky (s moznym pridavkem antikoagulantu), a nasledné aplikovat piesné dany objem
krve na vzorkovaci karticku pomoci pipety. Na Obr. 3-F je DBS vytvotena vyfiznutim celého
vzorku krve ze vzorkovaci karticky. Po vyfiznuti DBS je vzorek pfipraveny k nasledné analyze
[47].

Obr. 3: Zdkladni metodika pripravy DBS. (A) Vzorkovaci karticka z filtracniho papiru. (B) Na Spicce
prstu, pate, ¢i jiném odbérovém misté je proveden vpich bezpecnostni lancetou. (C) Kapka kapilarni
krve se prevede primo na vzorkovaci karticku; nebo (D) se kapilarni krev nejdriv prevede do vialky,
a ndsledné (E) se presné dany objem krve pipetuje na vzorkovaci karticku. (F) PO UsuSeni na vzduchu
se ze vzorkovaci karticky DBS vyrizne a je daile analyzovdna [47].

V ptipad¢ vyfiznuti jen ¢asti vzorku krve jako DBS je nutné brat v potaz vliv hematokritu.
Hematokrit udava objemovy pomér erytrocytd a plazmy v krvi, a mize mit piimy vliv
na presnost stanoveni analytti ve vzorku. Rzné hodnoty hematokritu totiz zpisobuji rtizné

13



Sifeni krve po papiru vzorkovaci karticky [48]. Komplikaci zptsobuje téz fakt, ze rizna 1é¢iva
mayji razny distribu¢ni faktor pro krev/plazmu, a proto budou mit hodnoty hematokritu na rizna
1é¢iva rozdilné Gcinky [49]. V soucasné dobé existuje nékolik pfistupt, jak eliminovat vliv
hematokritu na analyzu 1é¢iv; jednim z nich je vyfiznuti celého vzorku krve ze vzorkovaci
karticky jako DBS (o pfedem definovaném objemu krve), a ne jen jeho casti [50].

2.2.1.3 Aplikace DBS

DBS jsou pro sviij jednoduchy a malo invazivni zptisob odbéru ¢asto vyuzivany pro screening
novorozencu na pritomnost riznych dédi¢nych metabolickych poruch [51]. Pocatek vyuziti
DBS se datuje do roku 1963 [52], kdy byly poprvé DBS pouzity jako matrice pro screening
fenylketonurie u novorozenci. Dale byly DBS pouzity pro screening hemoglobinopatie
(mutace gentll v fetézci hemoglobinu) a screening karbohydrat deficitniho transferinu (CDT),
ktery souvisi s chronickym pozivanim alkoholu [53].

DBS se v soucasnosti pouZzivaji 1 pro monitoring konzumace alkoholu pomoci méfeni
markeri etanolu [54], a lze je vyuZzit i pro screening prenatalni expozice alkoholu
u novorozenci [55]. Vyuziti DBS je i v oblasti terapeutického monitorovani 1é¢iv,
toxikokinetice, farmakokinetice [42], klinickych studiich vyvoje 1é¢iv, pediatrickych studiich
[56] a v neposledni fadé i pti studiich dopingu a genotypovani nebo testovani DNA a RNA
[57]. Pro forenzni i klinické Gicely byla téz vyuzita pro koncovou analyzu 1é¢iv z DBS kapilarni
elektroforéza, konkrétné pro stanoveni kyseliny gama-hydroxymaselné, ktera slouzi jako silny
inhibitor centralniho nervového systému (CNS) [58].

2.3 Vlastnosti modelovych analyti

Pti ptipravé vzorku je dlleZita charakteristika jeho pocateniho fyzikalné-chemického stavu,
ze které vychazime pii volbé dalsich krokt [59]. Mezi dilezité informace pti analyze 1é¢iv patii
hodnoty Log Kow (rozdélovaci koeficient pro systém n-oktanol/voda) a pKa (zaporny dekadicky
logaritmus disocia¢ni konstanty kyseliny), které nam mohou poskytnout informace o tom,
za jakych podminek se budou analyty spiSe koncentrovat — zda v hydrofilnim, ¢i hydrofobnim
prostiedi. Hodnota Log Kow slouzi jako indikator lipofility vzorku. Vyss§i hodnoty Log Kow jsou
typické pro hydrofobni slouCeniny, zatimco nizkymi hodnotami Log Kow S€ vyznacuji
slouceniny rozpustné ve vod¢. Rychlost ionizace kyselych ¢i bazickych funkénich skupin 1é¢iv
zavisi na hodnoté disociaéni konstanty (pKa) a d¢j je fizen hodnotou pH roztoku. Hodnoty
Log Kow @ pKa modelovych analytii pouzitych v této diplomové praci jsou uvedeny v Tab. 1.
Se znalosti téchto hodnot je potom mozné zvolit nejlepsi metodu pro analyzu léciv (dle hodnoty
pKa muze byt upravena hodnota pH roztoku vzorku; Log Kow ukazuje afinitu 1é¢iv k vodé
(k polarnim/nepolarnim slou¢eninam)) [60].

Dtlezitou informaci je také terapeutickd koncentrace 1éciva, ktera predstavuje koncentraci
lé¢iva v krevni plazmé po podani terapeuticky U€inné davky s pozorovanim Zzadnych
¢i minimalnich vedlejsSich acinka (viz Tab. 1) [61]. Chemické struktury jednotlivych bazickych
1é¢iv pouzitych jako modelové analyty v této diplomové praci jsou vyobrazeny na Obr. 4.
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Tab. 1: Fyzikdlné-chemické viastnosti vybranych bazickych léciv [61-63].

Molekulova Terapeuticka
Analyt Sumarni vzorec hmotnost koncentrace Log Kow pKa
[9/mol] [ma/l]
Nortriptylin CioH21N 263,384 0.02-0.2 4,51 10,47
Papaverin C20H2:NO4 339,391 0,2-2 3,08 6,03
Haloperidol C21H23CIFNO3 375,868 0,005-0,02 4,30 8,66
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Obr. 4: 2D struktura vybranych bazickych léciv [62].

15



2.4 Kapilarni elektroforéza (CE)

Elektroforéza je separa¢ni metoda, ktera je zaloZena na pohybu nabitych Castic v elektrickém
poli. Mobilita jednotlivych ionti je zavisla na jejich velikosti a naboji — mensi analyt se bude
pohybovat rychleji nez vétsi ion 0 stejném naboji. Tento jev se oznacuje jako elektroforeticka

pohyblivost (3):

__4
é6mnr

He (3)

kde u, je elektroforeticka mobilita, g je velikost naboje, n je viskozita roztoku a r je primér
Castice. Zakladnim separa¢nim prostiedim je kapilara [64].

Béhem separace v kapilafe bez ochranného povlaku dochazi k jevu zvanému
elektroosmoticky tok (EOF — electroosmotic flow). Ve sténé kapilary dochazi k ionizaci
silanolovych skupin a jejich nabiti zapornym nabojem. Nasledné¢ dochazi k interakci
s elektrolytem a dojde k vytvofeni dvojvrstvy z kladnych iontt roztoku. Po vlozeni napé&ti
migruje obsah kapildry diky EOF smérem k zaporné nabité elektrod¢. Diky elektrické
dvojvrstvé je profil EOF pistovy, na rozdil od parabolického profilu laminarniho toku
vyvolaného rozdilem tlaku, coz vede k vyssi separacni uc¢innosti CE (viz Obr. 5) [65].

EOF laminarni tok

-

Obr. 5: Profil EOF a lamindrniho toku a jejich viiv na vysledny tvar piku pii CE [66].

Na miru ionizace silanolovych skupin ve sténé kapilary ma vliv pH roztoku elektrolytu
(viz Obr. 6). S rostouci hodnotou pH bude rust i sila EOF. Mobilita EOF (ugor) je dana
nasledujicim vztahem (4):

&
= —_— 4
UEoF Ann (4)

kde ¢ je diclektricka konstanta prostiedi, { je zeta potencial elektrické dvojvrstvy a n je
viskozita prostiedi. Zeta potencial elektrické dvojvrstvy je vypocten dle vztahu (5):

7= 4nde 5)

&

kde 6 je tloustka elektrické dvojvrstvy a e je naboj na jednotku plochy [67].
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Obr. 6: Viiv pH silanolovych skupin v kiemenné kapilare CE na mobilitu EOF [67].

2.4.1 Instrumentace CE

Instrumentace CE je zobrazena na Obr. 7-B. K separaci analytd dochazi uvniti kapilary.
Ta byva nejcastéji z kiemenného skla potazena vrstvou polyimidu, ktery zajistuje flexibilitu
jinak kiehké kapilary. Bézné rozméry kapilary jsou: délka v rozmezi 20-100 cm, vnitinim
pramér Vrozmezi 25-100 um a vn&js$i priméru 375 um. Kapildra je naplnéna roztokem
zakladniho elektrolytu a oba konce jsou ponoieny do nadob obsahujici tentyz elektrolyt.
Do téchto nadob jsou zavedeny dvé elektrody, z nichz jedna je pfipojena na zdroj vysokého
napéti, ktery poskytuje napéti v rozmezi 10-30 KV, a druha je uzemnéna. Elektrody byvaji
z inertniho materialu, jako je napf. platina [68, 69].

Existuje nékolik zptisobti hydrodynamického davkovani vzorku do kapilary. Davkovani
je mozné uskutecnit ptisobenim pretlaku na nadobu se vzorkem, pisobenim vakua na opacny
konec kapilary po zasunuti jednoho konce do nadoby se vzorkem, nebo pomoci rozdilné vysky
hladin, ktery byl pouzit v této diplomové praci. Pfi hydrodynamické metod¢ davkovani
je vhodné, aby mély jak vzorek, tak elektrolyt stejnou viskozitu [70]. Mezi dalsi zplisoby
davkovani patii napft. elektromigraéni [71].

Po hydrodynamickém nadavkovani vzorku, jehoz objem zabere zhruba 1 % objemu kapilary
(1-20 nl), se zapne zdroj napéti a dojde k separaci analytii na zakladé jejich elektroforetickych
mobilit (viz rovnice (3)). Analyty postupné projdou optickym systémem detektoru (napf.
UV-VIS). Data jsou nasledn¢ vyhodnocena pocitacem s pfisluSnym softwarem, ktery vytvori
zaznam zvany elektroforeogram, viz Obr. 7-C [68].
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Obr. 7: Instrumentace kapildrni elektroforézy. (A) Rozméry kapildry. (B) Kapildarni elektroforéza. (C)
elektroforeogram [68].

2.5 Zakladni valida¢ni parametry CE

2.5.1 Linearita metody

Linearita metody udava schopnost analytick€ého postupu ziskat odezvu, ktera je pfimo umérna
koncentraci analytu ve vzorku. Pokud je metoda linedrni, jsou vysledky analyzy (piimo,
¢1 po aplikaci pfesné dané matematické transformace) imérné koncentraci analytu ve vzorku
v daném pracovnim rozmezi [72].

V praxi je b&zné linearita kalibraéni kiivky dana hodnotou korela¢niho koeficientu (R?).
Linearita metody je povazovéana za pfesnou v piipadé€, ze se hodnota korelacniho koeficientu
rovna jedné. [73]

2.5.2 Mez detekce (LOD) a mez stanovitelnosti (LOQ)

Mez detekce (LOD - limit of detection) CE je dana nejmensim mnoZstvim analytu ve vzorku,
které jeSt¢ miiZze byt detekovano a vyvold odezvu méficiho systému, kterd je rozpoznatelna
od okolnich vlivt. Jedna se o takovou koncentraci analytu (S), ktera vyvola odezvu méficiho
pristroje tfikrat vétsi, nez je uroven Sumu (N) pozadi S/N > 3 [74].

cv w7

stupném presnosti a spravnosti kvantitativn€¢ vyhodnotit. Jednd se o takovou koncentraci
analytu (S), ktera vyvola odezvu méficiho piistroje desetkrat vétsi, nez je uroven Sumu (N)
pozadi S/N > 10 [74].
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2.6 Spojeni extrakci pies SLM s kapilarni elektroforézou

CE je jednou z vhodnych metod pro analyzu vzorkli v kombinaci s extrakci pies SLM. Jedna
se 0 metodu nendro¢nou na instrumentalizaci, dosahuje vysoké separacni ucinnosti s velmi
kratkou dobou analyzy a minimalni spotiebou reagentd, vzorki i spotfebnich materiala [75].

Pro tGpravu vzorki DBS bylo pouziti SLM extrakce publikovano pouze jedenkrat [36].
Schopnost Gpravy vzorkia krve pro naslednou analyzu bazickych a kyselych 1é¢iv off-line
spojenim s UHPLC-MS/MS byla dostacujici. Vzhledem k tomu, ze vystupni roztok akceptoru
po extrakci ptes SLM je vodny a obsahuje analyty ve formé iont, mize byt pouzit pfimo
pro analyzu pomoci CE. Objem roztoku akceptoru byva typicky 5-50 ul, coz umoziuje
i opakovanou analyzu jednoho vzorku, vzhledem k bézné davkovanému objemu vzorku
do kapilary (1-20 nl). Roztok akceptoru je mozné do kapilary davkovat i pfimo z povrchu SLM
[3, 76]. Davkovani vzorku z extrakéni jednotky do CE kapilary je zobrazeno na Obr. 8.

Nevyhoda CE tkvi v niz8ich detekénich limitech, nicméné tento fakt je kompenzovan
prekoncentraci analyt riznymi poméry donoru a akceptoru béhem extrakce pres SLM.
Mikroextrakce tesi 1 dal$i nevyhodu CE, coZ je nizkd kompatibilita s komplexnimi vzorky,
pomoci precisténi vzorku a extrakci analyti do &istého roztoku akceptoru [77]. V této
diplomové praci je pro upravu vzorkii DBS kombinovana extrakce pfes SLM s CE jako
koncovou analytickou metodou.

A)

B)
— kapilara

vzorkovaci

vialka
ektrakéni
jednotka -1
membrina—F++ ———J | akceptor ]

donor =

Obr. 8: Davkovani roztoku akceptoru z povrchu SLM membrany do kapilary CE systému. (4) Extrakcni
jednotka ve vzorkovaci vialce pred davkovinim vzorku. (B) Davkovani extraktu dotekem kapildary
povrchu SLM.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Priprava roztoku a pouzité chemikalie

3.1.1 Zakladni elektrolyt (BGE)

Pro zajisténi dostatecné vodivosti vzorku pro CE je nutné pripravit vhodny BGE. BGE pro CE
bazickych 1é¢iv byl pfipravovan z 15 mM dihydrogenfosfore¢nanu sodného (Fluka, Némecko)
s piidavkem 15 mM kyseliny fosfore¢né (Pliva-Lachema, CR) o vysledném pH 2,33. Takto
piipraveny pufr byl filtrovan pfes jednorazovy stiikackovy filtr o velikosti pori 0,45 pm
(Minisart RC 25m, Némecko) a nasledn¢ ponechén po dobu alespon tii minut v ultrazvukové
lazni.

3.1.2 Zasobni roztok bazickych lé¢iv

Zasobni roztoky modelovych analytt, obsahujici bazicka 1é¢iva (nortriptylin, papaverin
a haloperidol) v koncentraci 1 g/l (Sigma, Némecko), byly pfipraveny navazenim CdCisté
substance (papaverin, haloperidol), nebo z jejich hydrochloridovych soli (nortriptylin)
a rozpusténim v ¢istém metanolu (Sigma). Tyto roztoky byly skladovany pii -20 °C a chranény
pred svétlem.

3.1.3 Realné vzorky a fyziologicky roztok

Standardni roztoky 1é¢iv o koncentraci 10 a 1 mg/l byly pfipraveny fedénim zasobniho roztoku
deionizovanou (DI) vodou, fyziologickym roztokem nebo realnymi matricemi. Fyziologicky
roztok byl pfipraven jako roztok 150mM NaCl ze zasobniho roztoku o koncentraci 1M NaCl
(Pliva-Lachema). Vzorky lidské krve ve form& DBS a vzorky lidské moci byly poskytnuty
dobrovolniky z Ustavu analytické chemie AV CR, v. v. i.. Vzorky DBS byly skladovany pii
4 °C a chranény pied svétlem. Vzorky moci byly vzdy analyzovany pouze v den odbéru bez
nutnosti uchovani.

3.1.4 Ostatni roztoky

Pro mikroextrakce byl pouzit roztok 10mM HCI, ktery byl ptipraven fedénim zasobniho 1M
roztoku HCI. Zasobni roztok HCI byl pfipraven fedénim koncentrované HCI (Pliva-Lachema)
DI vodou. Roztoky NaOH o koncentracich 10 a 100 mM byly pfipravené fedénim zasobniho
IM roztoku NaOH, ktery byl piipraven rozpuiténim pelet &istého NaOH (Lach-Ner, CR)
v DI vod¢. Pro impregnaci PVDF membrany extrakéni jednotky byly pouzity roztoky 1-etyl-2-
nitrobenzenu (ENB; Fluka) a dihexyleteru (DHE; Fluka). Vsechny chemikalie byly ¢istoty p.a.
a vyssi.

3.2 Elektroforeticky systém

Pro separaci vybranych bazickych 1é¢iv slouzila laboratorni sestava CE-UV (viz Obr. 9).
Kapilara slouzici pro separaci analyti byla vyrobena z kiemenného skla pokrytého vrstvou
polyimidu (Polymicro Technologies, Phoenix, AZ, U.S.A.). Vnitini primér kapilary byl 75 pum,
vnéjsi primér 375 um. Celkova délka kapilary byla 55 cm, z ¢ehoz 10 cm piedstavovalo
efektivni separacni ¢ast. Pfed prvnim pouzitim byla kapilara promyta 5 minut 1M roztokem
NaOH, nasledné promyta DI vodou po dobu 5 minut a na zavér promyta BGE po dobu 5 minut.
Mezi jednotlivymi CE analyzami byla kapilara vzdy promyta 1 minutu roztokem BGE.
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Na konci kazdého dne byla kapildra promyta DI vodou po dobu 1 minuty a nasledné¢ 5 minut
profukovana vzduchem.

Dévkovani vzorku bylo uskutecnéno hydrodynamicky — rozdilem hladin vialek obsahujicich
vzorek a BGE. Vialka se vzorkem byla umisténa v pohyblivém rameni, kterym bylo mozné
vialku pozvednout takovym zpisobem, aby se davkovaci konec kapilary jemné dotkl
membrany a byl v kontaktu s roztokem akceptoru. Nasledn¢ byla vialka s BGE sniZzena o 10 cm
po dobu 20 vtetin. Po uplynuti ¢asu davkovani byly vialky opét umistény do stejné vysky,
a davkovaci konec kapilary byl vracen do nadoby s BGE.

Detekce 1é¢iv probihala na absorpénim UV-VIS detektoru (Spectra 100, Spectra Physics,
Santa Clara, CA, U.S.A.) pti vlnové délce 200 nm. Separacni napéti bylo do systému dodano
zdrojem vysokého napéti (Spellman CZE1000R, Start Spellman, Pulborough, UK) nastaveného
na -18 kV. Napéti bylo vloZeno na elektrodu umisténou do vystupni vialky s BGE. Sbér dat byl
uskutecnén pomoci dvoukanalového analogové digitalniho prevodniku ORCA-2800 s LAN
rozhranim (Ecom, Praha, CR). Pfevodnik slouZici ke sbéru dat byl piipojen k PC se softwarem
Ecomac (ECOM spol. s.r.o., CR), pro dalsi zpracovani dat byl pouzit program Clarity
(DataApex, CR).

! ORCA-2800 —

kapiliraffyv_vIS detekto =

i
!\

droj vysokého napéti davkovaci rameno , c ]
Obr. 9: Laboratorni sestava CE s UV-VIS detektorem.

3.3 Zarizeni a postupy pro SLM

Extrakéni jednotky byly ziskdny manudlnim odiezdnim jednotlivych extrakénich jednotek
ze zékladni filtra¢ni desky MultiScreen® HTS (Merck, Darmstadt, Némecko) obsahujici
96 jamek (extrak¢nich jednotek) s hydrofobni PVDF membranou tak, aby bylo mozné provést
pouze jednu extrakci v case. Kazda extrakéni jednotka byla pouzita pouze jednou. Membrana
jednotky byla impregnovana 2 pul organického rozpoustédla (smés ENB a DHE v poméru 1:1),
coZ je minimalni objem nutny k nasyceni membrany rozpoustédlem, ¢imZ byla vytvofena
synteticka kapalna membrana. Nasledné¢ byl do jednotky pipetovan roztok akceptoru.
Vzhledem k pouziti pouze jediné extrak¢éni jednotky namisto vSech 96 zaroven bylo tfeba
simulovat prostiedi spodni desky s 96 jamkami ur¢enymi na vzorky. K tomuto tcéelu slouzily
vialky 0 priméru 11,6 mm a vySce 31 mm, do kterych byla po pipetovani roztoku donoru
extrakéni jednotka umisténa, aby dosSlo ke kontaktu roztoku donoru s membranou a mohla
probihat mikroextrakce. Schéma mikroextrakéni jednotky ve vialce s roztoky je na Obr. 8-A.
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Po prob&hnuti extrakce standardniho roztoku ¢i realnych vzorka pies SLM je roztok akceptoru
davkovan do kapilary z povrchu membrany, viz Obr. 8-B.

3.3.1 Extrakce realné matrice pies SLM

V ptipadé extrakci analyti z fyziologického roztoku ¢i moci, které¢ se pfirozené vyskytuji
ve vodné fazi, je mozné jejich ptimé pipetovani do vialky pro mikroextrakci bez nutnosti fedéni
vzorku.

V piipadé extrakce analyti z DBS je nutné postupovat dle nasledujiciho postupu.
Po prohtati, desinfekci a oschnuti mista odbéru byl u¢inén vpich bezpecnostni lancetou
do biiska prstu. Prvni kapka krve byla setfena sterilni gazou. Pro eliminaci vlivu hematokritu
byla po provedeni vpichu lancetou krev odebrana (popf. smichana ve vialce se zasobnim
roztokem Ié¢iv o potiebné koncentraci) a na vzorkovaci papir bylo pipetovano 20 pl vzorku
(viz Obr. 10-B). Cely vzorek krve ve formé DBS o praiméru 9,5 mm byl ze vzorkovaciho papiru
vytiznut korkovrtem (Obr. 10-A) a pinzetou vlozen na dno vzorkovaci vialky (Obr. 11-A).
Jedna mikroextrakéni jednotka byla odfezana ze zakladni filtra¢ni desky s 96 jednotkami (Obr.
11-B) a PVDF membrana byla impregnovana 2 pl smési organickych rozpoustédel
(Obr. 11-C). Nasyceni membrany rozpoustédlem je indikovano jeji transparentnosti.
Po impregnaci membrany byl do vialky k DBS pipetovan elu¢ni roztok (Obr. 11-D). Extrakéni
jednotka je poté vlozena do roztoku donoru, a je do ni pipetovan roztok akceptoru (Obr. 11-E).
Od této chvile byla méfena doba extrakce. Vialka byla uzaviena vickem pro zamezeni
odpatrovani vzorku a umisténa na tfepacku, kde byla po celou dobu extrakce. Po prob&hnuti
eluce krve z DBS do donoru a nasledné extrakce analytd do SLM a roztoku akceptoru jsou
extrahované analyty davkovany piimo z povrchu membrany.

e
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Obr. 10: Vzorkovaci karticka pro DBS. (A) Vyriznuta DBS o priméru 9,5 mm. (B) Vzorky DBS
aplikované pipetou do vyznacenych mist na vzorkovacim papire.
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Obr. 11: Postup extrakce DBS. (4) DBS vioZend na dno vzorkovaci vialky. (B) Extrakéni jednotka.
(C) Impregnace PVDF membrdany. (D) Elucni roztok pipetovany k DBS. (E) Extrakéni jednotka
s roztokem akceptoru vioZend do roztoku donoru. (F) Ukdzka vzorku eluované krve z DBS do roztoku
donoru (Cas extrakce 60 minut).
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Optimalizace podminek mikroextrakce analyti z fyziologického roztoku

Pro simulaci prostiedi realnych matric a optimalizaci podminek mikroextrakce modelovych
analyt ptes SLM byl zvolen jako donor 150mM fyziologicky roztok. Optimalizovana metoda
byla nasledné aplikovana pro extrakci analytti z moc¢i a DBS (viz kapitola 4.2).

4.1.1 Optimalizace sloZeni organické faze pro impregnaci PVDF membrany

Prvotné bylo optimalizovano slozeni organické faze, pouzité k impregnaci PVDF membrany
extrakéni jednotky, z diivodu dosazeni co nejvyssi extrakéni ucinnosti. Procentudlné vyjadiena
hodnota extrakéni vytéznosti (ER) je vypoétena dle rovnice (6):
ER=E-100=£-C—(1-100 (6)
Ng da €a
kde n, je molarni mnozstvi analytu pienesené¢ho do akceptoru, ng je molarni mnozstvi analytu
v roztoku donoru, V, je objem roztoku akceptoru, V; je objem roztoku donoru, ¢, je finalni
koncentrace analytd v roztoku akceptoru po prob&hnuti extrakce a ¢, je po¢ateéni koncentrace
analytl v roztoku donoru pied zapocetim extrakce.

Jako roztok donoru bylo pouzito 400 ul fyziologického roztoku obsahujici bazicka 1é¢iva
(nortriptylin, papaverin, haloperidol) o koncentraci 10 mg/l. Koncentrace 10 mg/l, ktera
je znaéné vys§i nez bézné terapeutické koncentrace 1é¢iv (viz Tab. 1), byla zvolena pro
pocate¢ni experimenty z divodu zietelné vizualni detekce. Akceptorem byla 10mM HCI
o objemu 40 pl, ktera dle pfedchozich publikaci [15] navysila hodnotu ER mikroextrakce. Bylo
ptedpokladano, ze pro vytvofeni piiznivého pH gradientu K dosazeni vyssi hodnoty ER
je vhodna alkalizace roztoku donoru. Donor byl proto alkalizovan 100mM NaOH a jeho vliv
na hodnotu ER byl dale optimalizovan v kapitole 4.1.4. Davkovani extraktu obsahujiciho
bazicka 1é¢iva (nortriptylin, papaverin, haloperidol) probihalo z povrchu SLM v in-line
uspoiadani s CE. Extrakce byla provadéna po dobu 23 minut. Cas extrakce byl dale
optimalizovan Vv Kapitole 4.1.5. Po dobu trvani mikroextrakce byla vialka s mikroextrakéni
jednotkou umisténa na tfepacku, kde probihala agitace vzorku z diivodu urychleni procesu
mikroextrakce. Jako pocate¢ni frekvence agitace bylo zvoleno 1000 rpm. Frekvence agitace
byla dale optimalizovana v kapitole 4.1.2.

PVDF membrana byla pro porovnani vlivu na hodnotu ER impregnovana 2 pl
1-ethyl-2-nitrobenzenu (ENB) nebo smési ENB s dihexyletherem (DHE) v poméru 1:1. Jak je
patrné z Obr. 12, pii pouziti smé&si ENB:DHE v poméru 1:1 bylo dosazeno vyssi hodnoty ER
(v ptipadé nortriptylinu bylo dosazeno az o 15 % vyssi ER), nez pii pouziti ¢istého ENB.
Vsechny nasledujici experimenty byly provadény se smési ENB:DHE v poméru 1:1 jako
organickym rozpoustédlem pro impregnaci PVDF membrany.
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Obr. 12: Viiv organické faze pouzité kimpregnaci PVDF membrany na vytéZnosti analytii pri
mikroextrakci ve 23. minuté. Extrakcni podminky: trepacka — 1000 rpm, organicka faze: a — ENB, b —
ENB:DHE (pomeér 1:1); donor — bazicka léciva 10 mg/l ve 150mM NaCl se 100mM NaOH; akceptor —
10mM HCI.

4.1.2 Casova zavislost extrakéni vytéZnosti na frekvenci agitace vzorku

Agitace slouzi k urychleni difuzniho pfechodu analytd z roztoku donoru pfes membranu.
Donorem byl fyziologicky roztok alkalizovany 100mM NaOH s bazickymi 1éCivy (nortriptylin,
papaverin, haloperidol) o koncentraci 10 mg/l a objemu 400 pl. Akceptorem byla 10mM HCI
0 objemu 40 pl. PVDF membrana byla impregnovana 2 pl smési ENB:DHE v poméru 1:1.
Vialky s extrakénimi jednotkami byly umistény do tfepacky a pro optimalizaci byla vybrana
frekvence otacek 0, 500, 1000 a 1500 rpm. Analyty jsou po extrakci davkovany z rozhrani
membrany a akceptoru.

Pro posouzeni vlivu agitace byl méfen ¢asovy prubéh po dobu 50 minut. V ¢ase 0 byla
koncentrace analyti v roztoku akceptoru nulova. Dalsi méfeni probé€hlo ve 3. minuté a nasledné
po 5 minutach. Na Obr. 13 je zobrazen vliv otacek tfepacky na ¢asovy prub&éh mikroextrakce
papaverinu. Papaverin byl vybran z divodu nejvyssi vytéznosti ze tii pouzitych modelovych
analytt. To je zpusobeno hodnotou pKa, kterou ma papaverin z vybranych modelovych analyti
pii které doslo k dostate¢nému navyseni hodnoty ER (u papaverinu 0 13 % ve 23. minuté
extrakce. Nepravidelné odchylky v hodnotach ER pro frekvenci 1500 rpm byly zptisobeny
malou sty¢nou plochou akceptoru se SLM pfi tak vysokych otackach. Frekvence 1000 rpm byla
tedy nasledné€ pouzita pro dal$i méfeni.
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Obr. 13: Casovy pribéh mikroextrakce papaverinu pies PVDF membranu v zavislosti na pouZitych
otackach. Extrakcni podminky: organickd fize — smés ENB:DHE (1:1); donor — bazickd léciva 10 mg/l
ve 150mM NaCl se 100mM NaOH; akceptor — 10mM HCI.

4.1.3 Optimalizace poméru donoru a akceptoru

Extrakce pfes SLM poskytuje moZnost prekoncentrace analytii ve vzorku pomoci extrakce
Sriznym pomérem roztokli donoru a akceptoru. Pro stanoveni idedlnich podminek
prekoncentrace analytti byla nejprve provedena série extrakci se stoupajici fadou objemu
donoru, zatimco objem akceptoru zustaval konstantni. PVDF membrana extrakéni jednotky
byla impregnovana 2 pul smési ENB:DHE v poméru 1:1. V priibéhu extrakce byla vialka
s extrakéni jednotkou umisténa na tiepacku o frekvenci 1000 rpm. Analyty byly po extrakci
(23 minut) davkovany z rozhrani membrany a roztoku akceptoru.

Jako donor byl pouzit fyziologicky roztok se 100mM NaOH a bazickymi [éCivy
(nortriptylin, papaverin, haloperidol) o koncentraci 10 mg/l. Byly zvoleny ¢tyfi riizné objemy
donoru: 250, 400, 800 a 1600 pl. Objem akceptoru (10mM HCI) byl zachovan u vSech extrakci
konstantni (40 pl).
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Vysledky extrakci jsou uvedeny na Obr. 14. Pouzitim donoru o objemu 250 pl nedochazi

k dostate¢nému zakoncentrovani vzhledem k nizkému poméru roztokd donoru a akceptoru.

Objem 400 pl byl zvolen jako optimalni objem donoru, protoze bylo dosazeno dostatecné

hodnoty ER a zaroven nejvyssiho zakoncentrovani analytl. Pfi pouziti vyssich objemt donoru
(800 a 1600 pl) byla mira prekoncentrace a hodnota ER pfilis§ nizka.
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Obr. 14: Viiv poméru donoru a akceptoru na hodnoty ER analytii pri mikroextrakci pres PVDF
membranu ve 23. minuté. Extrakcni podminky: tfepacka — 1000 rpm; organicka faze — smés ENB:DHE
(1:1); donor — bazicka léciva 10 mg/l ve 150mM NaCl se 100mM NaOH; objem donoru: a — 250 u/,
b —400 ul, ¢ —800 ul, d — 1600 wul; akceptor — 10mM HCI (pro vzorky a-d vzdy 40 ul).

Nasledujici série extrakci méla za cil optimalizaci objemu roztoku akceptoru. Podminky
extrakce zustaly stejné jako pii optimalizaci vhodného objemu donoru (viz kapitola 4.1.3), s tim
rozdilem, ze v tomto ptipad¢ zistal konstantni jiz optimalizovany objem donoru (400 ul) a byly
zvoleny nasledujici objemy akceptoru: 15, 40 a 200 pl.

Vysledky experimentu jsou na Obr. 15. Nejvyssi hodnoty ER bylo dosazeno v ptipadé
pouziti 15 ul akceptoru. Pro papaverin byla hodnota ER vyssi o 10 % ve srovnani s pouzitim
200 pl akceptoru. Nejvyssi miry zakoncentrovani bylo dosazeno pti poméru objemti 400:15 ul,
které byly dale pouzity pro vSechny nésledujici analyzy.
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Obr. 15: Viiv poméru donoru a akceptoru na hodnoty ER analytii pii mikroextrakci pres PVDF
membranu ve 23. minute. Extrakcni podminky: tiepacka — 1000 rpm; organicka faze — smés ENB:DHE
(1:1); donor — bazicka léciva 10 mg/l ve 150mM NaCl se 100mM NaOH (pro vzorky a-c vidy 400 ul),
akceptor — 10mM HCI (a — 15 ul, b — 40 ul, ¢ — 200 wui).

4.1.4 Vliv alkalizace roztoku donoru na uéinnost mikroextrakce

Pro stanoveni vlivu alkalizace donoru byla provedena série extrakei, kde byl roztok donoru
alkalizovan pomoci NaOH o tfech riznych koncentracich: 0, 10 a 100 mM. Jako donor bylo
pouzito 400 ul fyziologického roztoku s bazickymi 1é¢ivy (nortriptylin, papaverin,
haloperidol). Koncentrace 1é¢iv v donoru byla snizena z 10 na 1 mg/l. Tato koncentrace je jiz
blizs§i hodnotam terapeutickych koncentraci jednotlivych bazickych 1é¢iv (viz Tab. 1). Jako
akceptor bylo pouzito 15 pul 10mM HCI. K impregnaci PVDF membrany byly pouzity 2 ul
smési ENB:DHE v poméru 1:1. Extrakce probihala za agitace pomoci tfepacky o frekvenci
1000 rpm. Cas extrakce byl na zakladé experimentu provedeného v kapitole 4.1.2 prodlouzen
na 60 minut v oéekavani nartistu hodnoty ER analytii. Cas extrakce byl déle optimalizovan
v kapitole 4.1.5.

Bylo piedpokladano, Ze pH gradient zplisobeny alkalizaci donoru a okyselenim akceptoru
bude mit za nasledek zisk vyssi hodnoty ER, nez v piipadé neutralniho donoru, coz plyne
z hodnot pKa jednotlivych bazickych 1é¢iv. Vysledky experimentu jsou na Obr. 16.
Mikroextrakce provedené s neutralnim a s alkalizovanym donorem pomoci 10mM NaOH
poskytly vyrazn¢ vyssi hodnoty ER, nez pii alkalizaci 2100mM NaOH (rozdil témét o 30 %
papaverinu), coz neodpovida piedpokladiim z jiz publikovanych [15] vysledcich extrakci pies
polypropylenovou membranu. V piili§ zasaditém prostfedi miize dochdzet ke zméné vlastnosti
membrany z PVDF materialu, coz ma negativni dopad na hodnotu ER a prubéh extrakce.
Z tohoto divodu v nasledujicich optimalizacich s fyziologickym roztokem jiz nebyl roztok
donoru alkalizovan, ¢imz bylo dosazeno opakovatelnych hodnot ER.
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Obr. 16: Vliv koncentrace NaOH v donoru na hodnoty ER p#i mikroextrakci pres PVDF membrdnu
Vv 60. minuté. Extrakcni podminky: trepacka — 1000 rpm; organickd faze — smés ENB:DHE (1:1); donor:
a — bazicka léciva 1 mg/l ve 150mM NaCl (bez NaOH), b — bazicka léciva 1 mg/l ve 150mM NaCl
s 10mM NaOH, ¢ — bazicka léciva 1 mg/l ve 150mM NaCl se 100mM NaOH; akceptor: pro vzorky a-c
vzdy 10mM HCI.

4.15 Casovy pribéh mikroextrakce za optimalizovanych podminek

Pro zjisténi casového pribehu mikroextrakce a nasledny vybér optimalniho ¢asu mikroextrakce
byl akceptor davkovan z povrchu PVDF membrany v pravidelnych ¢asovych intervalech
10 minut po dobu 120 minut. Pro optimalizaci bylo pouzito 400 ul fyziologického roztoku
S bazickymi 1é¢ivy (nortriptylin, papaverin, haloperidol) o koncentraci 1 mg/l jako donor,
akceptorem byla do extrakéni jednotky pipetovana 10mM HCI o objemu 15 ul. PVDF
membréana oddélujici donor a akceptor byla impregnovana 2 pl smési ENB:DHE v poméru 1:1.
Extrakce byla podpofena agitaci vialek s extrakénimi jednotkami na tfepatce o frekvenci
1000 rpm.

Casova zavislost mikroextrakce analytd pfes PVDF membranu za optimalizovanych
podminek je zobrazena na Obr. 17. V ¢ase 0 minut byl zaznamenan nulovy vyskyt bazickych
1é¢iv v difuzni vrstvé mezi membranou a roztokem akceptoru. Rovnovaha se zdanlivé ustalila
po 110. minutg, kdy se jiz extrakéni G¢innost dale vyrazné neménila. Cas 60 minut byl vybran
jako kompromis mezi dostateéné vysokou extrakéni vytéZznosti (60 % pro papaverin) a ¢asovou
naro¢nosti experimentu, a proto byly nasledujici experimenty provadény v 60. minuté extrakce.
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Obr. 17: Casovy priibéh mikroextrakce analytii pres PVDF membrdanu. Extrakcéni podminky: trepacka
— 1000 rpm; organicka fize — smés ENB:DHE (1:1); donor — bazicka léciva 1 mg/l ve 150 mM NacCl;
akceptor — 10mM HCI.

4.1.6 Validace mikroextrakce analytu z fyziologického roztoku

Validace mikroextrakci bazickych 1é¢iv pfes SLM membranu extrakéni jednotky v in-line
spojeni s laboratorni CE-UV sestavou probihal za podminek optimalizovanych v piedchozich
experimentech. Jako donor bylo vzato 400 ul fyziologického roztoku s bazickymi 1éCivy
(nortriptylin, papaverin, haloperidol) o riznych koncentracich (0,05-3 mg/l). Akceptor tvofila
10mM HCI o objemu 15 ul. PVDF membrana oddélujici vodné roztoky donoru a akceptoru
byla impregnovana 2 pl smési ENB a DHE v poméru 1:1. Extrakce probihala po dobu 60 minut.
Béhem doby extrakce byla vialka s extrakéni jednotkou umisténa na tiepacku o frekvenci
agitace 1000 rpm. Po skonceni extrakce byl extrakt davkovan z povrchu PVDF membrany
do laboratorni sestavy CE-UV pf#i kontaktu membrany s kapilarou.

Hodnoty ER a opakovatelnosti méfeni (RSD) pro koncentraci 1 mg/l jsou uvedeny v Tab. 2.
Tabulka uvadi téZ hodnotu meze detekce (LOD), definované jako nejnizsi koncentrace analytu
poskytujici analyticky signal tfikrat vyssi, nez je Sum zakladni linie, ahodnotu meze
stanovitelnosti (LOQ), definovanou jako nejnizsi koncentrace analytu, kterou Ize s definovanou
piesnosti kvantitativné stanovit a poskytuje analyticky signal desetkrat vyssi, nez je Sum.
Hodnoty ER, RSD, LOD a LOQ jsou vyhodnoceny ze tii po sobé jdoucich méfeni. Tento
zpusob vyhodnoceni je pouzit v celé diplomové praci. Kalibra¢ni zavislosti pro nortriptylin,

papaverin a haloperidol ve fyziologickém roztoku jsou na Obr. 18.
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Tab. 2: Validacni parametry extrakce analytii pres PVDF membrdnu v 60. minuté extrakce. Extrakcni
podminky: trepacka — 1000 rpm; organicka faze — smés ENB:DHE (1:1); donor — bazicka léciva o riizné
koncentraci ve 150mM NaCl; akceptor — 10mM HCI; kalibracni rozsah: 0,05-3 mg/l; n=3.

Analyt ER [%], 1 mg/l RSD [%], 1 mg/l  LOD [mg/l] LOQ [mg/l]
Nortriptylin 24,8 7,5 0,058 0,194
Papaverin 63,4 50 0,022 0,075
Haloperidol 54,0 4,8 0,027 0,089
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Obr. 18: Zavislost extrakcni vyteznosti analyti pri mikroextrakci pres PVDF membrdanu v 60. minuté
na koncentraci analytit v roztoku donoru. Extrakcni podminky: trepacka — 1000 rpm; organicka faze —

smés ENB:DHE (1:1); donor — bazicka léciva o riizné koncentraci ve 150mM NaCl; akceptor — 10mM
HCI.

4.2 Mikroextrakce analytii z realnych vzorki

Podminky optimalizované pro fyziologicky roztok v kapitole 4.1 byly nasledné aplikovany
pfi extrakcich realnych matric (mo¢, DBS) ptes SLM membranu.

4.2.1 Mikroextrakce analyti z nefedénych vzorkii lidské moci

4.2.1.1 Vliv alkalizace roztoku donoru na u¢innost mikroextrakce

Pro ovéteni, zda dojde u nefedéné¢ho vzorku lidské moci ke stejnému chovani extrakce
po alkalizaci roztoku donoru pomoci NaOH jako u fyziologického roztoku (viz kapitola 4.1.4),
byla provedena série extrakci, kde byl roztok donoru alkalizovan pomoci NaOH o tfech riznych
koncentracich: 0, 10 a 100 mM. Jako donor bylo vzato 400 pl nefedéného vzorku lidské moci
s bazickymi lé¢ivy (nortriptylin, papaverin, haloperidol) o koncentraci 1mg/l. Akceptor tvotila

31



10mM HCI o objemu 15 pl. K impregnaci PVDF membrany byly pouzity 2 pl smési ENB:DHE
v poméru 1:1. Extrakce probihala za agitace pomoci tfepacky o frekvenci 1000 rpm. Cas
extrakce byl 60 minut na zakladé experimentu provedeného v kapitole 4.1.5. Casovy priibh
extrakce nefedéného vzorku lidské moci byl dale zkouman v kapitole 4.2.1.2.

Vysledky experimentu jsou na Obr. 19. U provedeni extrakce bez alkalizace roztoku donoru
byly ziskany podstatné vyssi hodnoty ER, nez v piipadé neutralniho fyziologického roztoku
(viz kapitola 4.1.4). Pii alkalizaci donoru 10 a 100mM NaOH pravdépodobné dochazi
ke zménam vlastnosti membrany z PVDF materialu, a v dasledku toho doslo ke zméné
extrak¢énich poméri a k vyraznému snizeni hodnot ER. Vzhledem Kk této skute¢nosti
Vv nasledujicich optimalizacich s nefedénymi vzorky moci jiz nebyl roztok donoru alkalizovan,
¢imz bylo dosazeno vyssich hodnot ER.
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Obr. 19: Vliv koncentrace NaOH v donoru na hodnotu ER p#i mikroextrakci pres PVDF membranu
V 60. minuté. Extrakcni podminky: trepacka — 1000 rpm; organickd faze — smés ENB:DHE (1:1); donor:
a — bazicka léciva 1 mg/l v lidské moci (bez NaOH), b — bazickad léciva 1 mgll v lidské moci s 10mM
NaOH, ¢ — bazicka léciva 1 mg/l v lidské moci se 100mM NaOH; akceptor: pro vzorky a-c vzdy 10mM
HCI.

4.2.1.2 Casovy pribéh mikroextrakce za optimalizovanych podminek

Pro zjisténi Casového pribéhu mikroextrakce a nasledny vybér optimalniho ¢asu mikroextrakce
byl akceptor davkovan z povrchu PVDF membrany v pravidelnych casovych intervalech
10 minut po dobu 80 minut a dale v intervalech 20 minut do celkového ¢asu extrakce 120 minut
pro ovéieni dosaZeni rovnovahy a dale neménnych hodnot ER. Pro experiment bylo pouzito
400 pl nefedéného vzorku lidské moci s bazickymi 1é€ivy (nortriptylin, papaverin, haloperidol)
o koncentraci 1 mg/l jako donor, a 15 ul 10mM HCI jako akceptor. PVDF membrana byla
impregnovana 2 pl smési ENB:DHE v poméru 1:1. Extrakce byla podpofena agitaci vialek
s extrak¢nimi jednotkami na tiepacce o frekvenci 1000 rpm.
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Casova zavislost mikroextrakce analyti pfes PVDF membranu za optimalizovanych
podminek je zobrazena na Obr. 20. V ¢ase 0 minut byl zaznamenan nulovy vyskyt bazickych
1é¢iv v difuzni vrstvé mezi membranou a roztokem akceptoru. Cas 60 minut byl vybran jako
kompromis mezi dostatetné vysokou extrakéni vytéznosti (75 % pro papaverin) a ¢asovou
naro¢nosti experimentu, a proto byly nasledujici optimalizace provadény s touto dobou
extrakce.
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Obr. 20: Casovy priibéh mikroextrakce analytii pres PVDF membranu. Extrakéni podminky: trepacka
— 1000 rpm; organicka faze — smes ENB:DHE (1:1); donor — bazicka léciva 1 mg/l v lidské moci;
akceptor — 10mM HCI.

4.2.1.3 Validace mikroextrakce analyti z nefedéného vzorku lidské moci

Validace mikroextrakci bazickych 1é¢iv pfes SLM membranu extrakéni jednotky v in-line
spojeni s laboratorni CE-UV sestavou probihal za podminek optimalizovanych v piedchozich
experimentech. Jako donor bylo pouzito 400 pl nefedéné lidské moci s bazickymi 1éCivy
(nortriptylin, papaverin, haloperidol) o riznych koncentracich (0,05-3 mg/l). Jako akceptor
byla pouzita 10mM HCI o objemu 15 pl. PVDF membrana oddélujici vodné roztoky donoru
a akceptoru byla impregnovéana 2 pl smési ENB a DHE v poméru 1:1. Extrakce probihala po
dobu 60 minut. Béhem doby extrakce byla vialka s extrakéni jednotkou umisténa na tfepacku
o frekvenci agitace 1000 rpm. Po skonceni extrakce byl extrakt davkovan z povrchu PVDF
membrany do laboratorni sestavy CE-UV za kontaktu membrany s kapilarou.

Hodnoty ER a RSD pro koncentraci 1 mg/l jsou uvedeny v Tab. 3. Tabulka uvadi téz
hodnotu LOD a LOQ. Hodnoty ER, RSD, LOD a LOQ byly vyhodnoceny ze tii po sobé
jdoucich méfeni. Kalibra¢ni zavislosti pro nortriptylin, papaverin a haloperidol v nefedéném
vzorku lidské moci jsou na Obr. 21.
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Tab. 3: Validacni parametry extrakce analytii pies PVDF membranu v 60. minuté extrakce. Extrakcni
podminky: trepacka— 1000 rpm, organicka faze — smés ENB:DHE (1:1); donor — bazicka léciva o riizné
koncentraci v lidské moci; akceptor — 10mM HCI; kalibracni rozsah: 0,05-3 mg/l; n=3.

Analyt ER [%],1 mg/l RSD [%], 1 mg/l  LOD [mg/l] LOQ [mg/l]
Nortriptylin 53,0 4.8 0,027 0,091
Papaverin 75,7 4.4 0,019 0,064
Haloperidol 54,4 0,2 0,027 0,088
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Obr. 21: Zavislost vytéznosti analyti pri mikroextrakci pres PVDF membrdanu v 60. minuté
na koncentraci analytit v roztoku donoru. Extrakcni podminky: tfepacka — 1000 rpm; organicka faze —
smés ENB:DHE (1:1); donor — bazicka léciva v lidské moci o riizné koncentraci; akceptor —10mM HCI.
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4.2.2 Mikroextrakce analytii ze vzorki DBS z lidské krve

4.2.2.1 Vliv alkalizace roztoku donoru na aéinnost mikroextrakce

Pro ovéfeni, zda dojde u vzorku krve zeluované DBS ke stejnému chovani extrakce
po alkalizaci roztoku donoru pomoci NaOH jako u fyziologického roztoku a vzorku nefedéné
lidské moci, byla provedena série extrakci, kde byl roztok donoru alkalizovdn pomoci NaOH
0 tfech rtiznych koncentracich: 0, 10 a 100 mM. Roztok donoru piedstavovalo 400 pl lidské
krve z DBS eluované DI vodou s bazickymi 1é¢ivy (nortriptylin, papaverin, haloperidol)
0 koncentraci 1 mg/l. Jako akceptor byla pouzita 10mM HCI o objemu 15 pul. K impregnaci
PVDF membrany byly pouzity 2 pl smési ENB:DHE v poméru 1:1. Extrakce probihala
za agitace pomoci tiepacky o frekvenci 1000 rpm. Cas extrakce byl 60 minut na zakladé
experimentu provedeného v kapitole 4.1.5 a 4.2.1.2. Casovy pribéh extrakce eluované lidské
krve z DBS byl dale zkouman v kapitole 4.2.2.2.

Vysledky experimentu jsou na Obr. 22. Nejvyssi hodnota ER byla ziskana pti mikroextrakci
bez alkalizace roztoku donoru, stejné jako u mikroextrakci analytli z fyziologického roztoku
¢i nefedénych vzorki lidské moci. Hodnota ER klesa s rostouci koncentraci NaOH pouzitého
k alkalizaci donoru. Nedochazi zde k tak vyznamnym zménam hodnot ER jako v ptedchozich
ptipadech u fyziologického roztoku (viz kapitola 4.1.4) a nefedénych vzorkt lidské moci (viz
kapitola 4.2.1.1). I ptesto bylo v nasledujicich extrakcich s eluovanou lidskou krvi z DBS pouzit
neutralni roztok donoru, ¢imz bylo dosaZeno vys$ich hodnot ER.
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Obr. 22: Vliv koncentrace NaOH v donoru na vytéznost analytii pri mikroextrakci pres PVDF membrdnu
v 60. minuté. Extrakcni podminky: trepacka — 1000 rpm; organicka fize —smés ENB:DHE (1:1); donor:
a — bazicka léciva 1 mg/l v lidské krvi (bez NaOH), b — bazickd léciva 1 mg/l v lidské krvi s 10mM
NaOH, ¢ — bazicka léciva 1 mg/l v lidské krvi se 100mM NaOH; akceptor: pro vzorky a-c vzdy 10mM
HCI.
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4.2.2.2 Casovy pribéh mikroextrakce za optimalizovanych podminek

Pro zjisténi Casového pribehu mikroextrakce a vybér optimalniho Casu mikroextrakce byl
akceptor davkovan z povrchu PVDF membrany v pravidelnych ¢asovych intervalech 10 minut
po dobu 120 minut. Objem 400 ul lidské krve z DBS eluované DI vodou s bazickymi 1é¢ivy
(nortriptylin, papaverin, haloperidol) o koncentraci 1 mg/l piedstavovalo donor. Jako akceptor
byla do extrak¢ni jednotky pipetovana 10mM HCI (15 pl). Objem 2 ul smési ENB:DHE
Vv poméru 1:1 byl pouzit pro impregnaci PVDF membrany. Pro podporu pienosu analytl béhem
extrakce byly vialky s extrak¢nimi jednotkami umistény na tiepacku o frekvenci 1000 rpm.

Casova zavislost mikroextrakce analyti pfes PVDF membranu za optimalizovanych
podminek je zobrazena na Obr. 23. V ¢ase 0 minut byl zaznamenan nulovy vyskyt bazickych
1é¢iv v difuzni vrstvé mezi membranou a roztokem akceptoru. Ani po uplynuti doby extrakce
(120 minut) nedoslo k ustaleni rovnovahy, a bylo dosazeno vysokych hodnot ER. To mize byt
mimo jiné zpusobeno i tim, ze analyty nestihaji difundovat z rozhrani SLM membrany
do roztoku akceptoru a dochazi k jejich zakoncentrovani, coz je ovlivnéno jak pH gradientem,
tak i jejich distribu¢nim koeficientem (Log Kow). Cas 60 minut byl vybran jako kompromis
mezi dostate¢né vysokou extrakéni vytéznosti (82 % pro papaverin) a casovou naro¢nosti
experimentu, a proto byly nasledujici experimenty provadény po dobu 60 minut.
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Obr. 23: Casovy pritbéh mikroextrakce analytii pies PVDF membranu. Extrakéni podminky: trepacka
— 1000 rpm; organicka faze — smés ENB:DHE (1:1); donor — bazickd léciva 1 mg/l v lidské krvi;
akceptor — 10mM HCI.

4.2.2.3 Validace mikroextrakce analyti z DBS z lidské krve

Validace mikroextrakci bazickych 1é¢iv pfes SLM membranu extrakéni jednotky v in-line
spojeni s laboratorni CE-UV sestavou probihal za predem optimalizovanych podminek
(viz kapitola 4.1). Jako donor bylo pouzito 400 ul lidské krve z DBS eluované DI vodou
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s bazickymi 1€Civy (nortriptylin, papaverin, haloperidol) o riznych koncentracich
(0,05-3 mg/l). Akceptor predstavovala 10mM HCI o objemu 15 ul. K impregnaci PVDF
membrany oddélujici vodné roztoky donoru a akceptoru byla pouzita smés ENB a DHE
v poméru 1:1 0 objemu 2 ul. Cas extrakce byl 60 minut. Pro urychleni extrakce byla vialka
s extrakéni jednotkou umisténa na tfepacku o frekvenci agitace 1000 rpm. Po extrakci byl
akceptor s extrahovanymi analyty davkovan z povrchu PVDF membrany do laboratorni sestavy
CE-UV pii kontaktu membrany s kapiléarou.

Tab. 4 uvadi hodnoty ER a RSD pro koncentraci 1 mg/l. Tabulka uvadi téZ hodnotu LOD
a LOQ. Tyto valida¢ni hodnoty jsou vyhodnoceny ze ti po sob& jdoucich méfeni. Kalibra¢ni

zavislosti pro nortriptylin, papaverin a haloperidol v lidské krvi eluované DI vodou z DBS jsou
na Obr. 24.

Tab. 4: Validacni parametry extrakce analytii pies PVDF membranu v 60. minuté extrakce. Extrakcni
podminky: trepacka — 1000 rpm, organicka faze — smés ENB:DHE (1:1); donor — bazicka léciva o riizné
koncentraci v lidské krvi; akceptor — 10mM HCI; kalibracni rozsah: 0,05-3 mg/l; n=3.

Analyt ER [%],1 mg/l RSD [%], 1 mg/l  LOD [mg/l] LOQ [mg/l]
Nortriptylin 41,8 9,7 0,035 0,115
Papaverin 81,9 7,3 0,018 0,059
Haloperidol 56,9 8,6 0,025 0,084
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Obr. 24: Zavislost vytéznosti analytiic pri mikroextrakci pres PVDF membrdnu v 60. minuté
na koncentraci analytii v roztoku donoru. Extrakcni podminky: trepacka — 1000 rpm; organicka faze —
smés ENB:DHE (1:1); donor — bazickd léciva v lidské krvi o riizné koncentraci; akceptor — 10mM HCI.
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5 ZAVER

Cilem této diplomové prace byl vyvoj optimalizované nizkondkladové mikroextrakcni techniky
pro analyzu a prekoncentraci bazickych 1éCiv v biologickych vzorcich. K tomuto ucelu byla
pouzita mikroextrakce pifes kapalnou membranu ukotvenou na pevném nosici (SLM)
Z polyvinylidendifluoridu (PVDF). Schopnost mikroextrakce pfes SLM prekoncentrovat
analyty a precistit vzorek byla zkoumana pomoci laboratorni CE soustavy s UV detekci. CE
byla zvolena z diivodu snadného spojeni SLM s CE, které umoziuje in-line davkovani extraktu
Z fazového rozhrani SLM-akceptor piimo do CE separac¢ni kapilary.

Pro pocatecni optimalizacni experimenty slouzil jako donor fyziologicky roztok, ktery
simuloval prostiedi redlnych vzorkt. Po optimalizaci zékladnich podminek mikroextrakce pies
SLM byly dalsi parametry optimalizovany 1 v prostfedi komplexnich matric, a to v nefedénych
vzorcich lidské moci a lidské krve eluované ze suchych krevnich tecek. Cilem zékladni
optimalizace bylo stanoveni nejvhodnéjSich podminek mikroextrakce pro piecisténi
biologického vzorku a prekoncentrace analytli v akceptorové fazi. Nejoptimalnéjsi organicka
faze na impregnaci hydrofobni PVDF membrany mikroextrakéni jednotky byla zvolena smés
ENB a DHE v poméru 1:1 o objemu 2 pl. Pro snizeni ¢asové naro¢nosti mikroextrakce byla
vialka s mikroextrakéni jednotkou umisténa na tfepacku, s optimalni rychlosti tfepani
1000 rpm. Jako optimélni pomér roztokit donoru a akceptoru pro zisk co nejvétsi miry
prekoncentrace a zaroven zachovani dostatecné extrakéni vytéZnosti (ER) byly zvoleny objemy
400 pl roztoku donoru a 15 pl roztoku akceptoru. Tyto optimalizované podminky byly nasledné
aplikovany pfi stanoveni vlivu pH donoru na hodnotu ER a zkoumaéni casového prib&hu
mikroextrakce fyziologického roztoku i realnych vzorku. Jako optimalni se ukazala extrakce
roztoku donoru bez alkalizace, coZz vede ke snizené spotfeb& reagentli. Nakonec byl
optimalizovan ¢as extrakce, kdy byl jako kompromis mezi ¢asovou naro¢nosti mikroextrakce
a zisku dostate¢né vysokych hodnot ER zvolen ¢as mikroextrakce 60 minut.

Vysledkem této diplomové prace je optimalizovana analytickd metoda, ktera umoziuje
prekoncentraci bazickych 1é€iv z komplexnich biologickych matric pomoci SLM extrakci a
jejich pfimé stanoveni pomoci CE. Vyhodou této metody je pouziti levnych jednordzovych
mikroextrakénich jednotek, které jsou komerc¢né dostupné a jsou tak vhodné napiiklad pro
analyzy v klinickych laboratofich. Vyvinutou extrakéni metodu je mozno polo-automatizovat
a je tak mozno provést az 96 mikroextrakci najednou, coz vede k vyraznému snizeni ¢asu
potfebného pro jednu extrakci. Dalsi automatizace je moZzna spojenim s komerénimi pfistroji
pro CE, které umoziiuji automatické davkovani precisténych vzorkdl a navic také uziti
selektivnich a citlivych detektort (LIF, MS).
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AV CR
BGE
CE
CE-UV

DBS
DHE
DI H20
DLLME

EME
ENB
EOF
ER
FSSLM

HF-LPME
HFSLM

HPLC

LAN
LC-MS
LC-MS/MS

LIF
LLE
LOD
LOQ
MS

akademie véd Ceské republiky
zékladni elektrolyt (background electrolyte)
kapilarni elektroforéza (capillary electrophoresis)

kapilarni elektroforéza s UV detekci (capillary electrophoresis with UV-
detection)

suché krevni tecky (dried blood spots)
dihexyleter
deionizovana voda

disperzni mikroextrakce typu kapalina-kapalina (dispersive
microextraction)

liquid-liquid

elektromembranova extrakce (electromembrane extraction)
1-etyl-2-nitrobenzen

elektroosmoticky tok (electroosmotic flow)

extrakéni vytéZnost (extraction recovery)

kapalna membrana zakotvend na plochém nosici (flat sheet supported liquid
membrane)

mikroextrakce pres duté vlakno (hollow fibre microextraction)

kapalna membréana zakotvena v nosici z dutych vlaken (hollow fibre supported
liquid membrane)

vysoce  ucinna kapalinova chromatografie
chromatography)

(high  performance liquid
lokalni sit’ (local area network)
kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii

kapalinovd chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii (liquid
chromatography with tandem-mass spectrometry)

laserem indukovana fluorescence

extrakce typu kapalina-kapalina (liquid-liquid extraction)
mez detekce (limit of detection)

mez stanovitelnosti (limit of quantification)

hmotnostni spektrometrie
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PALME paralelni extrakce se syntetickou kapalnou membranou (parallel artificial liquid
membrane extraction)

PP polypropylen

PTFE polytetrafluoretylen

PVDF polyvinylidendifluorid

SDME mikroextrakce jednou kapkou (single drop microextraction)

SLM kapalnd membréna zakotvena na pevném nosici (supported liquid membrane)
SPE extrakce na pevné fazi (solid phase extraction)

UHPLC-MS ultra vysoce ucinna kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
(ultra-high performance liquid chromatography with mass spectrometry)

uv ultrafialové zateni (ultraviolet)

VIS viditelné zateni (visible)
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