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ABSTRAKT

Tékavé organické latky lze izolovat a zakoncentravabdného roztoku metodami, které
jsou zaloZzeny na analyze rovnovazneé plynné fazegpdiky jejich €kavosti. Cilem této
bakal&ské prace je stanoveni mnoZzstvi rezidualniho tetadmlu paficiho mezi ¢kavé
organické latky, ve vzorcich po lyofilizaci. Vzorkyyly piipraveny smisenim hydrofobni
sondy a hydrofilniho hyaluronanu. Aby ke smiseniSlao je teba pidat organické
rozpoustdlo terc-butanol, ktery zaji§je stabilni prosedi. Pra¢ diky nému dojde
k homogennimu smiseni sondy a hyaluronanu. Nasleyodilizaci vzorku dojde k naruseni
vodného obalu hyaluronanu a nepolarni vodiky, kigoé v im ukryté, mohou interagovat
s hydrofobni sondou. Navazani sondyjéedité v oblasti onkologie, kdy tento faktige byt
vyuzit v oblasti cilené distribuce d&. Ve vysledném produktu je vSak terc-butanol
nezadouci, zejména v oblastech medicinskych apliRedmétem této prace je minimalizace
rezidualniho mnozstvi terc-butanolu ve vyslednéwfiligaénim kol&i. Ke stanoveni jeho
obsahu byla pouzita metoda analyzy rovnovazné glyéme (staticky Head-Space) pomoci
plynové chromatografie s plamenovou ioiziadetekci (GC/FID).

ABSTRACT

Volatile organic compounds could be isolated andceatrated from liquid solution using
methods, which are based on analysis of equilibrga®s phasehecause of their volatility.
The aim of this bachelor’s thesis is determinatiba amount of residual tert-butanol,
belonging to volatile organic compounds, in the gkas after lyophilisation. Samples were
prepared by mixing hydrofobic sonde and hydrofilyaluronan. For mixing these
components it is necessary to add organic solverttbtitanol, which ensures stable
environment. Thanks to its presence mixing of prabd hyaluronan occurs. Consecutive
lyopfilisation of the sample leads to the disruptiof a water cover of hyaluronan
and nonpolar hydrogen atoms, which are hidden,igah interact with hydrofobic probe.
Bonding the probe is important in oncology, whelnés tfact could be used in targeted
distribution of pharmaceuticals. However preserceid-butanol is unacceptable in the final
product, mainly in medical applications. The objdts study is the minimization of residual
tert-butanol amount in final lyophilised cake. Timethod of equilibrium gas phase analysis
(static Head-Space) by gas chromatography with dlaomization detection (GC/FID) was
used for the determination of its content.

KLI COVA SLOVA
Tekavé organicke latky, terc-butanol, lyofilizace, M, Head-Space analyza, GC/FID

KEYWORDS
Volatile organic compounds, tert-butanol, lyoptatisn, SPME, Head-Space analysis,
GC/FID
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1 UvOD

V piedkladané praci jgeSena problematika analyzskavych organickych latek. K izolaci
a zakoncentrovanéthto latek z vodného roztoku jsou vhodné metodgpZzaié na analyze
rovnovazne plynné faze.

Terc-butanol p&t mezi tkavé organické latky a jeho rezidualni mnoZstvivaercich
po lyofilizaci je vhodné analyzovat z plynné fazeayw diky jeho &kavosti. Ve vzorcich
zaji¥uje terc-butanol stabilni prasdi a diky gmu je mozné homogenni smiseni hydrofobni
sondy s hydrofilnim hyaluronanem. Nasleduje probesfilizace, kdy dojde k naruSeni
vodného obalu hyaluronanu a nepolarni vodiky, k@ pod nim ukryty, mohou interagovat
s hydrofobni sondou. Navazani sondy na hyaluromadil¢zité zejména v oblasti cilené
distribuce léiv, coZ se stalo v poslednich letech velmi diskatopm tématem v oblasti
onkologie a pednttem zkouméani mnoha vyzkumnych center. Bylo &jiét Ze buicné
nadory obsahuji receptory, né&nse vaze pravhyaluronan a diky tomu je imunitni systém
nepovazuje za hrozbu a nebrani se. diky tomuto jevu je hyaluronan vhodny jako ®osi
cytotoxickych latek, protoze na rozdil od cytostatnaSenych doita samostathbez nosie,
pusobi tento systém ciléra nehubi zdraveé kly, jako samostatna cytostatika.

Ve vysledném produktu je vyskyt terc-butanolu neidd, zejména z hlediska
medicinskych aplikaci, proto je snaha jeho mnoastyofilizacnim kol&i minimalizovat.

Ke stanoveni rezidualniho mnozstvi ve vzorku bylyzity metody izolace analytu pomoci
mikroextrakce tuhou fazi (SPME) se vzorkovanim mazné plynné faze d&ima analyza
rovnovazné plynné faze pomoci plynové chromatografplamenovou ionizai detekci
(GC/FID). Analyticky postup byl optimalizovan. Z&wprace poskytneiphled o rezidualnim
mnoZstvi terc-butanolu wipravenych vzorcich.



2 TEORETICKA CAST
2.1 lzolace €kavych organickych latek a jejich zakoncentrovani

2.1.1 Extrakce plynem
Extrakce plynem je metoda,ipkteré neni zapéebi rozpougdla. V kombinaci s GC
je ¢asto pouzivana ke stanovetkavych slozek v plynné fazi a ke stanoveni stopb\yrwki
ve vzorcich, které nemohou byt stanoveggrou analyzou GC. Koncentrace latky v plynné
fazi je ovlivrena rekolika faktory. MnoZstvi analytui v parnim prostoru je dano jeho
parcialnim tlakenp;. Parcialni tlak sam o séle ovlivnény nasledujicimi faktory:
- tlakem pactisté slozkypio,
- koncentraci analytu(x),
- aktivitnim koeficientem y; analyzovaného vzorku. Parcidlni tlak je dan
rovnici (2-1):
P =X Ly [Py (>-1)
Plocha pikuF; udavd miru zastoupenité slozky v plynné faziF = (p) aje dana
vztahem (2-2):

F= f(xi [y, [pio) (2-2)

Koncentrace analytu v plynné fazi je ovléia teplotou a dobou temperace. ProtoZe je tlak
par zavisly na teplét je velmi dilezité ji dodrzet aregulovat. Dale jeba vzit v Gvahu
i dobu potebnou k dosazeni rovnovahy tlaku pary, ktera jesiwna druhu stanovovaného
analytu [1].
Zde jsou uvedeny @vmetody analyzy plynné faze:
- staticka— Analyza rovnovazné plynné faze (Head-Space),
- dynamicka VynasSeni plynem (stripovani — Purge and Trap) [2]

Analyza rovnovazné plynné faze (staticky Head-Space

Analyza probiha v uzaeném systému, kde dochazi kustaveni rovnovahy mezi
analyzovanym vzorkem aplynnou fazi [1]. Jednoduchgkres z&zeni je uveden
na Obrazku 1. Maly objem plynné faze se po dosatsmiovahy v systému davkuje do GC.
Ustaveni rovnovahy je ovliwmo fyzikalnimi vlastnostmi matrice. V rovnovaznéertaval
je rozclovaci koeficieniK dan nasledujici rovnici (2-3):

K=S (2-3)
Cg

kdecs je koncentrace analytu ve vzorkage koncentrace analytu v plynné fazi.

Vhodny vzorek pro metodu extrakce plynem byl mbsahovat co nejvySsi koncentraci
tékavych latek, které snadnagdou do plynné faze a co nejmélatek, které by mohly
stanoveni rusit. Zvolenim vhodné teploty se zlgpsnos Ekavych analyi do plynné faze.
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Obrazek 1: Nakres zgzeni pro staticky Head-Space [2]

vzorek

Princip:

Do vialky, ktera je uzaena septem (teflonovou folii dovfitse umisti pdebné mnozstvi
vzorku. Vialka se necha ¢itou dobu temperovat ve vodni laznii peplo€, ktera se odviji
od bodu varu analytu. Temperuje se zpravidla deX®s rovnovahy systému, coz
se stanovuje experimentélrDo plynné fazeigjdou tkavé latky.

Po dosazeni rovnhovahy je pomoci plysoie stikacky odebrano alikvotni mnozstvi plynné
faze, a to je analyzovano pomoci plynové chromafa(manualni provedeni). Aby plynna
faze nekondenzovala, musi byt teplota plyaoé stikacky vysSi nez teplota vodni |&znFxi
automatické analyze je alikvotni mnoZstvi odebrammmatickym davkowaem [2, 3].

Vynaseni plynem (stripovani — Purge and Trap)

Tato metoda umadilije kvantitativni stanovenékavych slozek  velmi nizkych mezich
detekce.
Princip:

Principem je extrakce plynem se zakoncentrovanim tmaém sorbentu. Vzorek
se nadavkuje do skléné nadobky, kjejimuz dnu je zavedena jehla a pitgébublava
vynaSeci (inertni) plyn. Plyn postupuje &am vzhiru aje veden do sofpi trubiky,
ve které se analyt adsorbuje na vhodném sorberdtkreN z&zeni je uveden na Obrazku 2.
Nasleduje termalni desorpce exponovanych &mkoi Teplota a délka desorpce se voli
v zavislosti na pouZzitém sorbentuiké byt provedena dma zgsoby:

a) P¥i pouziti specialniho desorbéru v GC je trikai zapojena do proudu nosného plynu

pied injektor. Ve specialnim termostatu jsou zachgcéiiky tepeld desorbovany
a prevedeny fimo na kolonu, kde pr@bne analyza [2]. #¢d kolonu niZe byt umisin
tzv. kryotrap, coZ je vymrazovaci izzeni, kteréreSi problémy s rozdilnymi fioky
nosného plynu skrz sampi trubici. Kolona je ochlazena na nizkou teplozaehycené
tekavé latky jsou zde zafokusovany (zkondenzuji).ugset pitok plynu je sniZzen
na hodnotu pitoku kolonou, zachycené latky jsou prudceaay z divodu gestupu
do plynné faze a poktsji na kolonu [4]. Vyhodou je ipvedeni celé hmotnosti
izolovaneé latky.
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b) Léatky, které jsou naadsorbovany se z tékpieluuji malym mnoZstvim organického
rozpoustdla a nasledujeipmy nastik do injektoru GC [2].

piivod plynu l

promyvaci plyn

HE

| 5 |<_

L

sorpéni trubiéka

vzorel

Obrazek 2: Schéma usgéadani metody Purge and Trap [4]

Extrakce kapalinou p&tmezi techniky dlici a je Siroce vyuzivanatipstudiu girodnich
latek. Je zaloZena na rovnovazné distribuci latkgzimdw nemisitelné faze (organicka
avodna faze). Distribuci latky je moZno charaktevat distribdnim koncentrénim
ponerem (2—4):

D, 5 = (0 (2-4)

kde (c, ),,a (Ca )y VYiackuji stechiometrické saty koncentraci viech slozek, které obsahuiji

latku A ve fazi organické a vodné. Cilem jgeyest co negtsSi podil latky A do organické
faze, ve které ji Ize snadno izolovat a stanovit.

Tékavé analyty jsou extrahovany z vodného amit do organického rozpoudta.
Vzhledem k tomu, Ze se élfaze nemisi, vrstva s vySSi hustotou je spodniav®pu volbou
rozpoustdla se analyt i@dnost® zkoncentruje jen v jedné fazéimz se zvysSi &innost
extrakce. Obecanplati pravidlo ,podobné rozpousti se v podobnéhieré iika, Zze pokud
extrahujeme nepolarni latky zvody, budeme pouzimalo polarni nebo nepolarni
rozpoustdla.

Polarni rozpoustla ¢asto byvaji cast&né rozpustnd ve vag proto bude extrakce
kapalinou vhodna fedevSim pro zakoncentrovani nepolarnich latek ¥ v@omoci
rozpoustdla jako je nafiklad hexan nebo dichlormethan.

Pouzivané rozpouXtlo by nelo sphovat nasledujici poZzadavky:

11



- mélo by byt malo rozpustné ve ved
- mélo by mit takové chemické vlastnosti, diky kterymdb mit sledovany analyt
vySSi afinitu k rozpoustlu nez k vod,
- v pripadt koncentraniho kroku, ktery nasleduje po extrakci, se must bravahu
i tékavost extrakniho rozpou&dia.
Nevyhodou této techniky je, Ze vSechny gkniny (gkavé, semivolatilni i nékavé) jsou
extrahovany &hem stejné extraki doby a i odpaovani mohou nastat ztraty vysoce
tekavych latek [1, 3].

2.1.2 Extrakce tuhym sorbentem (SPE)

Tato metoda je znama pod pojmem ,Solid Phase Hidréc Jeji hlavni vyuZziti
je v pipadech, kdy koncentrace polutane vod je nizsi, nez je mez stanovitelnosti pouzité
analytické metody. SPE je zaloZena na rovnovazstélulici analytu mezi tuhou fazi a vodu,
piicemz rovnovaha je vyraZmposunuta ve prosph tuhé faze.

Vodny roztok obsahujici analyt seiyiede do kontaktu stuhym sorbentem, ktery ma
za ukol nasorbovat analyt. Sorpce ostatnich slodetoku je nezadouci. Po projiti roztoku
sorgni kolonou je zachyceny analyt uveéin eluci vhodnym rozpouitlem. Lze pouZzit
uspdadanistatické kdy je roztok vzorku michan se sorbentem, kterggsled# odfiltrovan.
Druhé a vyuZivagjSi je uspsadanidynamicképii kterém roztok vzorku proték&gs sorpni
kolonku, kterd obsahuje vhodné mnoZzstvi sorbemido{ miligramy az gramy) [3].

2.1.3 Mikroextrakce tuhou fazi (SPME — Solid-Phase Microgtraction)

Mikroextrakce tuhou fazi (dale jen SPME) je modeaxritinna sorgné/desorgni metoda
vhodna pro izolaci analytu a stanoveni organickyadiekul pochazejicich Ziznych druli
matric. Tato technika eliminuje pebu pouziti organickych rozpoddel nebo
komplikovanych aparatur, proto je jeji rtekonatelnou vyhodou jednoduchost pouziti
a operativnost. Je Setrna k Zivotnimu piedita spti naklady na provoz.

SPME je snadno reprodukovatelna a vygazekracuje ¢as potebny pro izolaci
stanovovanych sla@enin ve vzorku [5].

Metodu vyvinul tym ¥dci pod vedenim profesora Janusze Pawliszyna na Uitiver
(University of Waterloo) v Kanadském Ontariu. Cilet@to techniky je ziskani analytu
v mnoZstvi, které je detekovatelné, dostaéea bez dalSich nezadoucié¢hmgsi [7].

Princip SPME

SPME je metoda izotai, pi které je sloZzka vzorku sorbovana na vhodné viajdeka
1 az 2 cm), které je pokryto polymerem (vhodnérish faze) a ukryto uvritduté ocelové
jehly SPME drzdku. Tlou&a vrstvy skrné faze na povrchuiégmenného vidkna je 7 az
100pm. Jehla slouZi k ochran vlakna @ed mechanickym poskozenim &reim
a k propichnuti septa umdsgho v uzasru vialky naplné analyzovanou matrici.

SPME se od klasickych extraiich technik liSi tim, Ze analyt neni ze vzorkuraxbvan
S co nejvysSim vg¥kem, ale pouze do dosazeni rovnovazného stavu.
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Rovnovazny stav SPME je z fyziké&lrchemického hlediska zavisly na typu a tknes
polymeru, kterym je pokryto iflemenné vlakno. MnoZstvi nasorbovaného analytu zavis
na distribéni konstant, ato tak, Ze distridini konstanta s rostoucim bodem varu
a molekulovou hmotnosti analytu roste. Plati, Zalyans nejvyssi distribtni konstantou
uréuje dobu extrakce.

Obecrt se tkavé latky lépe sorbuji na s#8i vrstvu polymeru a semivolatilni latky
navrstvu tedi. P praci s kapalnymi vzorky je mnoZstvi analytu sivéné na vidka
VvV rovnovaznéem stavurimo ungrné koncentraci analytu ve vzorku [5, 8]:

Kvs [Vv [CO [Vs (2—5)

KVS |SVV +VS

kde n udava mnozstvi sorbovaného analyy je rozdlovaci koeficient (polymer — voda),
Co pocateni koncentrace analytis objem skrného média (pokryti) ¥, objem vzorku.

Rovnice (2-5) znd linearni vztah mezi p@teni koncentraci analytu ve vzorku
a mnozstvim analytu sorbovaného na wgpelymeru. Organickeé latky, které tfovrstvu
vldkna, jsou vybirany podle hodnoty refmaciho koeficientukys Cim vy3si rozdlovaci
koeficient, tim vySSi ma vlakno s@rmg schopnost [5, 8].

Sorpce analytu je mozna &wpiimym pondenim vlakna do roztoku (u kapalnych vzirk
nebo vzorkovanim z rovnovazné plynné faze (pevkepalné vzorky) [2]. Princip SPME
je znazorgn na Obrazku 3 a 4.

Touto metodou lze provad stanoveni kvantitativni ikvalitativni. SPME ayed
je pouzitelna v kombinaci s plynovou chromatogradiiadaptér SPME-HPLC umiafe
vyuziti i s kapalinovou chromatografii [7].
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Vsunut
vlakna/vysunuti

i i jehly
Propichnufi septa Vysunuti e
Jjehlou vlakna/sorpce
analytm
N Il — &

© Y .
Obrazek 3: Princip SPME — fima sorpce [5]

Zasunuti
vlakna/vysunuti
jehly
Propichnuti septa
injektoru GC Vysunuti vlakna/
desorpee analytm

N
!

Obrézek 4: Princip SPME — desorpce [5]
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Optimalizace SPME

Vhodna volba vldkna zatuje stanoveni latek s nizkou koncentraci a vysoce
reprodukovatelné vysledky.tiPvlastni aplikaci na analyzou sledovanych latkgehutné
provést optimalizaci extr&kich paramefr. Pro dosazeni reprodukovatelnosti vysledk
je poteba dodrzet vSechny podminky extrakce a detekd:[7,

Typ SPME vlakna tlougka

Rovnovéazny stav SPME je zavisly na tléee a typu polymeru, ktery pokryvadmenné
vlakno. MnoZstvi nasorbovaného analytu zavisi oadtte vrstvy polymeru a na distrityi
na sorpci dkawjSich latek. Naopak je tomu u vrstvy &&nkde probiha rychlejsi difuze &ip
tepelné desorpci jsou vySe-vrouci latky twadany rychleji [6].

Polarita vlakna, specificky povrch a porozita

Vlakna s nepolarnim povrchem sorbuginingji nepolarni analyty a naopak. Do polyraer
se ffidavaji sorbenty - ndfklad silns polarni CarbowaXEG v divinylbenzenovém
polymeru, ktery z¥tSuje specificky povrch a tim zvysSujéininost extrakce malych polarnich
molekul [6].

Velikost sorpni vialky
Pri pifimé metod, kde se ponwmje vlakno pimo do kapalného vzorku, se doparje
minimalizovat prostor plynné faze ve vialce [6].

Pridavek soli a hodnota pH

Pokud se fed extrakci fida do vzorku 25-30 % hmotnostnich chloridu sodnéabo se
upravi pH vzorku, zvySi se iontova sila a sniziogpustnost analyt PredevSim u latek
tekavych a polarnich sefipavkem soli vyraz& zvySi iontova sila a tim i¢innost extrakce.
Naopak u vysokomolekularnich latek se zvySeni wdtsily nedoportuje, jelikoZz mohou
tak, Ze kyselé sloZky jsou |épe extrahovany v l&mseprostedi a bazické naopak. JéleFité
vhodre zvolit hodnotu pH a vliv iontové sily, aby bylateakce co nejéinngjsi [6, 8].

Michéni vzorku
Michéni usnatiuje transport vzorkovanych molekul kesele fazi,cimz je doba extrakce
shizena adinnost zvysSena. Je Zadouci hlawnmolekul s vy$Sim difaznim koeficientem [5].

Extrakeni méd

T¢kavé analyty mohou byt vzorkovany @wa zpisoby: bul’ pondenim vidkna fimo
do vzorku, nebo extrakci na vidkno z rovnovaznénpdy faze. Nekavé analyty musi byt
extrahovany pouze porfenim vliakna do vzorku [9].
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Dostupné typy vlaken a jejich vlastnosti
V nasledujici Tabulce 1 je uveden souhrn vlakereréktjsou v dneSni debna trhu

dostupna. Jednotlivé &me faze se liSi polaritou a sérmi vliastnostmi. Hprava vzork
metodou SPME ma své vyhody i nevyhody. Nevyhodaiderbyt nizk&4 schopnost zachytit
malé gkavé molekuly, protoze tyto latky dosahuji rovnoya@ichle a maji nizkou distrildai
konstantu. Naopak vyhodny je pdme nizky detekni limit [5].

Tabulka 1: Prehled dostupnych SPME vlaken [10]

Stacionérni faze Tloug’ka vrstvy Druh analyzy
Plyny a slodeniny s nizkou
Carboxe™/polydimethylsiloxan 75 um/StableFlex yny y . )
™ molekulovou hmotnosti, stopoye
(CAR™/PDMS) 85um L
koncentracegkavych latek
100pm Tekave latky
30 um Nepolarni, semivolatilni latky
Polydimethylsiloxan Nepolarni latky s vysokou
(PDMS) 2um molekulovou hmotnosti, slab
H polarni az nepolarni
semivolatilni latky
Polydimethylsiloxan/divinylbenzen 65um Tekavé latky, amino a nitro
(PDMS/DVB) H aromaty
Polyakrylat
yaxry 85um Polarni, semivolatilni latky
(PA)
Carbowax" (PEG)
60 um Alkoholy a polarni latk
Divinylbenzen/CarboxetY/ o _ o
) ) 3 Tekavé a semivolatilni latky
polydimethylsiloxan na StableFlex vigkn 50 um/30pum C-C,
(DVB/CAR™/PDMS) e
Divinylbenzen/Carboxelf nebo 50 um/30um i i 5
. . , . Stopova analyza slozek
polydimethylsiloxan na StableFlex viakn délka 2 cm
polydimethylsiloxan/divinylbenzen 60Um Aminy a polarni latky (pouze
(PDMS/DVB) H pro HPLC)

Pozn.: StableFIeX je novy typ kemenného viakna sipavkem polymeru, ktery zlepsuje
mechanické vlastnosti. Carboxen a StableFlex jsagistrované obchodni z¥ey
Sigma-Aldrich Co. Carbowax je registrovana obchamhatka Carbide Corp [10].

Stacionarni faze
- absorbenty- homogenntisté polymery (analyt je na vlakreachycen na zaklad

absorpce),
- adsorbenty— porézni¢astice suspendované v polymeru (analyt je na ¥lakn

zachycen na zakladdsorpce).
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Mechanismy sorpce v patku a v rovnovazném stavu jsou zndzasnna nasledujicich
Obrazcich5a6.:

absorpce adsorpte ve velkych porech adsorpce v malych porech

Obrazek 5: Pazatek sorpce [6]

absorpce adsorpee ve velkych porech adsorpce v malych porech

Obrazek 6: Rovnovéazny stav [6]

Metody vyhodnoceni

Metody vyhodnoceni jsou blize popsany v kapitol2.&. V této praci byla aplikovana
metoda standardnihd@igavku.

Pro ziskani shodnych dgsnych vysledk je nutné optimalizovat desdmp parametry
jednotlivych analyi: teplota nasiku, hloubka vsunuti viakna do n#kt, desorgni ¢as [8].
Jednotlivé kroky fi optimalizaci metody jsou zahrnuty v Tabulce 2:
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Tabulka 2: Doporwené kroky pi optimalizaci metody [6]

Doporuéena metoda kvantifikace
) ; Metoda Metoda
Skupenstvi Metoda Externi . | |
Typ analytu ., ) interniho standardniho
analytu vzorkovani kalibrace iy
standardu piridavku
v jednoduchy Z parni faze X
Py komplexni Z parni faze X X
) i Z parni faze X
jednoduchy D .
_ pondeni X X
kapalina —
, Z parni faze X X
komplexni .
pondeni X
L jednoduchy Z parni faze X
tuha latka ; .
komplexni Z parni faze X

Je dilezité uvazitskupenstvi vzorkweda jde o plyn, kapalinu nebo tuhou latkéikRdem
plynného vzorku nize byt vzduch ziskanyfip monitoringu Zivotniho progedi. Mezi
frekventované kapalné vzorky piatzorky pitné, odpadni nebo povrchové vody, datéskéa
voda, krevni vzorky aj. Mezi tuhé vzorky figtida, kaly, popel, rybi tkdafada dalSich.

Déle je nutné posoudiyp vzorky zda se jedna o vzorek jednoduchy nebo é&sslatek.
Jednoduché vzorky jsou homogenni s nizkym obsahmmyph ¢astic a organickych latek
(pitnd voda). Za sus latek se povazuji vzorky, které obsahuji Siroké@dentréni rozmezi
organickych latek a vysoky obsah pevnye¢astic, mohou obsahovat ilipidy a proteiny
(zpasobuji interference na via&n[1, 6, 8].

2.2 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie gatmezi separani metody. Principem je rovnovazné rétmhi
sloZzek mezi fazimobilni (inertni plyn = nosny plyn) a fazatacionarni(kapalina nebo tuh&
latka), Ficemz slozky jsou separovany vzdy ve fazi plynné [ldfierakce mezi molekulou
plynu (pary) a stacionarni fazi je dan&iwym druhem intermolekularnich sil (rozpoést,
adsorpce) a difazi [12].

Aby mohl byt vzorek touto metodou analyzovan, mugivsechny jeho slozky vypeny
definovanym zfisobem a $ vyparovani se nesji rozkladat. Obechje GC vhodné zejména
pro organické latky s teplotou varu do 400 °C. &&mé analyzovat i latky anorganické, ale
jen ty, které spiluji podminku &kavosti. Pokud se jedna o anorganickeé latkygkeaté, mohou
byt prevedeny nackawjSi derivaty a poté analyzovany [11].

2.2.1 Mobilni faze — nosny plyn

Uloha nosného plynu jeitkzita a pordrné jednoducha. Zaji&ije transport slozek kolonou
(pasobi jako pena3e), piicemzZ se natastni sepakamiho procesu.

Jako nosné plyny segvazre pouzivaji permanentni plyny (helium, dusik, vodikgon).
Tyto plyny se v kapalné stacionarni fazi nerozpoust
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Stlatitelnost plynu do ufité miry ovliviiuje zakladni vypéty parameti v GC a samotny
separéni proces. Aby plyn proudil kolonou, kteréegstavuje ufity odpor, je teba, aby tlak
na z&atku kolony byl vy3Si nez tlak na jejim konci, kidgva revazrie tlak atmosféricky.
Objem plynu je @ vySSim tlaku menSi. Pokud ma chromatografickéohal stale stejny
pramér, tak je pfitokova rychlost plynu na 2atku kolony mensi nez v méstkde plyn
vychazi. K nejrychlejSimu poklesu tlaku dochazkkaci kolony.

Diky proménné hodnat tlaku v kolorg nelze jednoduSe spitat objemovy pitok a tim ani
eluni objem, proto se #&ii tzv. retedni ¢as slozkyt,, pritokova rychlost na vystupu
z kolonyF, a vstupni tlalp;. Vystupni tlakpe byva shodny s tlakem atmosférickym [11].

2.2.2 Retentni charakteristiky
Casové:
Reter¢ni ¢ast,: ¢as od nasiku vzorku na kolonu po maximungiplusného piku.
Mrtvy castn, reteréni ¢as nezadrzované slozky.
Redukovany retemi cast, : ¢as straveny ve stacionarni fazi.
Zde plati:t, =t +t [13].
Na Obrazku 7 je znazafnma casova charakteristika natikladu chromatogramu ip

eluenim vyvijeni.

A slozka A
poie
= Stc"ill't
X1 i :
b i inert
(0] H
2 .
T pik '
S zakladni
7 —
linie
v l ts :
< ” >

Obrazek 7: Znazorrni reterni casové charakteristiky [14]

kde Y je Sika piku v zaklada (Sicka piku v polovig vysky Yi0), h vySka piku,A plocha
piku [13].

Objemové
Retergni objemV,: V, =t xF_
Mrtvy objemVm: V,, =t xF,
Redukovany retefmi objemV, : V' =V, =V,

19



Priatokova rychlost mobilni faz&y: prichod plynu kolonou je danigtlakem na vstupu,
kde je piitokova rychlost mensi.

Pri prichodu kolonou dochézi k dekompresi. Z rovnagitV )., = (P IV ) s, VYPIVVA,

vstup
Ze s klesajicim tlakem se zvySujaitpk kolonou, coZ je nezadouci vliv, ktery se elioje
pomocicistého reteéniho objemuv,,.
Cisty reteni objemV,: V. = j xV/
Kompresibilitni faktor j: koriguje vliv tlakového spadu v kolénatim ihodnotu
redukovaného reténiho objemu.

2
piJ 1
j :§ Po
2 (Y
Po
Retergni faktor k (kapacitni faktor):pomer ¢adi, které slodenina Ehem separace stravi
ve fazi stacionarni a mobilni.

(2-6)

m m m m (2_7)
V
k=Kj XV_Sde x p,

m

kde my ams jsou hmotnosti separované sloZzky v mobilni a st#nini fazi 88 je fazovy
poner chromatografického systému.

Distribuéni konstantaKq: nazn&uje, jakym zgisobem lze ovlitiovat retenci v GC,
faktork se zvySujici se retenci roste [13].

2.2.3 Plynovy chromatograf

Na Obrazku 8 je schematicky znazémmplynovy chromatograf. Mezi jeho zakladtésti
pafi: zdroj nosného plynu (tlakova lahev) tizeni pro regulaci a &eni pfitoku nosného
plynu, injektor, chromatografickd kolona, termostitektor a zZdzeni pro zesileni, zaznam
a vyhodnoceni signalu [11].
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nastfik vzorku
zpracovani
signalu

L i detektor j
stlateny nosny

plyn
\ [ ] : kolona * A

( ) T / vystup

regulator
pritoku

— termostat

Obrazek 8: Schéma plynového chromatografu [15]

Nosny plyn
Zdrojem byva nejastji tlakova lahev opdéena regulatorem tlaku (redirim ventilem).
Nosny plyn by nal byt vysokéistoty, bez vihkosti a bez obsahu kysliku.

Nastfik vzorku — Injektor

Injektor je gipojen ke vstupu do chromatografické kolony. N&skapalného vzorku
se provadi népstji pomoci mikrostikacky skrz septum (specialni pryZz odolavajici vysokym
teplotam), které odduje vnitrek injektoru od v§jSiho prostoru. Satasti injektoru
je skleréna vlozka (liner), ve které dochézi diky vysokddgpk mzikovému odpiani vzorku
a ke sprdvnému promichani s nosnym plynem. ¢&il injektoru pro nask vzorku
na kapilarni kolony je &i¢ toku (splitter), ktery umatuje vést na kolonu jetast odpgeného
vzorku. Ri stopové analyze nebdimnalyze srmssi latek, které se vyraZriSi bodem varu,
se pouZziva beztl covy néstik (splitless injection) [11].

2.2.4 Kolony v plynové chromatografii

Pouzivaji se kolonyapliové nebokapilarni. Napliové kolonyjsou trubice ze skla nebo
nerezové oceli o gméru 2 az 5 mm, které obsahuji adsorbent nebo kapataxionarni fazi
zakotvenou na inertnim n@si Délka naphovych kolon byvd od desitek centimetr
po rekolik metri.

Vzhledem k vysSi &innosti se pouzivajkolony kapilarnj které jsou vyrobeny z oxidu
kiemiitého vysokécistoty. Aby byly odolrjSi, pevrjSi a pruzsjsi, potahuji se vrstvou
polyimidu. Jejich piimér nebyva ¥tSi nez 0,5 mm, délka se vSakiie pohybovat od desitek
metri aZ po sto metr U kapilarnich kolon je stacionarni faze zakotvaaavnitnich sénach
kapilary [16].

RozliSujeme dva typy (Obrazek 9):
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WCOT

stacionarni faze sorbent

Obrazek 9: Pouzivané typy kapilarnich kolon [3]

WCOT (Wall-Coated Open Tubular)
Kolona s tenkym filmem stacionarni faze, ktery gesen fimo na vnitni strag kolony.
Tlou&’ka filmu byvé od 0,1 az po|an.

PLOT (Porous-Layer Open Tubular coloumn)
Kolona, kde je na vnihi s€né¢ kapilary nanesena (chemicky navazana) pérovitvars
adsorbentu o tlotige kolem 1Qum.

Stacionarni faze zadrZuje jednotlivé slozky vzorkaavislosti na jejich distriliinich
konstantach. Je volena dle charakteru vzorku, haeseplot varu a #la by byt podobného
typu jako analyzovany vzorek.

Dolni hranice pouZzitelnosti je dana teplotou téici®narni faze. Horni teplota je dana
tenzi par stacionarni faze, kterd se projevi tugia chromatogramu. V stasné dob
se pouzivaji stacionarni faze, které jsaevpzi na bazi polysiloxai [11]. Konkrétré
nagiklad polydimethylsiloxan znazogny na Obrazku 10.

CH, [CHz | cH
o] ol ol 720
H™ \Ti/ \g/ \?i/ “H
CH3 —CHS_nCH3

Obrazek 10: Strukturni vzorec polydimethylsiloxanu [13]

2.2.5 Detektory v plynové chromatografii

Detektor ma za ukol poskytnout rozdilné signally gsichodu samotného nosného plynu
a @i prachodu nosného plynu, ktery obsahuje eluovanou slo¥& dlezité, aby poskytoval
stabilni signal, il co nejniz8i minimalni detekovatelnd mnozZstvi atdt®né rychlou reakci
na znénu slozZeni prochazejiciho eluatu.

V plynové chromatografii se pouzivékolik zakladnich typ detektofi [11]:
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Plamenovy ionizéni detektor (FID — Flame lonization Detector)

Detektor FID (znadzowm na Obrazku 11) ionizuje organické sleainy v plameni, ktery
je tvoren vodikem a vzduchem. lonizace molekul eluovarg/éiolony probihd v plameni,
ktery hdi na kapilarni trysce mezi dma elektrodami, na které je vloZeno jedndésré
napsti (100 az 300 V); jednou elektrodou byva saniabek, druhda je kominkovitého tvaru
umiseéna nad plaminkem. ¥istém vodikovém plaminku se vyskytuje velmi malmtio
jejich patet vyrazr vznista v fitomnosti stopovych mnozstvi uhlovodikrepelnou energii,
ktera se uvolniip hofeni, se &fpi chemickeé vazby organickych latek za vzniku ratlikktere
reaguji v reduéni zoreé plamene s vodikem za vzniku radikdBH-. Radikaly se oxiduji
v oxidasni zére za vzniku iont CHO™ a uvolreni elektronu (2—8):

CH30"=CHO" +&” (-8)

V plameni probihaji i paralelni reakcej kterych vznikaji neutralnfastice a ionty zanikaji
rekombinaci. Heteroatomy se mohou podilet i na mdkoaci ionfi. FID je citlivy
na slodeniny, které tvéi ve vodikovém plameni radikalgH-. Odezva detektoru zavisi na
postu uhlikovych atom v molekule latky, kterd za podminek detekceiitionty CHO™.
Kromé¢ typu analyzované sl¢aniny zavisi citlivost detektoru ina jeho konstilk
ionizatnim nagti, toku nosného plynu a vzdjemného gamtoku nosného plynufiglavného
plynu a vodiku v detektoru [17].

Pro tuto préaci byl k analyze pouzit GC s plamenionizatnim detektorem.

Obrazek 11: Schéma plameneévonizatniho detektoru [13]
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Detektor elektronového zachytu (ECD — Electron Caygt Detector)

Tento selektivni detektor vyuziva schopnost elal@gativnich atorin funkinich skupin
nebo molekul zachytavat elektrony. Radioaktipnz&ic (*H, ®Ni) ionizuje dusik v nirné
cele detektoru arpionizaci vznikaji kationty dusiku a pomalé (tzermalni) elektrony (viz
rovnice (2-9)); mirnou celou prochazi konstantni ioniméproud.

BTN, =B N He

Pokud se v nosném plynu objevi sloZzka, ktera jemea zachytit pomalé elektrony, dojde
ke snizeni ionizaiho proudu Urrné mnozstvi této latky.

ECD je selektivni detektor pro sl&niny, které obsahuji atomy halogeriosforu, siry
a kysliku. Citlivost detektoru zavisi na elektroatgté atomu nebo na fugki skupirg a jeji
zastoupeni v molekule sléeniny [17].

(2-9)

Tepelr¥ vodivostni detektor (TCD — Thermal Conductivity teetor, katarometr)

Dulezitou ¢asti TCD je tenké odporové vlakno, které je uamistuvnit kovoveho bloku.
Timto vldaknem prochéazi konstantni elektricky praudaltiva ho na utitou teplotu. Pokud
detektorem, ktery je vyaty na konstantni teplotu prochazi nosny plyn stgpiitoku, je
i teplota odporoveho vlakna konstantni. Pokud pbpsahuje eluovanou slozku s jinou
tepelnou vodivosti neZ ma nosny plyn, dojde ke&rgnieploty vlakna a tim i ke z&n¢ jeho
elektrického odporu [11].

Plamenovy fotometricky detektor (FPD — Flame Photetric Detector)

Tento selektivni detektor k detekci vyuziva emé@eni po excitaci heteroatomu v plameni.
Detektor je velmi citlivy zejména na heteroatomyysa fosforu, ale i na dusik a arsen.
Detekce je zaloZena na vzniku excitované HR@stice, i prechodu skupiny HPO
z excitovaného do zakladniho energetického stavwyedeno charakteristické gni
(A =526 nm a 565 nm) [13, 17].

Fotoioniza‘ni detektor (PID — Photolonisation Detector)
Fotoioniz&ni detektor pat mezi detektory selektivni a k ionizaci (2—-10) atané latky
vyuzivad UV vybojku § = 106 — 150 nm). PouZivana energigendje 8,3 — 11,7 eV.
PID poskytuje signal na aromaty a neposkytuje odemvnasycené uhlovodiky [13, 17].
R+hv=R"+e (2-10)

2.2.6 Kvalitativni a kvantitativni vyhodnoceni

Kvalitativni analyza

Elu¢ni parametryt, aV, jsou nositeli kvalitativni informace. Kvalitativnanalyza
je zaloZzena na porovnani retaeiho ¢asu neznamé slozky a standardu stanovenyiini p
stejnych podminkach chromatografickéhtledi. Toto stanoveni je nutné provést na dvou
kolonach sizné¢ polarni stacionarni fazi. Vysledné reten casy analyzované slozky
se porovnaji s etinimi ¢asy standardu a pokud jsou shodné, Ize povazoayzamvanou
latku za totoznou se standardem [3, 18].
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Kvantitativni analyza

Pred samotnou kvantitativni analyzou je nutn&itrplochy piki, coz se provadi pomoci
integratofi, které jsou zabudovanyimo v ovladacim programu plynového chromatografu.
Vlastni vypa@et koncentrace Ize provést nasledujicimi metodami:

Metoda vnitni normalizace

Zde se procentové sloZzeni &n(2—-11) vypdita na zakladl zmeifenych ploch pik A; az
An. Procentovy podil plochy pika; se ziska &lenim integrované plochy piké; plochou
vSech pik a naslednym vynasobeniiislem 100:

o A =D

Metoda absolutni kalibrace

Nekdy je tato metoda oztavana jako metoda vrgjSiho standardu. Principem
je davkovani znamého mnozstvi analytu a standaedshodnych podminek. Porovnanim
nantienych ploch nebo vySek se provede vyhodnoceni.

Metoda vnitniho standardu

Znama je i pod nazvemepiima neborelativni metoda. Do vzorku se fida jedna nova
latka 0 znamém mnozZstvi, ktera vSak nesmi interfgre ostatnimi piky vzorku. Nenieba
znat mnozstvi vzorku, ktery je davkovan do chrometfu, ale je nutné zjistit odezvové
faktory, které se obeéniSi pro slozku i standard [3]. Tato metoda je Ziydna velmicasto,
jelikoz eliminuje ztraty Bhemcisténi a apravy vzorku [2].

Metoda standardniho/fdavku

Ke znamému mnozstvi vzork\W, se fida stanovovana latka o znamém objeiu
a koncentracc,. Nejprve se stanovi plocha piku vzorku bézlgvkuA, a nasledé zvétSena
plocha o pidavekA,, ktery vSak musi byt maximardvojnasobny. fedpoklada se, ze maly
objem pidaného standardu nemobi vyznamnou z#mu objemu vzorku. Vysledna
koncentrace stanovovaného analytse vypdéte dle vztahu (2—-12):

— A [Cp [Vp (2-12)
AV, V) -A N,

C,
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2.3 Hyaluronan (kyselina hyaluronova)

Jako prvni popsal v roce 1934 Karl Meyer se svymstastem Johnem Palmerem princip
izolace kyseliny hyaluronové z h¢&giho sklivce [19]. Tato latka se dnes oana nefast;i
jako hyaluronan (spojeni kyselé formy a hyalurohatDuvodem je vyskyt v Zivych
organismech ve fortnsoli draselné a sodné [20]. Hyaluronan j&rgzert se vyskytujici
biopolymer, ktery zastadvaékolik vyznamnych biologickych funkci lech sava [21].

Je hlavni sotasti vystelkové a nervové tk&ia extracelularniho matrix [22]. TéZ se vyskytuje
V pupe&ni Siife a je z vice nez 50 %ipmny v pokoZce [23].

V dnesni dob je hyaluronan diky své biologické aktijprednEtem intenzivniho vyzkumu
v oblastech pmmyslovych aplikaci jako jsou kosmetika neb&iva. Vyznauje se vybornymi
hydrat&nimi vlastnostmi [24]. Hydratace je jedna z riggdit¢jSich biologickych funkci,
kterou hyaluronan zastava a byla studovana pomikdlika metod, kterymi jsou najklad
NMR, ultrazvukova denzitometricka analyza nebo tdnhanalyza [25].

Hyaluronan je typicky semiflexibilni polyelektrolytjehoz vlastnosti jsou zavislé
na koncentraci a molekulové hmotnosti. Se zvysggdkoncentraci a molekulovou hmotnosti
glukuronové zpsobuje tvorbu soli siznymi kationty. Jednoduché kationty (draslikjdik,
sodik) jsou zcela rozpustné ve ¥pd polymernich nebo hydrofobnich katidbje to naopak.
Rozpustnost v alkoholu a védje omezena. V nepolarnich rozpawulech je kyselina
hyaluronova nerozpustna [26].

2.3.1 Struktura v roztoku

Hyaluronan je anionaktivni, neragtveny a neobsahuje zadné siranové skupiny [20k Dal
je tvoreny z disacharidovych jednotek, konkketm kyseliny D-glukuronové a N-acetyl-D-
glukosaminu. Tyto jednotky se opakuji ajsou sppjestidaw beta-1,4 a beta-1,3
glykosidickou vazbou (Obrazek 12)@[}19].

Ma

' H
NH i
OH H OH 0=< H
CH,
D-glularonova kyselina H-acetyl-D-glukos amin

Obrazek 12: Chemicka struktura hyaluronanu [22]

Glykosidicka vazba umakije vp-konfiguraci prostoro¥ vétSim skupinam fejit
do ekvatorialni polohy, ktera je stericky vyhod@atato oblast molekuly se stane polarni.
Druh& oblast je nepolérni, coz jeugpbeno fitomnymi vodikovymi atomy, které zaujimaji
axialni polohu (tzv. ,hydrophobic patch®) [19]. Kbgurace hyaluronanu je znazeéna
na Obrazku 13.
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Obrazek 13: Molekula hyaluronanu s nepolarninie(vena) a polarnimi (modréa) oblastmi [19]

Ve fyziologickém roztoku je molekula hyaluronanalstizovana gkolika zpisoby. Vazby
v cukernych kruzich jsou nejpe¥jgi a nendni se. Glykosidické vazby mezi cukernymi kruhy
jsou stabilizovany vodikovymi @istky a umo#uji ot&eni molekuly. B stabilizaci molekuly
jsou dilezité i interakce s pragtdim, tedy rozpou&tlem. Disacharidové jednotky jsou
v Fettzci poot@eny o 180° vzhledem k dalSi jednotce. Strukturazeaovana jako dvakrat
statena Sroubovice. Cukerné jednotky se kazdou druhtéiékau dostavaji do jpvodni
orientace, a proto se polarni a nepolarni oblgetkoji po piblizné stejré dlouhychéastech.

Pokud je hyaluronan takto stabilizovan, fivdoménové struktury, které jsou dynamickeé,
neustale se pohybuji a maji schopnost do sebe pojmmlé molekuly. Mni velikost
prostoru vdoméh a zarové i pravdpodobnost pmiku molekul o @zné velikosti
do domény.Retsizec se ve vodném roztoku &tapolarni (hydrofilni) oblasti do roztoku
a nepolarni (hydrofobni) oblasti do domény. Nepulablast je tveena axidlnimi vodiky,
které mohou interagovat s nepolarnimi latkami.

Tyto nepolarni oblasti vSakétsinou interagovat nemohou, jelikoz jsou kolga&zce
organizované molekuly vody (hyaluronan je &ilhygroskopicka latka). Nepolarni latky
se skrz tento obal obtiguostavaji [27].

2.3.2 Moznosti vyuziti hyaluronanu v oblasti cilené distibuce I&iv

Moznosti interakci samotného polymeru, ktery nemi @dstrasini vodného obalu
degradovan, jsou v poslednich letech zkoumany zeggméoblasti chemoterapie. Problémem
chemoterapie je nespecifickd distribuc&ivé, systémova toxicita a nizk& koncentrace
samotneho k&va v okoli nadoru.

Novym snérem miZze byt takzvana cilena distribucgilé ktera mé za ukol tyto problémy
obejit a aktivni latku dopravit cilénk nddoru ve vysoké koncentraci a bez systémoveé
toxicity. Systém, ktery je den k cilené distribuci, je sloZzen Zida, které je slab vazano
k makromolekularnimu naSi a ten ma za Ukol dopravitd&o a uvolnit ho na spravném
misg, aby mohlo fisobit.

Vhodnym nosiem by mohl byt prayv hyaluronan, ktery ma mnoho vyhodnych vlastnosti
uvedenych v kapitole 2.3 a zejména interaguje eptecy, které produkuji nadorové riy.
Systémy jsou vzhledem ke své slozitosti avelkémnozstvi ovlivaujicich faktoi
prednétem neustalych vyzkutn27].
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2.4 Lyofilizace

Lyofilizace neboli suSeni mrazem je metoda, kterfpsuziva k Setrnému suseni a zvyseni
stability rmiznych materidl. Uplatreni nachazi fedevSim ve farmaceutickém
a biotechnologickém pmyslu, kde se ndfklad pracuje s materialem, ktery nesnese vySsi
teploty (buiky, bakterie). Vyuziva seipdevsSim pro materialy, které jsou vyznamné svym
pouzitim, jelikoZ je tato metoda nakladna a pomala.

Potebné slozky jsou ipvedeny do roztoku (voda nebo jiné rozp&disl), ktery
je prenesen do lyofilizéni baiky a nasledé je zmrazen. Jakmile je roztok zmrazenpkaza
se ffipoji na lyofilizator, spusti se vakuum # pvelmi nizkém tlaku zéne dochéazet
k pomalému zativani, ¢imz se sublimaci odstrani veSker&itgmné rozpousgtlo.
Po odsublimovani veSkerého rozp&d& vznikne stabilni porézni kalaktery ma nizky
obsah vlhkosti a ¥e byt skladovan po &itou dobu bez chemickych a fyzikélnich &m
[27, 29, 30].

2.4.1 Prubéh lyofilizace
Pribéh miZe byt rozdlen do ti hlavnich krok: zamrazeni (tuhnuti), primarni suSeni
(sublimace ledu) a sekundarni suSeni (desorpcegazaly) [30].

Zmrazeni

Cilem zmrazovani je ochlazovani kapalného roztdkdy se nejprve tvid krystaly
rozpoustdla, které zfisobi zvySeni koncentrace do dané chvile nezmramendgttoku.
Dochéazi ke zvySovani viskozity vzorku do doby, nsé¥s za&ne tuhnout v celém
objemu [27, 31]. Koncentrace se zvySuje do dosatepidty skelného iigchodu, dale se jiz
nentni. Aby bylo zmrazovani kompletni, &o by probihat pod tuto teplotu [27]. Proces
zmrazeni je znazoén ve fazovém diagramu na Obrazku 14.

Primérni suSeni

Primarni suSeni neboli sublimace je krokhém kterého dochazi kgrhodu pevné faze
piimo do plynné, za snizeného tlaku. Tlak musi bitrizky, aby vzorek i@chazel gimo
do plynné faze a nedochéazelo k tani.

Energie je dodavana ve foénepla, které je vedeno ke zmrzlému vzorku. Paoglpazeji
susenym produktem a pokrai ke kondenzatoru, kde &pzmrznou. V lyofiliz&ni nadoks
vznika porézni lyofilizani kol&, ve kterém poéry odpovidaji vymrazenym Kkrystal
rozpoustdla [27, 30, 31].

Sekundarni suseni

Pri sekundarnim suseni dochéazi k odstrdnvdzané vody. Vazana voda je takova, ktera
nebyla oddlena hem mrazeni a tedy neodsublimovala. Po této fazygtedny produkt
stabilni, mé& stalé chemicke, fyzikalni i biologickkastnosti a zachovavé igvobjem i tvar
[27, 30].

28



p [Pa]

KAPALNA FAZE

TUHNUTI

PEVNA FAZE

SUBLIMACE PLYNNA FAZE

DESUBLIMACE

4
273,15 T

Obrazek 14:Fazovy diagram vody [27]

2.4.2 Lyodfilizaéni zafizeni

Lyofilizator je tvaen suSici komorou, do které se ufujsvzorky. Dale je zde komora
s kondenzatorem, do kteréhtephazeji pary, které se uxaji ze vzorku. Zde je udrzovana
velmi nizk& teplota, ktera je dana typem konkréingfistroje (rekdy méré nez —100 °C).
Podtlak v kondenzatoru a suSici kamaytvdeji vakuove pumpy a kompresor [27, 32].

2.4.3 Korozpoustédlo

V predkladané praci sefipptipraw vzorki urcenych k lyofilizaci pidava do vodného
roztoku utité mnozstvi organického korozpokdia, aby se hydrofobni sonda (perylen)
homogenn rozpustila ve vodném roztoku hydrofilniho hyaluson. Aby byl hyaluronan
zbaven vodného obalu takovou cestou, aniz by hylosay polymer degradovan, je roztok
lyofilizovan.

Korozpou&tdlo, konkrétg terc-butanol (dale jen TBA) je do roztokiigavan z dvodu
pottebného zhomogenizovani perylenu a hyaluronanu tekoz TBA zrychluje i piibéh
suseni.

TBA je vhodnym rozpoustlem zejména zdkolika divodi:

- vytvai pii lyofilizaci stabilni prostedi,

- ma vysoky tlak nasycenych par a bod tani nizSi meioo: nad pokojovou teplotou,

- neni toxicky,

- diky vzhledu krystdi (velky ledovy krystal ve tvaru jehly) seigorimarnim suseni

snadno a rychle odstraje z lyofilizatniho kol&e [28].

Koneinym produktem je lyofilizéni porézni kol&, z rthoz byla smis rozpous&idel (voda
a TBA) odstratna. Cilem je, aby porézni kéldbsahoval co nejmensi obsah zbytkového
rozpoustdla. Pro dalSi aplikace (zejména medicinské) jeddedci, aby ve vysledném
produktu Zistaval rezidualni TBA. Cilem této prace tedy bymalgizovat, zda TBA ve vzorku
zustava a fpadre v jakém mnozstvi.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikélie
* Hyaluronan
o Mw = 300-500 kDa, CAS 9004-61-9, CPN spol. s €oSarze 213-3809
0 Mw =130-150 kDa, CAS 9004-61-9, CPN spol. s €oSarze 211-234
o0 Mw = 1,46 MDa, CAS 9004-61-9, CPN spol. s riosarze 141008-E1
Terc-butylalkohol p.a.
o CAS 75-76-0, Lachnet, Sarze 603-005-00-1
* Perylen
o0 CAS 198-55-0, Fluka, puris for fluorescentesarze 2059009
Aceton p.a.
0 p.a.: CAS 67-64-1, Pent&,Sarze 1308200810
» Demineralizovana voda:Millipore Academic, Purelab flex ELGA

3.2 Pouzité pristroje a pomicky

3.2.1 Plynova chromatografie

» plynovy chromatograf 5890-series Il (Hewlett Padkd#SA), model: 5890A
0 kolona Zebron ZB-624, 60 m x 0,32 mm x W&

« michaka IKA°RCT BASIC (Labicom s.r.0.)

» technické plyny:
o dusikcistoty 4.7 (SIAD Czech, s.r.0.)
o technicky vzduch (SIAD Czech, s.r.0.)
o vodikcistoty 5.5 (SIAD Czech, s.r.0.)

3.2.2 SPME
« vlakno: Carbowa¥’/DVB, 65um, orange
» vldkno: PA, 85um, white
» drzak SPME vlakna

3.2.3 Lyofilizace
* VirTis BenchTop 4K ZL

3.2.4 Ostatni pomicky
* mikrodavkova& Hamilton 100ul, 10ul
* plynottsny mikrodavkovéa Hamilton s teflonovym pistem, objem 1QA0D
* b&zné laboratorni vybaveni

3.3 Pracovni postup
3.3.1 Priprava zasobnich roztoki potiebnych pro pripravu vzorki

Z&sobni roztok hyaluronanu

Zasobni roztok hyaluronanu byl fipraven navazenim fElusné hmotnosti
hyaluronanu o dané molekulové hmotnosti, nasledmgapustnim ve vod a doplrnim
v odmeérné bace na objem 50 ml. Roztoky byly po rozpustihned zpracovany.
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Zasobni roztok perylenu

Zasobni roztok perylenuo koncentraci “I byl pripraven rozpu$him 0,001 3 g
perylenu v acetonu a naslednym depiim v odnérné baice na 50 ml. Tento roztok byl
uchovan v lednici f teplot 4 °C.

3.3.2 Pr¥iprava pracovniho roztoku pro optimalizaci metod

Pracovni roztok terc-butanolu

Zasobni roztok terc-butanolu o koncentraci 0,77mh@B—1) byl gipraven napipetovanim
25 ul zadsobniho roztoku TBA do 25 ml odmé baiky a doplgnim Milli-Q vodou po rysku.
Tento roztok byl uchovavan v lednidii peplo& 4 °C po dobu jednoho ¢gice.

1ul =0,77mg TBA
25ul =19,25mg TBA

Mrea  — 19§5 =0,77mg/ml

(3-1)

C =
prac.roztoku
V

odmbaiai

Tabulka 3: Fyzikalni vlastnosti TBA [33]

Hustota pii 25 °C
Rozpousgdlo Bod tani (°C) Bod varu (°C) pr3
(g/lcm)
terc-butanol 25 83 0,77

3.3.3 Priprava realnych vzorki

Do lyofilizacnich bagk bylo napipetovanoifslusné mnozstvi zasobniho roztoku perylenu
v acetonu, aby po skoéeni gipravy, lyofilizaci a dehydrataci byla koncentragerylenu
ve vzorku 5-18 M. Poté bylo pidano islusné mnozstvi TBA. Vzorky byly michany
na tepace do doby, nez se veSkery perylen rozpustil v TBlsledd bylo za stalého
michani do vzorku ifpipetovdno pislusné mnoZstvi hyaluronanu tak, aby kuode
koncentrace ve vzorku po lyofilizaci a dehydratésila 1 g/dmi. Baiky byly uzaweny,
vzorky zhomogenizovany a naslédmamrazovany v prostoru kondenzatoru lyofilizatoru
pii teplo€ -105°C po dobu 24 hodin. DalSich 48 hodin probihgiilizace pi tlaku
priblizn¢ 10ubar. Lyofilizatni baiky byly vzdy zvaZzeny bez #ka prazdné a s lyofilizaim
koldtem. Za tuto dobu zcela vysublimovalaégsnvody a TBA. Koncentrace TBA a mnoZzstvi
hyaluronanu v fipravenych vzorcich shrnuje nasledujici Tabulka 4:

31



Tabulka 4: Koncentrace TBA a mnoZstvi hyaluronanu ve vzorcich

p . ., L, ; Mnozstvi
Molekulova | Koncentrace| Mnozstvi Mnozstvi zasobniho
Sada | Vzorek perylenu
. . hmotnost TBA TBA roztoku hyaluronanu c=10°M
¢. ¢. . =
hyaluronanu [obj %] [mi] [mi]
[ml]
1 100 kDa
1 2 400 kDa 20 10 40 1
3 1,4 MDa
1 100 kDa
2 2 400 kDa 40 20 30 1
3 1,4 MDa
1 100 kDa
3 2 400 kDa 60 30 20 1
3 1,4 MDa

Po lyofilizaci byly vzorky rehydratovany 20 ml vod® nasledovala vlastni analyza
piisluSnou metodou.

3.4 Optimalizace podminek SPME

SPME je bezrozpouillova technika, ktera je zaloZena na zakoncentiowalytu
na stacionarni fazi (polymer), ktera pokryvéerkenné vldkno. Sorpce andlyprobihd
do dosazeni rovnovazného stavu. Vzhledegkéwosti a matrici vzorku byl vybran extak

Vv s

maod typu Head-Space (HS), ktery se pouziva abpomtkawejSi sloweniny.

3.4.1 Vychozi podminky SPME
V Tabulce 5 jsou uvedeny vychozi podminky pro stand rezidualniho terc-butanolu
v reélnych vzorcich.

Tabulka 5: Vychozi podminky SPME

Typ vlidkna: vlidkno CWY/DVB (65 um)
Provedeni: Head-Space

Doba temperace: 20 minut

Doba sorpce: 30 minut

Objem vialky: 5 ml

Objem vzorku: 2 mi

Rychlost michéni: 500 ot/min
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3.4.2 Volba SPME vlakna

Aby byla technika SPME efektivni, jeial@zité zvolit vhodné vidkno. Na trhu dostupna
vlakna jsou uvedena v Tabulce 1 (kapitola 2.1.3)5i lse polaritou a tloti&ou. Plati,
Ze nepolarni analyty se lépe sorbuji na viaknapslaenim povrchem (polydimethylsiloxan)
a polarni analyty naopak na vldkna s polarnim pwmt (polyakrylat). Ke stanoveni
tékavych organickych latek se mohou pouzit i viakmdsena, ktera obsahuji divinylbenzen
(DVB), CarboxeA™ (CAR™) nebo CarbowaX' (CW™).

Na analyzu TBA byla vybrana vlakna s polarni staérai fazi. Pouzitd vlakna jsou
uvedena v Tabulce 6. Ziskané vysledky jsou uvededpitole 4.1.2.

Tabulka 6: Volba SPME vlakna

Typ SPME vlakna Podminky

teplota temperace a sorpd@ °C
doba temperac&0 minut

Carbowax"/Divinylbenzen (CW"/DVB), 65 um, doba sorpce30 minut

oranzové rychlost michani500 ot/min

Polyakrylat (PA), 85um, bilé

3.4.3 Volba sorpéni doby
Analyt neni ze vzorku extrahovan v co nejvysSi lemiaci, ale pouze do dosazeni
rovnovazného stavu,fipkterém ma metoda SPME maximalni citlivost. Vhodneolbou

extrakeni doby se mize dosahnout vyssiinnosti metody. V Tabulce 7 jsou uvedeny doby
sorpce, které byly optimalizovany a v kapitole &.jsou porovnany vysledky.

Tabulka 7: Doba sorpce - CW'/DVB vlakno

Doba sorpce Podminky
10 minut teplota temperace a sorpdé®. °C
20 minut doba temperac&0 minut
30 minut rychlost michani500 ot/min
40 minut vldkno CW™/DVB (65 pm)

3.4.4 Volba sorpéni teploty

Se zvysujici se extrdhi teplotou dochazi ke zvySovani prostupu latekrem k vliaknu.
Zarover vSak dochazi i k uvabvani analytu z vlakna. Optimalizaci se ziska nagvyjSi
teplota pro vSechna d&reni. K optimalizaci bylo pouZzito vlakno, které byhkvoleno jako
nejvhodrjsi (CW™/DVB, 65um) se sorpci z rovnovazné plynné faze. Optimalingugyly
teploty uvedené v Tabulce 8. Porovnané vysledky jsedeny v kapitole 4.1.4.
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Tabulka 8: Zvolené teploty sorpce

Teplota sorpce Podminky
30 °C
40 °C doba temperac&0 minut
45 °C doba sorpce30 minut
50 °C rychlost michaniS00 ot/min
55 °C vldkno CW"/DVB (65 pm)
60 °C

3.5 Stanoveni analyfi v realnych vzorcich
Ke stanoveni rezidualniho terc-butanolu v reélnyezbrcich byla pouzita nejprve metoda
HS-SPME. V Tabulce 9 jsou uvedeny optimalizovan®BERodminky.

Tabulka 9: Optimalizované podminky SPME

Zvolené vlakno: vldkno CW'/DVB (65 um)
Provedeni: Head-Space

Doba temperace: 20 minut

Doba sorpce: 30 minut

Metoda SPME se zdéala byt po vyhodnoceni vysled&objektivni, proto byla k &teni
realnych vzork zvolena metodaipmé analyzy rovnovazni plynné faze. Optimalizované
podminky byly pevazi prevzaty z metody HS-SPME s tim rozdilem, Ze k sonabylo
pouzito vldkno, ale po ustaveni rovnovahy bylo ddeto 10Qul plynné faze pomoci
plynotsné stikacky Hamilton. Déale byly pouzity vialky o objemu 42,ndo kterych bylo
pied napipetovanim 5 ml vzorku navazeno 1,25 g Na@l fil byla do vzorku fidana
z divodu podpéeni gestupu analytu do plynné faze. Vzorek byl tempemov&é vodni lazni
na 40 °C a michan rychlosti 500 ot/min az do ustaxe/novahy (20 minut).

3.5.1 Zpracovani vzorka metodou HS-SPME

Z pripraveného mnozstvi vzorku (20 ml) byly pipetovéhyl do vialky o objemu 5 ml.
Do vialky bylo vloZzeno michadélko, vialka byla urawa vékem s teflonovym septem a byla
vloZena do vodni laznvyhiaté na 40 °C. Vzorek byl michéii mastavenych 500 ot/min.
Po uplynuti doby temperace (20 minut) byléep septum pomoci manualniho drzéaku
do vialky vsunuto vidkno. Za stalého michéni arzeimi byla provedena expozice vlakna
metodou vzorkovani z rovnovazné plynné faze (vaned €kavosti analytu je tato metoda
vhodrgjSi nez sorpce z roztoku). Analyt se na vlakno eeabpo dobu 30 minut. Po uplynuti
doby sorpce bylo vlakno vsunutoé&mlo SPME drzaku afpmistno do injektoru plynového
chromatografu, kde bylo vysunuto. Vlivem vysoké loep v ndstikové komirce byly
zachycené analyty desorbovany a proudem nosnéhw pipaseny na kolonu, kde byly
analyzovany.
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3.5.2 Zpracovani vzorku metodou analyzy rovnovazné plynnéaze

Z pripraveného mnozstvi vzorku (20 ml) bylo pipetovdnml do vialky o objemu 42 ml.
Do této vialky bylo ped gidanim vzorku navazeno 1,25 g NaCl p.al Byla do vzorku
piidana z dvodu podp@eni gestupu analytu do plynné faze. Vzorek byl michAmao
magnetického michadélka ungs¢ho uvnit vialky. Po uplynuti doby pétbné k ustaveni
rovnovahy bylo pomoci plyn&sné stikacky Hamilton odebrano 100l plynné faze a to bylo
vstiiknuto do injektoru GC.

Pro tuto metodu byly pouzity jiz zoptimalizovanédhoty pro metodu SPMEli teplota
40 °C a doba ekvilibrace 20 minut.

3.6 Optimalizace podminek separace

Chromatograficka analyza mé za ukol réli#csloZky vzorku v co nejkratSiriase a k tomu
je treba vyhledat optimdlni pracovni podminky. SeparslcgZek je ovlivena teplotou
separace, selektivitou stacionarni faze a sépan&innosti chromatografické kolony. Dale
ma na separaci vliv druh nosného plynu, &iagacionarni faze, teplota davkdeaa dalSi
faktory.

3.6.1 Volba chromatografické kolony

Polarita faze wuje selektivitu (schopnost separovat analyty vekazp Fi stanoveni TBA
byla pouzita polarni kapilarni kolona Zebron ZB-6Z4&kladni parametry této kolony jsou
uvedeny v Tabulce 10:

Tabulka 10: Parametry kolony

Nazev: Zebron ZB-624
Vyrobce: Phenomenex
Rozméry: 60 m x 0,32 mm x 1,8m
Teplotni limit: od -20 °C do 260 °C
Vyrobni ¢islo: 7KM-G005-31

3.6.2 Podminky GC analyzy

Ke stanoveni nasorbovaného mnoZstvi rezidualnilio-bigtanolu na SPME vlakno
a stanoveni TBA analyzou plynné faze metodamito nastiku rovnovazné plynné faze byl
pouzit plynovy chromatograf Hewlett Packard 589fesell, gicemz SPME vlakno nebo
plynotsna stikacka byly vsunuty do injektoru plynového chromatograf

Béhem optimalizace metody bylo vybrano takové nastvieeré odpovidalo nejlepSim
vysledkim. NejvhodgjSi nastaveni paramétje uvedeno v nasledujici Tabulce 11:
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Tabulka 11: Podminky GC/FID

Parametry metody

Technika nasf¥iku: bezdlicova

Teplota injektoru: 230 °C

10 °C/min do 100 °C (zdrZeni O minut)
40 °C/min do 200 °C (zdrZeni 1 minuta)

Teplotni program:

Pratoky plyni:

- dusik 25 ml/min

- vodik 35 ml/min

- vzduch 350 ml/min
Detekce: FID detektor

3.7 Kvantifikace

3.7.1 Mez detekce a kvantifikace

Mez detekce a kvantifikace slouzi k&ovani vhodnosti, spravnosti a spolehlivosti
zpracované analytické metody.

Mez detekcgLOD — Limit of Detection) odpovida koncentracii jxteré je analyticky
signal statisticky vyznaménodliSny od Sumu. Mez detekce (3-2) dle uzance dyja
trojnasobek vysky Sumu zakladni lintg,gy) [34]:

LOD=3lh__ (3-2)

Mez stanovitelnost(LOQ — Limit of Quantification) odpovida koncertra pri které
je presnost stanoveni takova, Ze lze provést kvantitatryhodnoceni. Mez stanovitelnosti
(3—-3) je vyjadena jako desetinasobek vysky Sumu zakladni Imig)[34]:

LOQ=10(h_, (3-3)

Pro zjis&ni LOD a LOQ bylo z chromatogramu, ktery byl vystop nEfeni zamdrné
kontaminované Milli-Q vody pomoci pracovniho roaitokBA, urkeno paimérné maximalni
kolisani zakladni linie hnay ato tak, Ze zasmné kontaminovana Milli-Q voda byla
promgiena 5x se stale stejnou koncentraci. adgrovano bylo 5 hodnot maximalniho
kolisani.

Vypoétené hodnoty LOD a LOQ jsou uvedeny v kapitole 4.3.

3.7.2 Opakovatelnost metody

Opakovatelnost metody udava, jak jsou si dva nawapezavislé vysledky &eni
podobné § dodrZzeni shodnych podminek (podminky, kdy navmajeezavislié vysledky
meéieni se ziskaji opakovanym pouzitim stejné zkuSefetody na identickém materialu,
ve stejné laboratg stejnym pracovnikem za pouziti stejnychéizani a pistroji, béhem
kratkéhotasového useku) [35].

Aby mohla byt vyhodnocena opakovatelnost, bylo pd®no pt mereni zangrné
kontaminované Milli-Q vody pomoci pracovniho roatoKTBA. Opakovatelnost byla
vypoétena ze ziskanych vysleilkako relativni smrodatna odchylka (kapitola 4.3.1).
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3.7.3 Metoda standardniho gridavku

K vyhodnoceni danych analytickych posiupyla pouzita metoda standardnihiédavku,
kdy se ke znamému mnozstvi vzorkly prida stanovovana latka o znamem objeW
a koncentracc,. Nejprve se analyzuje vzorek, u ktereho se staplogha piku bezipdavku
A, a nasled& se do vzorku fida znamé mnozstvi stanovované latky o zname kdramn
a stanovi se plocha piku &$sena o fidavek A,. ZvétSeni odezvy musi bytfimérené,
tj. dostaténé vyrazné pro spolehlivou kvantifikaci,fifpm ale gidavek nesmi ovlivnit
termodynamické parametry systemuedpoklada se, Ze maly objentidaného standardu
nezmsobi vyznamnou zému objemu vzorku ani zémy hodnot distribénich
koeficienti [35].

Vysledna koncentrace stanovovaného analytu ve uzsgkvypdte dle rovnice (3—4):

Alc, IV, (3-4)
ATV +V)-A D,

CV:

Jako standardnitfslavek byl bran pracovni roztok TBA o koncentragr Omg/ml. Bi
stanoveni realnych vzoikoyl roztok davkovan pomoci mikrodavk@eado realnych vzork
Pridavky byly zavislé na druhuripraveného vzorku, proto se v jednotlivydiigadech [iSily.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Optimalizace podminek SPME

Optimalni pracovni podminky jsouil@zité k rozdleni slozek vzorku v co nejkratSitase.
Mezi hlavni faktory ovliviujici separaci sloZzek gatdruh vliakna, teplota a doba separace.
Tyto faktory byly optimalizovany a vysledky jsourshty v nasledujicich kapitolach.

4.1.1 Aktivace vlakna

Pred pouzitim SPME vlaken je nutné je kondicionovaktiyovat). Kondicionace
se provadi tak, Ze se drzak SPME vsune do injeKE&y ktery je vyhaty na uéitou teplotu
(dané vyrobcem). Vlakno se vysune a je ponechdinoepénnych podminkach titou dobu
(dané vyrobcem). Pro viakno CW/DVB je to 30 minut pi 230°C a pro vlakno PA 1 hodina
pri 280 °C.

4.1.2 Volba SPME vladkna

Zvoleni vhodného vladkna je akkzité ktomu, aby byla technika SPME efektivni.
Z dostupnych vldken byly vybrany &vkteré se zdaly byt nejvho&gi a byly utené
ke stanoveni polarniatasténe tékavych a &kavych latek.

Zvolena vldkna:
- vlakno s vrstvou polyakrylatu (PA), 8b6n, bilé, vlakno s polarnim povrchem,
- vlakno svrstvou Carbowd¥/Divinylbenzen (CW“/DVB), 65um, oranZové,
vlakno smiSené ke stanovetkdvych organickych latek.

Ok¢ vlakna byla pro¥ena na roztoku o koncentraci 0,005 8 mg/ml TBA
(15 pl pracovniho roztoku o koncentraci 0,77 mg/ml TBAZml Milli-Q vody). Roztok byl
v obou gipadech temperovan 20 minut na vodni lazni4p °C. Nasleda byl drzak SPME
vsunut do plynné faze avlakno vysunuto. Sorpcdyangrobihala 30 minut, poté bylo
vlakno vsunuto z§t do drzaku SPME a analyzovano pomoci GC-FID.

Kazdé vlakno bylo progteno 3x.

K vlastni analyze bylo vybrano viakno CarboWasivinylbenzen (CW"/DVB), jelikoz
pii pouziti vlakna s vrstvou polyakrylatu (PA) nedwosk viditelnému odéeni piku
stanovovaného analytu s pikerfegichozim, coz byipvyhodnoceni metodou standardniho
piidavku nglo vliv na vysledné koncentrace. Chromatogram, ykier vysledkem sorpce
analytu na PA vlakno, je uveden na Obrazku 15.

Naopak pi pouZiti vidkna CWM/DVB, které n#lo lepsi vlastnosti, byly piky lépe
rozdkleny a nély lepSi tvar (Obrazek 16), a proto bylo toto vli@kmouZito k vliastni analyze
vzorki.
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FID2 A, (TB\ZK_VLA~1\ZK1V_001.D)
FID2 A, (TB\ZK_VLA~1\ZK1V_003.D)

Norm.
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Obrazek 15:CF1romatogram zngzﬁmjl'ci pouZziti P,GA vlakna, 8am, m79toda HS-SPMES,
modra — vzorek¢ervena — fidavek
Z Obrazku 15 je patrné, Ze se terc-butanol nasatboa PA vidkno v detekovatelném
mnozstvi, ale jeho pik (retémi cas 5,3) neni odipdchoziho piku dostates odctlen.
Pro vyhodnoceni metodou standardnibiolgvku je tento jev nezadouci. Mede vyznaena
zanerné kontaminovana Milli-Q voda (0,005 8 mg/ml)cerverg je znazoran pridavek
pracovniho roztoku TBA.

FID2 A, (TB\MQ_S_005.D)
FID2 A, (TB\MQ_SP_05.D)

counts
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Obrazek 16: Chromatogram znézﬁxujl'c'i pouziti CW"/DVB vlakna, 65um, metoda HS-SPMEm,I
modr4 — vzorekiervend — fidavek

Z Obrazku 16 vyplyva, Ze vlidkno CW/DVB, 65um, je ke stanoveni vhodné, jelikoZ pik
vzorku a pidavku se shoduje v retémim ¢ase a je viditekoddlen od ostatnich pik
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4.1.3 Volba sorpéni doby

Uginnost metody zavisna spravné vobb extrakéni doby. Nejprve byl roztokstandardu
temperovan po dobu 2@inut ve vodni lazni fi 40 °C a néaslednh byly prometeny doby
sorpce 10, 20, 30 a 40 mimui pouziti CW™/DVB vlakna.

ZAavislost odezvy na dob sorpce
100 000

90 000

80 000

70 000

60 000

50 000
40 000
30 000
20 000
10 000
0 . . . .
10 20 30 40

Cas (min)

Odezva

Graf 1: Zavislost odezvy sledovaného analytu nasdsdrpct

ZvySe uvedeného Grafu je Zejmé, Ze se sorbovanénpistvi analytu zvySoval
az do 30 minut odzatatku sorpc a sprodluzujicim ¢asem se nezvySovi, nhaopak
se mirr snizilo, coZ je pravpodobré zpiscbené zptnou desorpci. Grafu 1 vyplyva,
ZenejvhodrjSi doba sorpce je :minut. Za této podminky byly praffeny vzorky
i pridavky.

4.1.4 Volba sorpéni teploty

K ur¢eni optimalni teploty sorpce byla préfana teplotnfada 3(°C, 4( °C, 45 °C, 50 °C,
55 °C a 60°C. M&teni bylo provadno na viake CW™/DVB, 65um, sopci z plynné faze.
Doba temperace wedni lazni i danych teplotackiinila 20 minut adobz sorpce 30 minut.
Vysledky neieni jsou znazokny v Grafu 2.
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Zavislost odezvy na teplat sorpce
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Graf 2: Zavislost odezvy sledovaného analytu na tépotpce

Z Grafu 2 vyplyva, Ze se zvysujici se teplotou eostlezva analytu do teploty 40 °C,
pii vysSich teplotach odezva mérrklesd. Mize to byt zfisobeno Unikem analytu skrz
propichlé septum. Jako optimalni byla zvolena taphO °C. B této teplo¥ byly méreny
vzorky i pridavky.

4.2 Stanoveni analyt v reélnych vzorcich

Ke stanoveni realnych vzarkbyla nejprve pouzita metoda HS-SPME. Po pii@ni
nekolik redlnych vzork bylo zjiS€no, Ze tato metoda nevykazuje opakovatelné vysledky
Z tohoto divodu byla navrhnuta metodac¢niho nastku rovnovazné plynné faze, ktera jiz
vykazovala opakovatelné vysledky.

4.2.1 Stanoveni rezidualniho terc-butanolu ve vzorcich ntedou HS-SPME

V kapitole 3.5.1 je uvedeno, jakym t®mbem byly vzorky zpracovany a préieny.
V nasledujicich Tabulkdch 12 a 13 jsou uvedeny @ koncentrace rezidualniho
terc-butanolu ve vzorcich po lyofilizaci. Koncertigave vzorcich byly stanoveny metodou
standardnihoiidavku (3.7.3).
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Tabulka 12: Rezidudlni mnoZstvi TBA ve vzorcich hyaluronanongentrace 20 obj %ded
lyofilizaci), stanoveni metodou HS-SPME

Vysledna koncentrace rezidualniho
K t
Molekulova oncen 'race TBA ve vzorku (mg/ml)
TBA (obj %)
hmotnost kys. (pied Metoda HS-SPME
r
hyaluronové p . . X
lyofilizaci) . o, . Pramér Variaéni
1. méreni | 2. n¥reni | 3. n¥reni o
(mg/ml) rozpéti R
100 kDa 20 - 0,043 5 0,027 7 0,035 6 42,98 o
400 kDa 20 0,0195 0,080 6 0,028 1 0,042|7 143,09 %
1,4 MDa 20 0,079 4 - 0,066 7 0,073 1 17,37 Po

V Tabulce 12 jsou uvedeny vy§tené koncentrace rezidualniho mnozstvi terc-butanol
ve vzorcich. Vzorky byly fpraveny smisenim 40 ml hydrofilniho roztoku hyahanu
o trech fGznych molekulovych hmotnostech (100 kDa, 400 kDg4 MDa) s 10 ml
terc-butanolu (odpovida 20 obj %), ve kterém bydapuséna hydrofobni sonda perylen,
a naslednou lyofilizaci a rehydrataciii Foripraw vzorku 1.sady (100 kDa) a 2. sady
(1,4 MDa) neni uvedena koncentrace, jelikoz bylrgkdthem gipravy znehodnocen.

Z hodnot vyslednych koncentraci je patrné, Ze s@auji, tudiZz jednotliva aieni nebyly
objektivni.

FID2 A, (TB\3_SADA\3VZ_0001.D)
FID2 A, (TB\3_SADA\3VZ_P1_1.D)
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Obrazek 17: Chromatogram vzorku, 100 kDa, 20 0bj% terc-butan@! néteni, HS-SPM
modr4 — vzorekiervend — fidavek

Na Obrazku 17 je znazamm chromatogram natteného vzorku o molekulové hmotnosti
kyseliny hyaluronové 100 kDa a koncentraci 20 obje¥e-butanolu. Modry chromatogram
zn&i vzorek, ¢erveny pak vzorek stfglavkem 15ul roztoku terc-butanolu o koncentraci
3,85 mg/ml. Reteimi ¢as vzorkwini 5,434 a pidavku 5,375.
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Tabulka 13: Rezidudlni mnoZstvi TBA ve vzorcich hyaluronanongentrace 40 obj %ded
lyofilizaci), stanoveni metodou HS-SPME

Vysledna koncentrace rezidualniho

3 Koncentrace terc-butanolu ve vzorku (mg/ml)
Molekulova _
TBA (obj %)
hmotnost kys. (pied Metoda HS-SPME
r
hyaluronové p . . X
lyofilizact) — o, o, Prumeér Varia¢ni
1. méreni | 2. ngreni | 3. nEreni o

(mg/ml) rozpéti R
100 kDa 40 0,001 8 - 0,057 9 0,029 9 187,63 %
400 kDa 40 0,017 2 0,025 3 0,110 3 0,050(9 182,91 %
1,4 MDa 40 0,018 3 0,044 9 0,026 9 0,0301(0 88,67 %

V Tabulce 13 jsou uvedeny vy§tené koncentrace rezidualniho mnoZzstvi terc-butanol
ve vzorcich. Vzorky byly fpraveny smisenim 30 ml hydrofilniho roztoku hyahanu
o trech Gznych molekulovych hmotnostech (100 kDa, 400 kDg4 MDa) s 20 ml
terc-butanolu, (odpovida 40 obj %) ve kterém bydapuséna hydrofobni sonda perylen,
a naslednou lyofilizaci a rehydrataciti Bripraw vzorku 2. sady (100 kDa) neni uvedena
koncentrace, jelikoz byl vzorekbem gipravy znehodnocen.

Vysledné koncentrace jednotlivychéfani se neshoduji, wipad molekulové hmotnosti
100 kDa a 400 kDa aitadow, coz zndi, Ze vysledky nejsou objektivni. Z vysokych hodnot
varia&tniho  rozgti  vyplyva, Ze metoda HS-SPME nevykazuje  uspokoijivo
reprodukovatelnost.

FID2 A, (TB\4_SADAVAVZ_0004.D)
FID2 A, (TB\4_SADA\4VZ_P1_4.D)
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Obrazek 18: Chrdmatogram vzorku, 100 kDa, 40 obj% terc-butand! néreni, HS-SPME, )
modra — vzorek¢ervena — fidavek
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Na Obrazku 18 je znazamm chromatogram nagfeného vzorku o molekulové hmotnosti
kyseliny hyaluronové 100 kDa a koncentraci 40 objeére-butanolu. Modry chromatogram
zn&i vzorek, ¢erveny pak fidavek 10Qul pracovniho roztoku terc-butanolu o koncentraci
0,77 mg/ml. Retei ¢asy jsou nésledujici: vzorek 5,273i&davek 5,266.

JelikoZ tato metoda nevykazovala opakovatelné digle- kazdy vzorek byl naghen 3x
(krom¢ vyjimek) a vysledné koncentrace rezidualniho tartanolu se zrmé liSily — dalSi
vzorky byly proto ndteny metodou analyzy rovnovazneé plynné faze, ktér@gtimalizaci
zamerné kontaminované Milli-Q vody terc-butanolem vykaztavamnohem fesrgjSi
a objektivigjSi vysledky (4.3.1).

4.2.2 Stanoveni rezidudlniho terc-butanolu ve vzorcich nmtedou analyzy rovnovazné
plynné faze (Head-Space)
V kapitole 3.5.2 je uvedeno, jakym tgmbem byly vzorky zpracovany a préieny.
V néasledujicich Tabulkach 14, 15 a 16 jsou uvedeyyoitené koncentrace rezidualniho
terc-butanolu ve vzorcich po lyofilizaci. Koncemgave vzorcich byly stanoveny metodou
standardnihoiidavku (3.7.3).

Tabulka 14: Rezidudlni mnoZstvi TBA ve vzorcich hyaluronanongentrace 20 obj %@d
lyofilizaci), stanoveni metodou analyzy rovnovaphgné faze

Vysledna koncentrace rezidualniho
3 Koncentrace terc-butanolu ve vzorku (mg/ml)
Molekulova _
TBA (obj %) , fv . ‘ex
hmotnost kys. (pied Metoda analyzy rovnovazné plynné faze
r
hyaluronové p . . X
lyofilizaci) — o, Pramér Variaéni
1. méreni 2. nereni o
(mg/ml) rozpéti R
100 kDa 20 0,002 5 0,002 5 0,002 5 0,00 %
400 kDa 20 0,001 7 0,001 6 0,001 7 5,88 %
1,4 MDa 20 0,005 1 0,004 4 0,004 7 14,89 9

Z hodnot varianiho rozgti vyplyva, Zze metoda analyzy rovnovazné plynnéefgz lépe
reprodukovatelna nez metoda HS-SPME, kde varikoeficienty vychazely&tsi nez 100 %.
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FID2 A, (TB\5VZA_002.D)
FID2 A, (TB\SVZA_P_2.D)
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Obréazek 19: Chrbmatogram vzorku, 400 kDa, 20 obj% terc-butandl néreni, Head-Space,
modra — vzorek¢ervena — fidavek

mi

Na Obrazku 19 je znazamm chromatogram nagteného vzorku o molekulové hmotnosti
kyseliny hyaluronové 400 kDa a koncentraci 20 objeére-butanolu. Modry chromatogram
zn&i vzorek, ¢erveny pak fidavek 15ul pracovniho roztoku terc-butanolu o koncentraci
0,77 mg/ml. Reteimi ¢as vzorku je 5,381 afiglavku 5,379.

Tabulka 15: Rezidudlni mnoZstvi TBA ve vzorcich hyaluronanongentrace 40 obj %ded
lyofilizaci), stanoveni metodou analyzy rovnovaph@né faze

Vysledna koncentrace rezidualniho
K t -
Molekulova oncen .race terc-butanolu ve vzorku (mg/ml)
TBA (obj %) , fx o L e
hmotnost kys. (pied Metoda analyzy rovnovazné plynné faze
r
hyaluronové p . o N
lyofilizaci) ., o, Pramér Variaéni
1. méreni 2. nereni ]
(mg/ml) rozpéti R
100 kDa 40 0,001 6 0,002 2 0,001 9 31,58 %
400 kDa 40 0,001 6 0,001 6 0,001 6 0,00 %
1,4 MDa 40 0,000 2 0,000 5 0,000 4 75,00 %
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Obrézek 20: Chromatogram vzorku, 400 kDa, 40 obj% terc-butan®! néreni, Head-Space,
modr4 — vzorekiervend — fidavek

Na Obrazku 20 je znazamm chromatogram nagreného vzorku o molekulové hmotnosti
kyseliny hyaluronové 400 kDa a koncentraci 40 obje¥e-butanolu. Modry chromatogram
zn&i vzorek, cerveny pak fidavek 1Qul pracovniho roztoku terc-butanolu o koncentraci

0,77 mg/ml.

Tabulka 16: Rezidualni mnozZstvi TBA ve vzorcich hyaluronanongentrace 60 obj %ed
lyofilizaci), stanoveni metodou analyzy rovnovaphgné faze

Vysledna koncentrace reziduélniho

3 Koncentrace terc-butanolu ve vzorku (mg/ml)
Molekulova .
TBA (obj %) , iy s f ex
hmotnost kys. (pied Metoda analyzy rovnovazné plynné faze
hyaluronové pr . . .
lyofilizaci) — . . Prameér Variaéni
1. méreni 2. méreni wer

(mg/ml) rozpéti R
100 kDa 60 0,046 1 0,046 4 0,046 3 0,65 %
400 kDa 60 0,056 7 0,057 4 0,057 1 1,23 %
1,4 MDa 60 0,114 1 0,114 7 0,114 4 0,52 %

Z hodnot varigniho rozgti vyplyva, Zze metoda analyzy rovnovazné plynné fagkazuje

uspokojivou reprodukovatelnost.
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Obrézek 21: Chromatogram vzorku, 1,4 MDa, 60 obj % terc-bubtand. neteni, Head-Space,
modr& — vzorekiervend — fidavek

Na Obrazku 21 je znazamm chromatogram nagreného vzorku o molekulové hmotnosti
kyseliny hyaluronové 1,4 MDa a koncentraci 60 objérc-butanolu. Modry chromatogram
zn&i vzorek, ¢erveny pak fidavek 15Qul pracovniho roztoku terc-butanolu o koncentraci
0,77 mg/ml.

4.2.3 Zavislost mnozstvi rezidualniho terc-butanolu na&ase

V Tabulce 17 jsou uvedeny vysledné koncentracé&em zavislosti rezidualniho
terc-butanolu ve vzorcich v zavislosti dase. Jeden vzorek byléen 3 nasledujici dny
po sokk. Z Tabulky 17 je #ejmé, Ze se mnozstvi TBA ve vzorkuitbgvajicim casem nini,
konkrétré klesa.

Tabulka 17: Zména rezidualniho mnozstvi terc-butanoltasem

Koncentrace TBA
(pred lyofilizaci): 20 obj %

Vysledna koncentrace reziduélniho
terc-butanolu ve vzorku (mg/ml)

i Metoda analyzy rovnovazné plynné faze
Molekulova hm. kyseliny yzy Py

hyaluronové: 100 kDa . . Prameér Variaéni
1. méreni 2. méreni wer
(mg/ml) rozpéti R
1. den 0,002 5 0,002 5 0,002 5 0,00 %
2. den 0,002 1 0,002 3 0,002 2 9,09 %
3. den 0,001 9 0,002 0 0,002 0 5,00 %
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4.3 Opakovatelnost metody, Mez detekce, Mez kvantifikae

4.3.1 Opakovatelnost metody — Head-Space analyza

V Tabulce 18 jsou uvedeny koncentrace terc-butastdmovené zgi shodnych vzork
zanerné kontaminované Milli-Q vody terc-butanolem. VSeckt pzorki bylo pipraveno
o shodné koncentraci 0,015 4 mg/ml. Postup stargegrodrobg uveden v kapitole 3.5.2.

Tabulka 18: Vysledné hodnoty, opakovatelnostieni

Vysledna koncentrace
M éfeni ¢. rezidualniho terc-butanolu ve Vytéznost (%)
vzorku (mg/ml)
1 0,012 4 80,73
2 0,0157 101,99
3 0,018 3 118,98
4 0,015 6 101,22
5 0,017 7 115,07
Pramer 0,016 0 103,60
RSD 12,94

Z hodnot uvedenych v Tabulce 18 vyplyva, Ze metadalyzy rovnovazné plynné faze
(Head-Space) je vhodjsi nez metoda HS-SPME diky velmi dobré opakovatsin

4.3.2 Mez detekce

Pfi nami pouzitém analytickém postupu byla mez detektanovena jako vySka Sumu

vynasobena hodnotou 3. Hodnota vysky Sumuy v Tabulce 19 je zfimérovana, jelikoz f

optimalizaci metody byl roztok zamé kontaminované Milli-Q vody terc-butanolem

promegren 5x.

Tabulka 19: Tabulka stanovené vySky Sumu a vySky piku

“y o el x o VySka piku Priamér
Mérenic.: VysSka Sumu Pramér
analytu

1 8,5 5691,1
2 9 6 169,3
3 10 9,6 61847 | 5947,68
4 10,5 6 039,3
5 10 5 654,0

LOD=3lh,, =96[3=288

LOQ=10[h,,, =10[96 =96
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Roztok zamirn¢ kontaminované Milli-Q vody terc-butanolem byigraven napipetovanim
100l TBA o koncentraci 0,77 mg/ml do 5 ml MiliQ vodyeho koncentrace odpovidala
0,015 4 mg/ml (viz nésledujici vypet (4-1)).

clVv
Cstand — ( V)pracromku = 0’775[0'1 =0,014 mg/ml (4-1)

roztoku

Mez detekce LOD:

T 0,0154 mg/ml ............ 5947,68 T
xmg/ml ... 28,8
x = 0,074 gug/ml

Mez detekcelefinovana jako nejmensi mnozstvi analytu obsa¥eng¢zorku, které rive
byt detekovanoip pouziti dané analytické metody, odpovida hodd74 6ug/ml.

4.3.3 Mez kvantifikace

Pfi nami pouzitém analytickém postupu byla mez kviaice stanovena jako vyska Sumu
vynasobena hodnotou 10. Hodnota vysky Simu v Tabulce 18 je zf@gmérovana, jelikoz
pii optimalizaci metody byl roztok zammé kontaminované Milli-Q vody terc-butanolem
promgren 5x.

Mez kvantifikace LOQ:

T 0,015 4 mg/ml ............ 594768 T
xmgiml ... 96,0
x = 0,248 qug/ml

e

jako exaktni hodnota se stanovendagmosti fi pouziti dané analytické metody, odpovida
hodnot 0,248 6ug/ml.
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5 ZAVER

Cilem této bakai&ké prace bylo provést optimalizaci metody mikroskte tuhou fazi
a plynové chromatografie pro stanoveni rezidualtéro-butanolu v fpravenych vzorcich.
Tento krok by mohl podgd vyvoj nosiovych systému a omezit nezadouciniy pii 1écbé
nadorovych onemoeni. Vzorky byly gipraveny smisenim hydrofobni sondy a hydrofilniho
hyaluronanu. Tyto dv latky by spolu za normalnich podminek neinteragovBivodem
je uspaadani hyaluronanu v roztoku. Je nutné ho zbavihebd obalu. Pod timto obalem
se totiz skryvaji nepolarni vodiky, které by mohs/hydrofobni sondou interagovat.
Hylauronan je citlivy a za zvySené teploty degradproto je nutné ho vodného obalu zbavit
Setrnou cestou, kterou ure byt lyofilizace. Z dvodu podpory interakce sondy
s hyaluronanem, byl vzorek lyofilizovan z&tpmnosti terc-butanolu. Jelikoz je terc-butanol
hydrofobni organické rozpousto, je tedy otdzkou, zda po lyofilizaci retava v poréznim
kol&i rezidualni mnozstvi,ifpadre jak velké toto mnozstvi je.

Ke stanoveni rezidualniho terc-butanolu byly namyZzedw metody izolace analytu
ze vzorku: metoda mikroextrakce tuhou fazi se vaeékim z rovnovazné plynné faze
(Head-Space SPME) a metoda analyzy rovnovazné ¢liare (Head-Space). Metoda izolace
HS-SPME byla optimalizovdna. Kvlastni analyze bylybrano viakno s vrstvou
Carbowax“/Divinylbenzen (CW“/DVB), 65um. Bylo zji&no, e optimalni doba sorpce
¢ini 30 minut, teplota ekvilibrace a sorpce 40 °@. Broneieni realnych vzork pomoci
GC/FID bylo zjiS&no, Ze pi pouziti této metody nelze zaiitiopakovatelnost a objektivitu
vysledki. Z tohoto dvodu byla navrZzena izolace z plynné faze metodalyay rovnovazné
plynné faze (Head-Space). Tato metoda optimalizaveaiyla. Byly pevzaty optimalizované
podminky (teplota ekvilibrace a sorpce 40 °C) zadgtHS-SPME, které byly vyhovujici.
Zmenou oproti metodl HS-SPME byla velikost vialky (42 ml) &igavek NaCl p.a. ztovodu
zlepSeni pestupu analytu do plynné faze. Tato metoda jiz wgkala opakovatelnost
i objektivitu vysledki.. Je vSak dlezité zminit, Ze mnozstvi rezidualniho terc-butanse
s postupendasu ve vzorcich gmi, konkrétr klesa.

Z pramérnych koncentraci ve vysledném lyofilizam kol&i vyplyva, Ze mnoZstvi
rezidualniho terc-butanolu je vyssi ve vzorcichatigicich 60 objemovych % terc-butanolu
pied lyofilizaci nez ve vzorcich, kterégual lyofilizaci obsahuji 20 a 40 objemovych %.

Pri pouZziti vySe uvedeného analytického postupu btdamovena mez detekce odpovidajici
hodnot 0,074 6ug/ml. Dale byla stanovena i mez kvantifikace, kténdla 0,248 6ug/ml.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOL U

Zkratka Vyznam
CAR™ Carboxen"
cw™ Carbowax"
DvB Divinylbenzen
ECD Detektor elektronového zachytu
Elektron Capture Detector
EPA Agentura pro ochranu Zivotniho priesti
Environmental Protection Agency
FID Plamenovy ionizéni detektor
Flame lonization Detector
FPD Plamenovy fotometricky detektor
Flame Photometric Detector
GC Plynovy chromatograf
Gas chromatograph
HS Head-Space analyza
LOD Mez detekce
Limit of Deteciton
LOQ Mez kvantifikace
Limit of Quantification
NMR Nuklearni magneticka rezonance
NO, Oxidy dusiku
PA Polyakrylat
PDMS Polydimethylsiloxan
PEG Polyethylenglykol
PID Fotoioniza&ni detektor
Photo lonisation detektor
PLOT Kolona, kde je na vnihi s€né kapilary nanesen absorbent
Porous-Layer Open Tubular coloumn
R Variatni rozgti
RSD Relativni srérodatna odchylka
SPE Extrakce tuhym sorbentem
Solid Phase Extraction
SPME Mikroextrakce tuhou fazi
Solid-Phase Microextraction
TBA Terc-butanol
TCD Tepelr# vodivostni detektor
Thermal Conductivity Detector
TEAM Total Exposure Assessment Methodology
VOCs (TOL) Tekavé organickeé latky
Volatile organic compounds
WCOT Kolona s tenkym filmem stacionarni faze

Wall-Coated Open Tubular
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