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CcVv Variaini koeficient (Coefficient of variation)
CZE Kapilarni zonova elektroforéza (Capillary zahectrophoresis)
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PDA Detektor diodového pole (Photodiod-array ditec
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TOF Piletovy analyzator (Time of flight)

TRC Toronto Rasearc Chemicals
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(Ultra-high performance liquid chromatography)
UV-VIS Ultrafialova-viditelna oblast sitla (Ultraviolet-visible)
X pramer

5-M-THF 5-methyltetrahydrolistova kyselina
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UvOD

Vitaminy pati mezi mikronutrienty, bohuZel lidsky organismusnnachopen je
syntetizovat v dostateém mnoZzstvi a proto je nutny jejichijpm potravou. Snizeny
piijem vitamiri je pro organismus obegrproblematicky a nejvice jsou jim ohroZeni
lidé vy3Siho ¥ku (prevazr nad 65 let) zejména zidodu neadekvatniho sloZeni stravy
s nizkym obsahem mikronutriénicoZz ma za nasledek zvySeni morbidity. [1, 2]

Vitaminy se dli podle rozpustnosti na rozpustné ve ¥@adv tucich. Mezi vitaminy
rozpustné ve vadpati vitamin C (kyselina askorbova) a osm vitainskupiny B: B
(thiamin), B (riboflavin), Bs (niacin, kyselina nikotinova), #(kyselina pantotenovd),sB
(pyridoxin), B; (biotin, vitamin H), B (kyselina listova) a B (kobalamin). Mezi vitaminy
rozpustné vtucich seadi vitaminy A (retinol), E (tokoferol), D (kalcifel),

K (fylochinon) a karotenoidy. [2, 3]

Koncentraci vitamifh lze v séru, plazénh a mai stanovit imunochemickymi,
elektromigr&nimi a chromatografickymi metodami. Imunochemick&aady jsou vyhodné
Z hlediska nizké natoosti na pipravu vzorku a rychlosti stanoveni, v gasnosti vSak
stoji v pogredi chromatografické metody ve spojeni s hmotnodetekci umoiujici

stanovit sotiasreé koncentraci #kolika vitamini v ponerné kratkémcase.

Cilem prace bylo:

1. zhodnoceni moznosti a vyznamu stanoveni koncentré@mini v biologickych
vzorcich

2. vyvoj, optimalizace a validace metody vysokminé kapalinové chromatografie
s hmotnostni detekci pro stanoveni kyseliny listeitdminu B, A a E

3. zavedeni metody do rutinni praxe

12



Teoreticka ¢ast

1. Vitaminy

Vitaminy jsou nizkomolekularni organické steminy, které se v lidském organismu
Gcastni fady biochemickych procés Obvykle se di podle rozpustnosti na vitaminy
rozpustné ve vaga v tucich. Terminologie neni u vitamigednotna, pouzivaji se jak
trivialni nadzvy, tak i skupinova ozdeni pro vice latek s podobnou biologickou aktivitou
Ozna&uji se také velkymi pismeny &ipadre ¢iselnym indexem. [2, 3]

Mezi vitaminy rozpustné ve veédpati vitamin C (kyselina askorbovd) a osm
vitamini skupiny B: B (thiamin), B (riboflavin), Bs; (niacin, kyselina nikotinova), $8
(kyselina pantotenovd),sBpyridoxin), B; (biotin, vitamin H), B (kyselina listova) a B
(kobalamin). Mezi vitaminy rozpustné v tucich fpatitamin A (retinol), vitamin E
(tokoferol), vitamin D (kalciferol), vitamin K (fgichinon) a karotenoidy. Deficit vitamin
rozpustnych v tucich je typicky proétil s cystickou fibrozou, naopak jejich nagmy
piijem mize vést k hypervitamin6ze, kdy mohou byt kumulovanyukové tkani.
Vitaminy rozpustné ve va@dv organismu nejsou ukladany a jejich vysoké dajdou
dolie tolerovany, protoZze nevyuzit&ast je vyldovana ledvinami. #padné
hypovitamindzy zpsobené nedostateym pijmem potravou jsou u vitamirrozpustnych

ve voct v naSich zergpisnych Sikach vzacnosti. [1-4]

1.1Vitamin B>

Riboflavin se sklada z heterocyklického isoalloxaxiého jadra ipojeného na
alkohol ribitol. Je termostabilni, &em se rozklada.

Fosforylaci riboflavinu v cytoplazénza gitomnosti adenosintrifosfatu (ATP) vznika
aktivni  forma  flavinmononukleotid  (FMN). Druhou akii formou je
flavinadenindinukleotid (FAD), ktery je syntetizavav dalSi reakci s ATP, ipniz je
zbytek adenosinmonofosfat (AMP) z ATRepesen na FMN. [2, 3, 5]

FMN a FAD slouZzi jako prosthetické skupiny oxidark¢hich enzyni
ozna&ovanych také jako flavoproteiny. Mnohé flavoproteiabsahuji jeden nebo vice
kovt, nag. molybden a Zelezo, oztmvané jako metaloflavoproteiny.[6] Flavoproteinové
enzymy jsou satasti dehydrogenaz a oxidaz. Tim se podiliiadt redoxnich proces

oxidativnich fosforylaci, syntézy a odbouravani mgsh kyselin. Festoze se riboflavin
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podili natad® metabolickych reakci, jeho nedostatek rispbuje ¢tSi potize. Mezi
projevy jeho nedostatku patfotofobie a za& Ustnich koutk, rta a jazyka. [3, 7]
Absorpce riboflavinu probiha v proximalnim Usekunk&ho steva po hydrolyze
vazebnych koenzyina je zavisla na Na V krvi je riboflavin vazan na albumin a

imunoglobuliny, jeho nadbytek je vydavan ledvinami. [3, 4, 6]

1.2Kyselina listova

Kyselina listova (FA) a od ni odvozené folaty séadRji z pteridinu s navazanymi
molekulami kyseliny p-aminobenzoové a glutamové. jeAzakladni substanci vice nez
100 modifikovanych fol&t

Derivaty kyseliny listové jsou &eny ve sew na monoglutamylfolat. Aktivni
formou je tetrahydrofolat, ktery vznika ve ifestnich bukach redukci enzymem
folatreduktazou. Jednouhlikové zbytkyepaSené kfolatem gedstavujifadu fiznych
stadii oxidace, jako je methyl, methylen, methefgimyl a formimin. Hlavnim zdrojem
methylenovych jednouhlikovych zbyike serin, tyto skupiny jsou reverzibiprenaSeny
na H-folat za vzniku glycinu a RIN'°-methylentetrahydrofolatu. Ten jetldZity
v metabolismu jednouhlikovych skupin,  ube byt redukovan na
N°-methylentetrahydrofolat a ma vyznamnou rdli petylaci homocysteinu na methionin
za pomoci methylkobalaminu jako kofaktoru a vitamiB;,. DalSi moZnosti je jeho
oxidace na RIN'-methylentetrahydrofolat, ktery pak e byt hydratovdn na
N°>-formyltetrahydrofolat ~ (kyselina  folinovd) nebo $formyltetrahydrofolat.
N° N'%-methylentetrahydrofolatu dodava methylovou skupimo tvorbu thimidylatu,
nezbytného pro syntézu prekurzoru DNA a tvorburecyti. Dale se dastni syntézy
purind, metabolismu lipid a hraje ki€ovou roli v fistu, dleni a diferenciaci buik. Velmi
dulezity je @ijem kyseliny listové vdhotenstvi jako prevence defektu neuralni trubice
plodu. [2, 3]

Polyglutamaty fjaté potravou jsou &peny enzymy s$evni mukdzy na dae
rozpustny monoglutamat, ktery je aktvnstebavan v proximalngasti tenkého #tva
s pomoci glukézyi galaktozy. V plazma je kyselina listova transportovana jako volna
nebo vazana na albumin.

Deficit kyseliny listové nmize byt zfisoben nejen jejim sniZzenyriijmem v potray,
ale také malabsorpci, hepatobiliarnim onemdogm, zvySenym katabolismem FA

a rekterymi léky (methotrexat, fenytoin). Meztipnaky nedostatku kyseliny listové fat
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makrocytarni anemie, trombocytopenie, postiZzentirgesestinalnino traktu (paleni
jazyka, zasty sliznic, pfijmy, nevolnost) a neurologické a psychiatrickézpaky
(deprese, psychicka nestabilita). Nizké hladinyekypy listové jsou spojeny s vySSim
rizikem onkologickych a neurodegenerativnich onemyotc [1, 8-10] Mirny deficit
kyseliny listové méa vliv na patogenezi kardiovasknlch onemocami a aterosklerdzy.
Tento deficit vede ke zvySeni koncentrace homoaysieprotoze dostate¢ neprobiha

regenerace methioninu z homocysteinu.[10, 11]

1.3Vitamin A

Molekula retinolu je tvéena beta-jonovym kruhem &tpkonjugovanymi dvojnymi
vazbami, z nichZtyti jsou v postranninietzci, které mohou vytv@t cis a trans-izomery.
Pouze all-trans a 13-cis, transizomery jsou biologicky &nné. Retinol tvéi Zluté
jehlicovité krystaly a je nerozpustny ve wotrukturg je podobny karotenoian, z nichz
muZe v organismu vznikat. [2, 3] Aktivita vitaminu j& v organismu zaji8ha retinolem
a jeho d¥¢ma derivaty, retinalem a kyselinou retinovou. \fgéh je retinol ukladan ve
formé retinyl esteru v lipocytech a v plaZnje transportovan vazany na retinol-vazajici
protein. Kyselina retinova se v plagmaze na albumin.

Vitamin A se podili na mechanismu fotoresorpagtlstivych elemeni sitnice a na
syntéze steroid a glykoproteid. Dilezity je také pro reprodukci a embryogenezi,
burgcnou proliferaci a diferenciaci. Retinoidy maji prakovinné ainky. [3, 5, 9, 10]
Pfiznaky deficitu retinolu se projevuji Serosleposkeroftalmii, zastem jazyka,
keratinizaci epitelidlnich bk respir&niho, gastrointestinadlniho a &avého traktu,
zvySenou kazivosti zub a nechutenstvim. fRnaky toxicity se mohou obijevit fip
20- nasobnémipkrateni dopordené denni davky uétd a 100- nasobném u dabpch.

U tehotnych je tento vitamintppredavkovani teratogenni. [3, 9, 10]

1.4Vitamin E

Vitamin E zahrnujectyii tokoferoly a ¢tyii tokotrienoly patici mezi derivaty
6-chromanolu substituovanymi nasycenymi (tokoférolyebo cast&né nasycenymi
(tokotrienoly) izoprenoidy s postrannitigittzci a jednou az¢mi methylovymi skupinami.
NejvetSi biologicky vyznam ma-tokoferol, ktery je nerozpustny ve whdale rozpustny

v tucich.
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Derivaty vitaminu E maji silné redéki viastnosti, jsou ifrozenymi fluorescenty
a jsou porarné stabilni i [ zvySené tepl@ a v alkalickém progedi. o-tokoferol je
intracelularni antioxidant, ktery inhibuje mutagenyazivacim traktu atgobi na integritu
membran bu&k tim, Ze brani oxidaci volnych radikal V plaznt je transportovan
lipoproteiny a fisobi synergicky se selenem. Snizujeigloti selenu tim, Ze brani jeho
vylu¢ovani z organismu. [2, 3, 5] ZvySenyigun a-tokoferolu je nutny uéhotnych
a kojicich Zen a u novorozeandNemoci doprovazené zhorSenou resorpal mkhou vest
k jeho nedostatku a nasledik neurologickym potizim vlivem morfologické a fuimk
zmeény perifernich neri, k rozvoji anémie a také ke zvySené agregabtlibmbocyft.
Pfiznaky deficitu vitaminu E jsou vSak u lidi vzacnBiySené sérové koncentrace se
naopak vyskytuji $ obstrukénich jaternich onemoénich a ledvinném selhani a jsou

doprovazeny hyperlipidémii. [3, 5, 9, 10]
1.5Zdroje vitamin @
V tabulcec. | jsou uvedeny zdrojeifpmu a doportené denni davky pro jednotlivé

vitaminy. Dopordené denni davky jsou odliSné pro Zeny a pro mzzelq]

Tabulka I: Zdroje vitamit a jejich doportené denni davky

vitamin zdroj doporu ¢ena denni davka (mg)
zZeny muzi

vitamin A jatra, mléné vyrobky, tdné 0,80 1,0

ryby, vaje&ny Zloutek 1,10 (Bhotné Zeny)
senigi 1,50

vitamin B, syry, vejce, jatra, maso, 1,3 (< 50 let) 1,7 (< 50 let)
brokolice, petrZel, kvasnice, 1,1 (> 50 let) 1,3 (> 50 let)
mléné produkty

vitamin E obilné kkky, mak, dechy, 8-10 (< 50 let) 10 (< 50 let)
vajeiny Zloutek 15 (> 50 let) 15 (> 50 let)

13 (hotné Zeny)

kyselina listova kvasnice, listovA zelenina, 0,18 (<50 let) 0,20 (< 50 let)
ofechy, vnitnosti  (jatra, 0,40 (> 50 let) 0,40 (> 50 let)
ledviny), pomeratové $ava t¢hotné Zeny 0,60
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1.6 Referenéni rozmezi vitamini

Vitaminy mohou byt stanovovany wzanych biologickych matricich (sérum, plazma,

mac). Pro rgkteré vitaminy byly stanoveny refekgn meze pro zmimé matrice (Tab. II).

[2]

Tabulka Il: Refereéni rozmezi vybranych vitamin

vitamin biologicka matrice referenéni rozmezi(umol/)
vitamin B sérum 0,133-0,478
plna krev 0,361-1,770
kyselina listova sérum-dosip > 0,0135
Sérum-novorozenci 0,016-0,072
erytrocyty >0,360
vitamin A sérum-muZi 1,05-2,27
sérum-zZeny 0,83-1,75
Sérum-novorozenci 1,22-2,60
serum-dti 1,05-2,80
vitamin E sérum-dosp 19-35

2. Stabilita vitamina s ohledem na podminky uchovavani

vzorkua

Vitaminy jsou chemické latky, které jsou vigiemére citlivé na s¥tlo, teplotu, pH

prostedi a slozky biologické matrice.

Vitamin A v séru je stabilniip teplo& +20 az +25 °C po dobu 2 @lnpri teplo€ +4
az +8 °C 1 tyden arpteplo -20 °C 1 rok. [12] Z&sobni roztoky vitaminu A jsstabilni 8

meésial uloZzené p teplog -70 °C. Extrahované vzorky udrZzované v autosaraplér

teplot 4 °C jsou stabilni 1 tyden. [13]

Vitamin E v séru je stabilniipteplog +20 az +25 °C 3 dny,ipteplo€ +4 az +8 °C
4 tydny a pi teplo€ -20 °C 20 tydh [12], pri -20 °C 3 n&sice. [14] Zasobni roztoky jsou
stabilni i teplot -20 °C po dobu 6 #sial [14] a @i teplo& -70 °C 8 ndsial. [13] Na
zaklad publikovanych dat je obe&nvhodné zasobni roztoky vitangirskladovat fi

teplot -70 az -80 °C, ficemz zasobni roztoky vitamirpouzité pro tuto rigorézni praci

byly uloZeny pi teplot -80 °C. V autosampleru jsou extrahované vzorkyikta pri

teplo€ -4 °C 1 tyden. [13]



Khan a kol. testovali stabilitall-trans retinolu aa-tokoferolu v séru a standardnich
roztocich, kdy § teplo&€ -20 °C byly standardni roztoky stabilni nejmdi§aden ndsic
a vitaminy obohacené sérum 24 hod. &Zné laboratorni teplétzasobni roztoky ani
sérum obohacené o vitaminy stabilni nebyly. [15]

V praci autofi Karppi a kol. byla testovana rosin stabilita retinolu,a-tokoferolu
a karotenoid v extrahovaném vzorku uloZzeném v autosamplérteplo€ +4 °C po dobu
1 tydne. Koncentrace retinolu se zvySila o 16 % oaznauje, Ze dosSlo k odgani
rozpoustdla v lahvice, zatimco molekula retinoluigtala v piibéhu testovaného obdobi
stabilni. Vyska piku vnihiho standardu se sniZila o 7 %, a to poukazujeh@degradaci
v pribéhu testovaného obdobi. ipad hladiny tokoferolu a dalSich karotendidbyl
zjisttn mirny pokles. Zasobni roztoky retinolus;tokoferolu a karotenoid obsahujici
0,01% (v/v) butylhydroxytoluenu bylyipskladovani p teplog€ -70 °C stabilni po dobu
8 mésial. [13]

Kyselina listova je stabilni vséru i teplo€ +20 az +25 °C pouze 30 minuti p
teplot +4 az +8 °C 6 hodin aipteplot -20 °C 8 tydii. [12] De Brower a kol. popsali, Ze
kyselina listova (FA) a kyselina 5-methyltetrahyistova (5-M-THF) byly relativis
stabilni @i razném pH (2-10) @& s nebo bez tepelné Upravy ve fosfatovém pufru
obsahujicim 1% kyselinu askorbovou (v/v) a 2% 2kaptoethanol (v/v). [16] Kirsch
a kol. zjistili, Ze FA a 5-M-THF jsou stabilniigeplog€ +4 °C po dobu vice nez 24 hodin
ve vodném roztoku s nebo befidavku kyseliny askorbovériprizném pH. [17] Zheng
a kol. testovali stabilitu FA a 5-M-THF v plazmma fech koncentrgich hladinich (1, 10
a 100 pg/ml) a zjistili, Ze FA a 5-M-THF v plagnrychleji degraduje bezifavku
2-merkaptoethanolu. Testovanim také&idy Zze FA a 5-M-THF jsou stabilni 7,5 hodiny
pii laboratorni teplat a 50 dni p teplog -80 °C, a to jak primarni vzorek, tak i extrakt.
Vzorek byl stabilni v autosamplerdigeplo€ +4°C 10 hodin, P laboratorni teplat 12
hodin a pi teplot -80 °C 24 hodin. [18]

Vitamin B je stabilni v plazra uloZzené ve trpii teplotach +20 az +25 °C, teplot
+4 °C a pi teplok -20 °C 3 dny (CV <20 %). [19] Koncentrace riboflay
v extrahovaném vzorku uloZzenéni peplo€ +4°C 24 hodin ve téh byly porovnavany
s koncentracemi natifenymi ihned po Upravvzorku. Péimérny negativni bias 2,9 %
poukazuje na relativni stabilitu extrahovaného kagpoo vice nez 24 hodin. [19] Hustad
testoval stabilitu vitamin B FMN a FAD v pIné krvi, v hemolyzované krvi a \aph®.
Vitaminy byly stabilni neiménh 5 hodin v pIné krvi a nejmé&nl hodinu v krvi s 1%

hemolyzou. Koncentrace FMN a FAD 1% hemolyza neovk. Vzorky plazmy
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s endogennimi vitaminy a vzorky plazmy dampié o 500 nmol/l riboflavinem, FNM nebo
FAD byly uloZzeny ve tra pii teplo& +23 °C po dobu 1, 4, 8 a 14 dni. Bylo zji&, Ze
v plaznt je vitamin B, FNM a FDA stabilni 14 dni. [6]

3. Metody stanoveni vitamini

Vitaminy Ize  stanovit imunochemickymi, [20-22] elekmigranimi
a chromatografickymi metodami. [6, 23-26] Imunoclek@ metody jsou vyhodné
Z hlediska nizké naéoosti na pipravu vzorku a rychlosti stanoveni. K analyze geZiva
sérum nebo plazma bezedchozi Upravy. Witym problémem je zde omezena nabidka
komegnich Kitd.

Z elektromigr&nich metod se v analyze vitaniiv potravinach, farmaceutickych
a biologickych vzorcich uplatje hlavré kapilarni elektroforéza (CE), [27] kapilarni
zonova elektroforéza (CZE) [26, 28-31] a micelasdéktrokinetickd chromatografie
(MEKC). [24, 32, 33] Vyhodou CE je kratka doba amzgl nizka cenainidel a minimalni
spoteba vzorku.[4] V sotasné dob se CE, CZE a MECK pouZivaji ve spojeni s UV
detekci [26, 28, 29, 32], lasefindukovanou fluoresceéni detekci [27] a hmotnostni
detekci, coz umaitije jejich Siroké vyuZziti. [4, 34]

V sowasnosti se vSak ngjsgji pro stanoveni vitamiinve vzorcich sttznou matrici
(potraviny, potravinové dopky, biologické vzorky) vyuziva vysokeéinna kapalinova
chromatografie ve spojeni s UV-VIS, fluoreséein[35], elektrochemickou a hmotnostni
detekci. [36-40] Taguchi a kol. vyvinuli pro staeow vitamirii rozpustnych ve vad
a v tucich metodu zaloZzenou na spojeni superkétfakidni chromatografie s hmotnostni
detekci. [41]

2.1Kapalinova chromatografie

Vysoko&inna kapalinovA chromatografie (HPLC) idat mezi pokrgilé
a instrumentél& nar@né separni metody s Sirokou oblasti pouziti. Lze ji analatoasi
80 % veSkerych znamych latek, a to ionty, latkyapol i nepolarni, malackavé, tepels
nestabilni i vysokomolekularni. Metoda je zalozex@austaleni rovnovahy mezi @i
vzajemré nemisitelnymi fazemi (mobilni a stacionarni). Paiwou mobilni fazi je
kapalina, tj. elani ¢inidlo (rozpou&dlo, pufr apod.), kterym jsou jednotlivé sloZzky
z kolony vymyvany. Mobilni faze vSak nesmi porudostacionarni fazi v kolahani gi
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delSim pouzivani a nefta by poSkozovat kapilary a spojovacéasti kapalinového
chromatografu (ndp tetrahydrofuran, ktery lepta PEEKové kapilary)2] Rozpo&idla

pro piipravu mobilnich fazi by sha mit dostaténou cistotu, tj. HPLC grade ifpadreé

hypergrade pro hmotnostni spektrometrii. Jejichkazsta a toxicita by my byt co

nejnizsi. Mobilni faze ®a by stabilni po dlouhou dobu a poskytovat minmdaignal
v detektoru. [43, 44]

Mobilni faze unasSi vzorek kolonou, ve které dochékiseparaci na
zaklad opakovanych interakci se stacionarni fazi. Touterakci jsou slozky vzorku
selektivie brzdsny v pohybu, mira brzohi je Uun®rna vazebné sile interakce. Afinitu
analyti ke stacionarni fazi lze vyjédt jako distribi&ni konstantu (I§), kterd je dana
podilem koncentrace sloZzky ve stacionarni fazi kackntraci slozky v mobilni fazi.
Slozky vzorku s odliSnymi K budou (pi dostaténé (Einnosti chromatografickéhoépk)
od sebe odideny a u sloZek se stejnouw,Kedojde k rozéleni @i praichodu sepataim
prostorem. l§ nezavisi pouze na vlastnostech separované lakyaké na vlastnostech
mobilni a stacionarni faze. Z toho plyne, Ze jetitlka mize mit rkolik raiznych hodnot
Kp v zavislosti na pouzité mobilni a stacionarni f§&b]

Nepohyblivou, tj. stacionarni fazi téiomaterial, kterym je pkna chromatograficka
kolona, a ktery se voli podle povahy analyzovangatbk Stacionérni faze lzegtit podle
chromatografického moédu, ktery je pouzit pro segare normalni, reverzni, ionexy,
HILIC, HIC, gelové a afinitni. DalSi moznosti je zdéleni stacionarni faze podle
chemického sloZeni. &né jsou tyto skupiny fazi: a) anorganické oxidyik@gel, oxid
zirkonicity, hlinity a titantity), b) chemicky vazané faze na bazi silikagelupalymerni
faze, d) hybridni faze, e) stacionarni faze na lgaafitoveho uhliku. Vyznamna je také
forma stacionarni faze. Rozeznavaji se f&asticové, které jsou ¢brgjsi, a faze
monolitické. Castice konvegnich stacionarnich fazi jsou charakterizovanskotika
parametry: a) mmeérnou velikosti ¢astic a distribuci velikostiastic, tvaremcéstic,
mérnym objemem pdr a relativnim objemem pdr mérnym povrchem a mérnou
hodnotou velikosti pdr [46] Separéni faze monoliticka je td@na jednim kusem
porézniho pevného materialu. Oproti klasickym kaélons velikosticastic 3-5 pm maji
lepSi hydrodynamické vlastnosti a dosahuji obdobnebo vySsi €innost separacefip
nizs§im z@tném tlaku.[47, 48] Monolitické kolony byly pouZifyo stanoveni vitaminu C

v plazne [49] a vitamini A a E v séru. [50]
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2.2 Ultra-vysokou¢inna kapalinova chromatografie

Ultra-vysoko@inna kapalinovd chromatografie (UHPLC) umojge vysokou
acinnost separace pouzitiastic chromatografického sorbentu sirpérem pod dva
mikrometry. Efektivni separace na stacionarnichHcfaz malymicasticemi probiha za
vysokych zgtnych tlaki (100 MPa a vice). [51].

Na stacionarni fazi jsou kladeny zvySené narokkilsdem na mechanickou stabilitu
sorbentu. Tyto naroky velmi dédsphuje silikagel, picemz nefastji je vyuzivan porézni
silikagel ¢astice sorbentu ma pory v celém svém objemu). Veldke poréznichtastic se
s vyhodou pouzivaji dastice povrcha¥ porézni, které jsou podobgésticim neporéznim,
ale maji ¥tSi nepropustné jadro a vrstva stacionarni fazsiljgjsi. Tlaky na kolos
plnéné &mito ¢asticemi jsou niZSi nez na kolonach s neporézronienty, naopak sokpi
kapacita je ¥tSi a oproti pla porézniméasticim je dosahovano lep&finnosti separace.
[52] Velmi popularni jsou i hybridni sorbenty. Nokgbridni stacionarni faze jsou temy
kombinaci anorganického silikagelu a polymeru. Ti#pe kombinuji nejlepsi vlastnosti
silikagelu, tj. vysokou ¢&nnost a vynikajici mechanickou stabilitu, s nejliepi
vlastnostmi polymeér. Vyznauji se roviéZz chemickou a teplotni stabilitou a nizSim
mnozstvim volnych silanolovych skupin na povrctéstic, které jsou néfznivé pro
separaci $tSiny latek. [46, 48, 52]

Pro analyzu vitamiin jsou v sodasné dob negastji pouzivanyc¢astice o velikosti
1,5-5,0 um plané do kolon o délce 50-250 mm, viz kapitola Gefted publikovanych
metod pro stanoveni vitamifh Wang a kol. testovali pro stanoveni metaliokyseliny
listové gt kolon: Ultimate AQ-C18 (250 mm x 4,6 mm I.D., =\ Acquity UPLC HSS
T3 (2,1 mm x 50 mm I.D., 1,8um), Acquity UPLC HSS 12,1 mm x 100 mm L.D.,
1,8um), Acquity UPLC BEH C18 (2,1 mm x 50 mm I.I0,7um) a Acquity UPLC BEH
C18 (2,1 mm x 100 mm 1.D., 1,7um). Nejlepsi sepamaejkratSich reténich ¢asi bylo
dosazeno i pouziti kolony Acquity UPLC BEH C18 (2,1 mm x 58m |.D. 1,7 um
Waters, USA). [36].
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2.3 Ultra-vysokou¢inna kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnasi

spektrometrii

V souwasnosti secasto vyuziva spojeni kapalinové chromatografie sothostni
spektrometrii. Rada hmotnostnich spektrometumo#uje pon#rné rychlé skenovani
(typicky jednotky-desitky Hz podle pouZzitého analyru). To dovoluje jejich spojeni
svysoko a ultra-vysok@innymi chromatografickymi technikami. Hmotnostni
spektrometr je iontavoptické z@izeni, které ionty vytvid, prevede je do plynného stavu
a nasledaé do vakua. Plynnou sta ionfi a jejich fragmerit potom separuje podle jejich
efektivnich hmotnosti m/z. Principy a vlastnostézt& pouzivanych hmotnostnich
spektrometi jsou diskutovany vighledovychélancich EI-Aneed a kol. [53] a Ho a kol.
[54] Pro analyzu biologickych mateni@l je spojeni kapalinové chromatografie
s hmotnostni spektrometrii velmi vyhodné, protozéngsi synergisticky efektivni
pieciSténi vzorki, separaci jednotlivych slozekiadu informaci pro jejich identifikaci.
Hlavnim aspekim tohoto spojeni s ohledem na analyzu biologickyohteriat je
vénovano ’kolik praci. [51, 55-57]

Pro analyzu &kterych vitamind, jako nap. isomefi vitaminu E, vitamifi B, a B se
negasgji pouziva ionizace elektrosprejem (ESI) v pozifmn modu. [35, 58-60]
Nimalaratne a kol. naproti tomu pouZili pro stanmiveeviti vitamiri rozpustnych v tucich
a jejich derivai v potravinovych dopicich a dtské vyzi¥ chemickou ionizaci za
atmosférického tlaku. Vyhodou zde byla nizSi ctaftvk matricovym efekim nez je tomu
u elektrospreje. [61]. Mezi hmotnostni analyzatpouzivané pi analyze vitamif pati
trojity kvadrupdl nebo piletovy analyzator (TOF) [7]ptipadré kombinace kvadrupdlu
a pfiletového analyzatoru (Q-TOF). [62] Kr@mejkezr¢jSiho iontového zdroje ESI Ize ke
stanoveni vitamii pouZit i desorpci-ionizaci laserem zatgmnosti matrice (MALDI) ve
spojeni s TOF analyzatorem. Toto spojeni se Kremamini vyuZiva hlave pro analyzu
proteini, DNA a lipidi. MALDI je stejre jako ESI velmi citliva ionizéni technika. [53]
Mandal a kol. ve své préci pouZzili desorpci-ionizéserem za ifitomnosti matrice
(MALDI) ve spojeni s piletovym analyzatorem pro stanoveni riboflavinu d&a&aminu

v maii. [7]
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4. Matricovy efekt pri UHPLC-MS analyze

Stanovovani analytza pouziti UHPLC-MS rize byt ovliviéno matricovymi efekty,
které lze definovat jako zfy &innosti ionizace zgsobené fitomnosti latek
vychéazejicich z kolony spolu s analyzovanou latkpejména organické a anorganické
makroslozky pitomné ve vzorku, metabolity, degr&dé produkty a dalSi). Matricové
efekty vznikaji jako vysledek souif@ni mezi slozkami matrice a analyterfi produkci
iontd. Mechanisni, které zfisobuji matricové efekty, je mnoho a ne vSechny pmla
objasrény. Rozdily v mechanismech ovli&mi ionizace se samigmg liSi i podle pouzité
ionizatni techniky. Pedpoklada se, Ze hlavnifigina vychazi z principu ionizace.
Matricovy efekt niize zahrnovat jak po#teni tak zvySeni ionizace. Matricové efekty
nejsou pedvidatelné a mohou byt igobeny celodadou latek. Za vSechny je vhodné
zminit endogenni fosfolipidy u vzaiks biologickou matrici, ¢které slozky mobilni faze
a exogenni latky, jako jsou polymery obsazen&znych odirovych plastikovych
naddobach nebo¢hterd antikoagulancia (napheparin litny), ale takétrfitomnost aditiv
(kyseliny, zdsady a pufry) v mobilni fazi. Mez¢A¢ pouzivana aditiva pétkyselina
trifluorooctova (TFA), mraveti, octova, hydroxid amonny, octan amonny a mrasen
amonny. Optimalni koncentrace aditiv mohou zlepditizaci stanovovaného analytu.
lonizace za atmosferického tlaku (APCI) jécvmatricovym efekim mér citlivA nez
elekrosprej. [51, 63, 64] Mallet a kol. sledovalivwvriznych aditiv (kyselina mraven
octova, trifluorooctovd, hydroxid amonny, mravan amonny a bifosfat amonny)
v mobilni fazi na intenzitu MS signalu. [65]

Pro hodnoceni matricového efektu i pouzivaji d¢ metody, a to metoda post-
kolonové inflze a metoda post-exttakho gidavku. Post-kolonovou infazi se Zzjie
kvalitativni matricovy efekt, kdy je na kolonu nélsbvan slepy vzorek a za kolonu je
piimou infazi gimichavan roztok analytu. Zny v odez¥¢ analytu zafi¢inéné slozkami
slepého vzorku separovanymi na kalogpotom ukazuji, na kteréasti chromatogramu
dochazi k matricovym efeltn. Tento zjisob Ize pouZit u stanoveni s malymcteon
analyti nebo u vzork se stejnou biologickou matrici. U metod s velkyroétpm
stanovovanych analytse pouziva metoda post-exitakho gFidavku. Matricovy efekt je
zde zji¥ovan gimo rfadou analyz. N&i se rkolik vzorka o stejné koncentraci analytu
a vnitniho standardu v roztocich bez matrice a s mattako blank matrice se pouzije
stejna matrice vzorku jako prdipravu standairdnebo kalibratal, ktery se ziska od vice

dardi. Za matricovy efekt je povazovano, jestlize rozmtiezvy ve vzorcich s matrici je

23



vétSi nez 15 % oproti odegwe vzorcich bez matrice. Pokud je niZsi, 1ze metoouZit ke
kvantifikaci. Pro testovani matricového efektu bylanbyt pouZzito nejméh pét vzorka
Z raiznych zdroj. [51, 63]

5. Uprava vzorku

Vitaminy jsou stanovovany v potravinach, potraviyayv dophcich a ve vzorcich
s biologickou matrici (krev, sérum, plazma, dndikvor). Vzhledem ke komplexnosti
téchto vzorki je obvykle nezbytné provéstigul analyzou jejich vhodnou Upravu.
U biologickych vzork se nejastji pouziva precipitace protain(PP), extrakce kapalina-
kapalina (LLE), extrakce na tuhou féazi (SPE) nelgjich kombinace. Rychlym
a jednoduchym zjsobem Upravy vzorku je precipitace protepomoci methanolu [36],
acetonitrilu [66], kyseliny trichloroctové [67], kgliny chloristé nebo jejich kombinace.
Midttun a kol. stejat jako Lu a kol. ve své praci pouzili kyselinu tricfoctovou (TCA).
[59, 68] Nelson a kol. pouzili pro precipitaci peoti v séru a v plazén50% kyselinu
metafosforénou (m/m), [39] Losa a kol. 7,2% kyselinu chloristd69] Liu a kol.
testovali vy€Zznost PP za pomoci acetonitrilu, methanolu a 20%elkyy chloristé. Zjistili,
Ze acetonitril nema signifikantni vliv na odezvparovnani s ostatnimi dmi testovanymi
médii. [66] Wang a kol. pro PP v séru zvolili metba [36] Zheng a kol. provedli PP
pomoci smsi metanolu, 10 mg/ml 2-merkaptoethanolu a 0,025%) (hydroxidu
amonného. [18]

Nevyhodou precipitace protéine, Zze neposkytuj€isty extrakt. Nedojde totiz k
acinnému odstragni soli a lipidi (hlavre fosfolipid), které mohou byt jednou Zipin
matricového efektu, igfemz methanolovy extrakt obsahuje vice rezidui gt nez
acetonitrilovy extrakt. Vysokadinnost precipitace proteinje dosaZzena s¥ai methanolu
a acetonitrilu v porru 2:1, zde je uvagha &innost 98 % a vyssi. [51, 63]

Klasicka extrakce kapalina-kapalina dasto pouzivana a velmiizitad analyticka
separaéni metoda. Oproti PP poskytu§estejSi extrakt. Pesto ma své nevyhody, jako je
pouzivani nebezgaych chemikalii, v ékterych gipadech pouziti velkého objemu vzorku
a kone€ny extrakt nemusi byt kompatibilni sd@enimi podminkami separace na
reverzni fazi. V takovém ffpact je nutné odp@ni extrakniho cinidla ze vzorku
a nasledné rozpusti odparku v mobilni fazi. [63] Zakladem této ektra je kvalitativni
pravidlo ,podobné se rozpousti v podobném.” ProSewy extrakni (kinnosti a vySsi

Cistoty extraktu se pouziva vicekrokova extrakceonia@mbinace jednotlivych extrakich
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¢inidel. Maze se také volit kombinace precipitace proteinxtsa&ci kapalina-kapalina,
coz zvySi dinnost extrakce aistotu vzorku. [13, 14, 70] LLE hexanem {@sto
vyuZivana pro fipravu vzork k analyze vitamit rozpustnych v tucich. Karppi a kol.
pouzili pii stanoveni retinolug-tokoferolu a Sesti karotendidv plazng pro gipravu
vzorki kombinaci precipitace proteinu pomoci ethanollL& bomoci hexanu. [13] Stejny
postup pro stanoveni retinoluaatokoferolu byl zvolen i v dalSi praci, W#nost zde byla
uvactna 93%. [70] Podobny postugi ptipraw vzorku na stanoveni retinolu a retinol-
palmitatu zvolili Breemen a kol. [71] Karpinsk&al. pro stanoveni retinolu-tokoferolu

a koenzymu @ v plazng pouzili PPT methanolem a naslédr_E do hexanu. [72] Khan
a kol. ve své praci na stanoveall-trans retinolu a o-tokoferolu pouzili pro PP
ethanol:methanol (95:5, v/v), nasledovala LLE¢&smn-hexanu:dichlormethanu (70:30,
viv). [15]

Velmi popularnim postupem Upravy vzorku je i ext@la tuhou fazi (SPE). Jako
pevna faze se vyuziva silikagel, oxid hlinity (poliafaze) nebo reverzni faze dC
(nepolarni faze). SPE mé&kolik vyhod oproti tradini LLE. Disponuje obvykle vysSi
selektivitou a poskytuje jakistéjSi extrakty, tak vysSi vg¥nost. Vyznamnou vyhodou je
moznost automatizace (tzv. on-line SPE) a dale mubst zakoncentrovani vzorku.
Souwasre mize ale dojit i k zakoncentrovani latek, které mobgtpri¢cinou matricového
efektu. Z tohoto @vodu je teba optimalizovat selektivitu celéhdepisteni, tj. slozeni
promyvaciho a eltniho roztoku. SPE je mozné kombinovat s PP i s kl#avislosti na
»Znegisténi vzorku“. [51, 64]

SPE je pouzivano pro stanoveni vitatninpotravinach, potravinovych daglich
[38] a multivitaminovych gipravcich. [73] On-line SPE byla pouZzita pridppavu vzork
na stanoveni kyseliny listové a jejich kataholitséru, matiském mléce a nio SPE byla
provedena na cartridge Hysphere MM anion exchab@enim x 2 mmg¢astice 25-35 um)
Spark Holland. [74] Kirsch a kol. pouzili pro staemi folafi v séru kolonky Oasis MAX
(Waters). [17] V dalSi praci byly pro stanoveni Bthyltetrahydrolistové kyseliny v séru
a plazn¢ pouzity kolonky Sep-Pak Vac 3cc (Waters). [39]
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6. Prehled publikovanych metod na stanoveni vitamiin

Vitaminy jsou stanovovany v potravinach, jako f#sla vyziva, zelenina, rostlinné
oleje, vajény Zloutek a mouka [35, 37, 38], dale v potravingvydophcich
(multivitaminové tablety) [73, 75] a v neposledatk v biologickych vzorcich (plazma,
sérum, me). [14, 19, 67, 70, 76] Pro separaci vitaimautdi nejcasgji volili kolony se
stacionarni fazi ¢ (nag. Zorbax-EclipseXDB-Ggg, Tracer Spherisorb ODS 2,4 Nova-
Pak Gg) — (viz. Tab. Ill), gipadré Cg[77]. Pouze Pinheiro-Sant’Ana a kol. pouZili pro
separaci isomérvitaminu E @, B, v, 8) a tokotrierd (o, B, v, 8) v potravinach stacionarni
fazi s normalni fazi (NP LiChrosorb Si60). [35] &lwou stacionarni faze v systému
reverzni faze souvisi slozeni mobilnich faziti Bouziti spektrofotometrickych
a fluoresce#nich detektal se pouziva methanol, acetonitril, voda, dihydrdgsiorenan
draselny, octan amonny, octan sodny, tetrahydrofargejich kombinace (viz. Tab III).
[19, 35, 37, 38, 70]i#PLC/MS experimentech se praipravu mobilni faze pouzivaji sisi
vody a acetonitrilu nebo metanoltasto s pidavkem kyseliny mravei, octové nebo
octanu amonného nebo mraganu amonného. [36, 39] Jak bylo z&ria vySe, B pouZiti
hmotnostni spektrometrie se ¢&gtji voli jako zpisob ionizace elektrosprej ve spojeni
s trojitym kvadrupolem [7, 36, 39, 75, 77], ve dvptacech byla pouZzita ionizace za
atmosfeérického tlaku. [61, 71]

V néasledujici tabulce jsou uvedenyiktady stanoveni vitamin v potravinach
a potravinovych dopkich, zmisoby Upravy vzonk, slozeni mobilni faze, pouzité

stacionarni faze a apob detekce.
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Tabulka Ill: Rehled publikovanych metod na stanoveni vitamin

Latka material piiprava vnitini mobilni faze stacionarni |detekce | odkaz
vzorku standard faze
Riboflavin plazma PP- MF A: dihydrogenfosforénan draselny (2DRP Zorbax SB-G | fluorescesini [19]
15% trichloroctov3 mM, pH 2,5 ):methanol (75:25, v/v), mobiln3,0 x 50 mm, 1,4
kyselina faze B: 100% methanol pm)
Isomery vitaminu E o,B,y,8) a tokotrierl | zelenina, rostlinn¢ LLE- hexan:isopropanol:kyselina octova NP LiChrosorb Si60 fluorescegni [35]
(0,B,v,0) oleje, vajény | hexan:ethylacetat (98:0,6:0,5, viviv) (250 x4 mm, 5 um
Zloutek, mouka (85:15,v/v)
Nikotinamid, thiamin, riboflavin, pyridoxin,umglé matéské| PP-4% methanol:voda (15:85, v/v), 5 mmol/Tracer Spherisorb | UV-VIS [38]
pyridoxal, pyridoxamin, kyselina listovamléko trichloroctova oktansulfonova kyselina, 0,5% triethylamin| ODS 2 Gg(250 x
kobalamin kyselina 4,6 mm, 5 um)
Thiamin, riboflavin ceredlie kysela 12,5 mM octan sodny ve $8i metanol/voda| Purospher  STARUV-VIS [37]
a enzymaticka (25:75, viv): 2,5 mM heptasulfonat sodny | RP-18e (250 x4
hydrolyza mm, 5 pm)
Thiamin, pyridoxal, nikotinamid, riboflavin,multivitaminové SPE, SPEC Ci1B vitaminy rozpustné ve védMF A: 0,05M RP Nova-Pack C1BUV-VIS [73]
kobalamin, retinol, cholekalciferal piipravky AR 3 ml octan amonny, MF B: methanol; (150 x 3,9 mm, 4
tokoferol vitaminy rozpustné v tucich: pm)
methanol:acetonitril (95:5, v/v)
Retinol, a-tokoferol, a-karoten, B-karoten,| plazma PP-ethanol, LLE+etinol acetat; methanol:acetonitril:tetrahydrofuran RP Nucleosid UV-VIS [76]
lykopen, lutein B-kryptoxantin hexan tokoferol acetat (75:20:5,v/vIv) s 0,01% kyseliny askorbovél ODS1 (3,2 x 25(
mm, 5 um)
Retinol,a-tokoferol plazma PP-ethanol, LLEretinol acetéat 100% methanol Supelcosil (75 x|DAD [70]
hexan mm, 3 pm)

DAD —detektor diodového pole, LLE-extrakce kapalk@palina, MF-mobilni faze, PP-precipitace proieinSPE-extrakce na tuhé fazi, UV-VIS — ultravideviditelna

oblast s¥tla,
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Tabulka Ill: Rehled publikovanych metod na stanoveni vitamin

Latka material priprava vnitini mobilni faze stacionarni faze | detekce odka
vzorku standard
24,25-(OH)2 vitamin D3, 25-(OH) vitam(mplazma PP-ethanol, retinol acetat gradient MF: methanol: voda (90\1@), | Ultrabase G (250x4 DAD [14]
D3, vitamin A, vitamin E LLE- n-hexan linearni gradient do 4 min methanpmm, S5um)
isopropanol (90:10, v/v), od 15. mijn
methanol:isopropanol (50:50, v/v), 25. min
methanol: voda (90:10, v/v)
Retinol, lutein, zeaxanthinf-kryptoxantin,| plazma PP-ethanol- B-Apo-8’- acetonitril:methanol:chloroform (60:25:15Synergy Hydro-RP 80A,| DAD [13]
lykopen,a-karoten -karoten, a-tokoferol, 0,01% BHT| karotenal, v/viv) s pfimési 0,01% terc- (150x4,6 mm, 4pm
(Whv), LLE- | a-tokoferol acetat | butylhydroxytoluen Phenomenex &
hexan-0,01%
BHT (w/v)
Thiamin, riboflavin, nikotinamid, kyselingdétska  vyziva, hydrolyza, metoda externihgradient: 0-13 min 10 mM fosfatovy pufiRP-Amide-Gg, 5 um PAD [78]
nikotinova, pyridoxin, pyridoxal, kyselingceredlie, ovocngéhomogenizace | standardu 13-14 min linearni gradient
listova, kobalamin, inosin produkty acetonitril:-fosfatovy pufr (6:94,v/v), 14-20
min acetonitril:fosfatovy pufr (6:94,v/v),
20-21 min linearni gradient
acetonitril:-fosfatovy pufr (12:88,v/v), 21-31
min acetonitril:fosfatovy pufr (12:88,v/v),
31-46 min 10 mM fosfatovy pufr
Thiamin, pyridoxin, pyridoxal, pyridoxaminZzivogiSné a enzymaticka methanol: fosfatovy pufr (10:90, v/v) RP Gg (250%x4,6 mm|DAD a [40]
kobalamin rostlinné hydrolyza s idavkem 18 mM triethylaminu, pHopm) elektrochemicka
potraviny 3,55
5-methyltetrahydrolistova kyselina plazma, sérum PES Sep-Pafl3C5- MF A: kyselina mraveti:voda (0,01:99,9,RP Ace Gg kolona| ESI-MS/MS [39]
Vac 3cc SPH methyltetrahydro- | v/v), MF B: kyselina mravefi: methanol (150x4,6 mm, 5pm)
kolona (Gg, 500/ listova kyselina (0,01:99,9, viv) , NovaPak phenyl RP Ace
mg) 25 mmol/l mravesan amonny ve vad 25| C;g  kolona, (150x3,9
mmol/l mravegan amonny v methanolu | mm, 4um)
Kyselina listova, 5-methyltetrahydrofolat, 5- sérum PP-methanol MF A: kyselina mravievoda (0,1:99,9| Acquity BEH Gg | ESI-MS/MS [36]
formyltetrahydrofolat, homocystein, v/v) (2,2x50 mm, 1,7 pm)
S-adenosylmethionin, MF B: acetonitril
S-adenosylhomocystein
Thiamin, riboflavin, kyselina pantotenovanultivitaminové | extrakce kyselina hippurova|] MF A: 5mM heptaflourobutanov&édina| Johnson Spherigel g ESI-MS/MS [75]
pyridoxin, biotin, kyselina listova, kyselindablety v alkalickém MF B:methanol silica (250x4,6 mm
askorbova, nikotinamid, kyselina nikotinovya, prostedi 5um)

taurin

BHT-terc-butylhydroxytoluen,

extrakce na tuhé fazi, MS/MS - tandemova hmotricggtaktrometrie
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Tabulka Ill: Rehled publikovanych metod na stanoveni vitamin

Latka material | pFiprava vnitini mobilni faze stacionarni faze| detekce | odkaz
vzorku standard
Pyridoxal, pyridoxin 5 -fosfat, pyridoxaminplazma PP-TCA (50g/l)| #pyridoxal MF A:650 mM kyselina octova, MF B: 100 mM RP SB G (150x4,6| ESI-MS/MS [77]
pyridoxamin  5'-fosfat,  4-pyridoxalova 5’fosfat, kyselina heptafluorobutanova, mm, 3,5um)
kyselina, riboflavin,flavinmononukleotid, ds-pyridoxal, MF C: 90% acetonitril
flavinadenindinukleotid dg-riboflavin
Riboflavin, kobalamin mo PP-krystaly metoda externihpmetanol:1mM trifluoroctové kyselina (1:4, v/v) Z@bEclipseXDB- | UV-VIS, [7]
kyseliny standardu Cig (150x4,6 mm) MALDI-TOF
Sravelové 5um)
Thiamin, riboflavin, nikotinamid, kyselingistova LLE kyselina *MF A: 10 mM octan amonny, MF B: *ACE-100 DAD [58]
pantotenova, pyridoxal, kyselina listové, | zelenina hippurova, transrkyselina octova:methanol (0,01:99,9, viv), MF |Cg(100x2,1 mm, 3ESI-MS/MS
tokoferol, B-karoten B-Apo-8’-karoten | kyselina octova:methanol (0,03:99,7, v/v) pum)
**methyl-terc-butyl ether: *»*YMC Cag (250x4,6
methanol:voda:triethylamin (90:10:4:0,1, v/iv/iviv) | mm, 5um)
Riboflavin, 5 forem vitaminu B6 (pyridoxaplazma PP-TCA (60g/l)| 2H8-riboflavin, | MF A: 600 mM kyselina octova RP Zorbax SB-¢ ESI-MS/MS [59]
5’-fosfat, pyridoxal, kys. 4°- pyridoxalov, 2H3-pyridoxal, MF B: 100 mM kyselina tetrafluorobutanova (150x4,6 mm, 3,5um)
pyridoxin, pyridoxamin), tryptofan, p 2H4-pyridoxin, MF C: acetonitril
metabolifi  tryptofanu  (kynurinin, kys| 2H2-PA, 2H2-
kynureninovd, kys. anthranilatova, 3- HAA, 2H4-AA,
hydroxykyrurenin, 3- hydroxyanthranilat, 2H5-tryptofan,
xanthureninova kyselina), cystatign, 2H5-KA, 2H5-
neopterin, kotinin cystathion, 2H3-
kotinin
Retinol, retinol palmitat sérum PP-ethanol, LLetinol acetéat MF  A: methanol:voda:kyselina octova (50:50:0,BP-YMC G APCI- [71]
hexan VIVIV) (100x2,0 mm) MS/MS
MF  B: methanol:methyl-terc-butylether:kyselina
octova (50:50:0,5, viviv)
Retinol, retinol acetat, retinol palmitaglopliky LLE- mobilni faze A: methanol:voda (90:10, v/v) RP-YMC Gy APCI- [61]
cholekalciferol,  a,B,y,5-tokoferol, a- | stravy, hexan:ethylacetgt mobilni faze B: methyl-terc-butylether:methan¢100x2,0 mm, 3um) | MS/MS
tokoferol acetatp-karoten, lutein, zexantin | détska (9:1, viv s 0,019 (80:20, viv)
vyZiva BHT)

APCI-MS/MS- chemickéa ionizace za atmosferickéhaulae spojeni s tandemovou hmotnostni spektrom&HiT-terc-butylhydroxytoluen, DAD-detektor dioddwe pole, ESI-
MS/MS elektrosprej ve spojeni s tandemovou hmotriagiektrometrii, MALDI-TOF - desorpce/ionizacedaga pitomnosti matrice ve spojeni sifgtovym analyzatorem, MF-
mobilni faze, LLE-extrakce kapalina-kapalina, PBgipitace proteity, SPE-extrakce na tuhé fazi, TCA- kyselina trichldova, UV-VIS - ultravialova-viditelna oblast&ila,
* sloZeni MF pro separaci vitamimozpustnych ve vag ** slozeni MF pro separaci vitamimozpustnych v tucich
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7. Validace metody

Validace metody se provadi pro kazdou novou argigti metoduci metodu
pievzatou z literatury. Jedna se o proces, ktery mokazat schopnost dané metody
poskytovat pesne, spravné a pravdivé vysledky. Validace mebydse néla ridit pravidly
pro validace analytickych metod rfapGuideline on bioanalytical method validation‘edl
EMA [79] nebo ,Guidance for industry: Bioanalyticklethod Validation“ dle FDA.[80]
Hlavnimi charakteristikami analytické metody, ktgéu nezbytné k zaji&ti spolehlivosti
analytickych vysledi: selektivita, mez detekce a kvantifikace, funkakezvy a rozsah
kalibrace, linearita, i@snost, preciznost a robustnost. Dale zdé& pagteni matricového
efektu, stabilita analytu (anafyjt v biologické matrici a stabilita analytu a wmitho
standardu v zasobnich roztocich a extraktech puadbbu skladovéni. [81, 82] Stabilita

jednotlivych analyi je podrobg popsana v kapitole 2. ,Stabilita vitanifn

7.1Vnitini standardy

Pro kvantifikaci analytu v nezndmém vzorku je nypo@Zzit vhodny vnini standard
(IS), ktery ma podobnou strukturu jako stanovovanglyt. V hmotnostni spektrometrii se
doporwiuje pouziti izotopo¥ znaenych vnitni standard, je vSak nezbytné, aby byly ve
vysokécistott a stabilni. [82] Nejastji se pouzivajfH, *C, **N nebo'’O. Rozdil mezi
analytem a izotopavznaenym vnitnim standardem by ¢hbyt nejmér 3 hmotnostni
jednotky. Nevyhodou je, Ze ne vzdy je izotopanaeny vnitni standard komen¢
dostupny. [36, 51, 63] Izotopdwznaené vnitni standardy byly pouzity ifpstanoveni
vitamini (nag. pyridoxal 5 fosfat-g pyridoxal-a&, riboflavin-ds, methyltetrahydro-listova
kyselina?*Cs, riboflavin-*C >N, kyselina listova-g vitamin A-&, a-tokoferol-c). [17,
39, 83]

7.2 Selektivita

Selektivita je schopnost analytické metody rozlsianovovany analyt a IS od
endogennich sloZzek matrice a dalSich slozek vekuz@elektivita se prokazuje za pouziti
nejmérk Sesti vzork matrice (tzn. vzorky krve/séra/plazmy ziskané odstis

dobrovolniki). V pripact meére castych matric Ize pouzit méwzorki. [79, 81]
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7.3 Limit kvantifikace

Pro validovanou analytickou metodu je stanovovaritlkvantifikace (LOQ), ktery
je definovan jako nejnizSi koncentrace analytu werku, ktera mze byt spolehli¥
kvantifikovana s fijatelnou gesnosti a preciznosti (viz Tab. 1V). Déle je tak&zmé pro
validovanou analytickou metodu vyjdddolni limit kvantifikace (LLOQ), ktery je roven
kalibratnimu standardu s nejnizSi koncentraci. Signal amatgorku LLOQ by nil byt
alespa 5-10 krat vySSi nez signal slepého vzorku & by byt prizpasoben éekavanym
koncentracim. [79, 81, 82] Pro analytické metodyastji uvadi LOQ nez LLOQ (viz
Tab. V). Zheng a kol. uvafl ve své praci na stanoveni kyseliny listové
a 5-methyltetrahydrolistové v plazmLLOQ. Pro kyselinu listovowini 0,249 ng/ml
(odpovida 5,64 nmol/l). [18] V dalSi praci atitavadi LLOQ pro kyselinu listovou 18,8
pmol/ml (odpovida 18,8 nmol/l) [74] a pro vitamia Bnmol/l. [19]

Tabulka IV: Riklady publikovanych LOQ

Latka LOQ/LLOQ rozsah kalibrace citace
Kyselina oz 10-500 ng/mi
listova | 02 ng/ml (odpovida 0,45 nmolfl) | 000644 2,.2-2226 nmolny | (3¢
- 1-1000 ng/mi
1,0 ng/mi (odpovida 0,003umolfl) (Z o0 dg 0.003-35 umoy | [14]
Vitamin A~ | 0,05 ng/ml 0,001-3 pg/ml (84]
odpovida 0, Kmo odpovida 0,003-10,5 pmo
(odpovida 0,0002 I/1) (odpovida 0,003-10 /)
0,028 pumol/l 0,8-2,9 umol/l [85]
iz 0,1-20 mg/mli 14
0,05 mg/ml (odpovida 116 pmol/l) (odpovidg 232-46400 pumolll) [14]
Vitamin E i 0,001-20 pg/ml
50 ng/ml (odpovida 0,116 pumol/l) (odpovidéug 002 — 46,4 pmol/l [84]
0,562 pmol/l 8-42 pmol/l [85]
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7.4 Kalibra éni k¥ivka

Kalibraéni standardy se fipravuji v dubletu ze stejné matrice, jako je ntari
analyzovanych vzokk a v rozsahu &kavanych koncentraci u analyzovanych viork
Rozsah kalibréni kiivky by mél pokryvat rozsah &ekavanych koncentraci v neznamych
vzorcich. [81, 82] Pro sestrojeni kalibind kiivky se pouzivd minimathSest kalibrénich
standard. [83] Sedm kalibrénich roztok na stanoveni riboflavinu pouZzil ve své praci
Petteys a kol. [19]

7.5 Presnost

Presnost analytické metody je dangsrosti shody mezi nafifenou hodnotou
a nominalni koncentraci analytu (vyf@dou v procentech). Provadi se stanovenim
minimalné péti vzorki pro minimal 3-4 koncentrace, které pokryvaji cely rozsah
kalibratni kiivky (LLOQ, sttedni a horni oblast kalibtai kiivky) v kratkém casovém
Useku. Naslednjsou stejné koncentracesteny nejmén ve dvou fiznych dnech. Rmer
koncentraci by & byt + 15 % nominalni koncentrace, pro LLOQ + 20[%3, 19, 59, 77,
81, 82]

7.6 Preciznost

Preciznost je &nost shody mezi jednotlivymi naienymi koncentracemi. Mirou
preciznosti je variéni koeficient a relativni sénodatnd odchylka. Preciznost je hodnocena
za podminek opakovatelnosti a reprodukovateln@&di. podminek opakovatelnosti se
provadi stanoveni minimairb vzorki na minimalg 3-4 drovnich koncentrace v kratkém
c¢asovém useku, které pokryvaji cely rozsah katibraiivky (LLOQ, sttedni a horni
oblast kalibrani kiivky). Za podminek reprodukovatelnosti jsoucérany stejné
koncentrace nejménve dvou tiznych dnech. Hodnoty vatiaich koeficieni by nengly
prekratit £ 15 % a pro LLOQ % 20 %. [13, 19, 59, 77, 82] 8

7.7 Matricovy efekt

Matricovy faktor se vyp&itd pro LLOQ a nejvySSi kalibkai standard pro kazdou
stanovovanou latku a IS. Matricovy faktor se stangako pongr plochy piku ziskanyip
analyze vzorku s matrici (po extrakci