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SUHRN

HPLC stiadium vplyvu teploty na separaciu niektorych enantiomérov sulfoxidov, stanovenie
niektorych enantiomérov sulfoxidov v sére potkana

Metylovany teikoplanin aglykén ako chemicky viazand chirdlna stacionarna faza (CSP) sa pou-
zila na Studium separécie enantiomérov a Stidium vplyvu teploty na enantioselektivitu niekto-
rych chirdlnych sulfoxidov — devit rdéznych aryl metyl sulfoxidov, 1-(metylsulfinyl) naftalén
a [(1,1-dimetyl-2-fenyletyl)sulfinyl]benzén v polarnom organickom moéde. Vplyv teploty na
separdciu enantiomérov sa Studoval v rozsahu od 10 °C do 50 °C v metanole ako mobilnej faze
s rozdielnou koncentraciou organického modifikdtora v mobilnej faze. Na zaklade van’t Hoffo-
vych zavislosti (graficka zavislost In k od 1/T aln o od 1/T, kde k je reten¢ny faktor, T je tep-
lota a a je selektivitny faktor) sa vypocitali termodynamické parametre pre 12 chirdlnych sulfo-
xidov. Van’t Hoffove zavislosti mali linedrny priebeh pre vSetky enantioméry. Elu¢né poradie
enantiomérov sa v danom rozsahu teploty nemenili, (S) (+) enantiomér eluoval prvy. Na analy-
zu sulfoxidov vo vzorke potkanieho séra sa pouzila extrakcia tuhou fazou, po precisteni vzorky
sa Ciry roztok davkoval do chirdlnej kolony s mobilnou fazou metanol — kyselina octova
(17,48 mmol/l) — dietylamin (4,79 mmol/l). Medza stanovenia sa vypocitala pre vSetky Studo-
vané sulfoxidy a bola v rozsahu od 7,0 do 24,2 ng/ml, u¢innost extrakcie bola v intervale od
82 % do 96 %.

Klicové slova: separicia chirdlnych latok — metylovany teikoplanin CSP — sulfoxidy — extrakcia
tuhou fazou — HPLC
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SUMMARY

HPLC study of temperature influence on some enantiomer separations of sulfoxides,
determination of some enantiomers of sulfoxides in rat serum

The methylated-teicoplanin aglycone chiral stationary phase (CSP) was used to study the
enantioseparation and temperature behaviour of a set of chiral sulfoxides — nine different aryl
methyl sulfoxides, 1-methylsulfinylnaphthalene and 1,1-dimethyl-2-phenylethylsulfinylbenzene in
polar organic mode. The effect of temperature on the HPLC separation of aromatic sulfoxides was
studied between 10 °C and 50 °C in methanol mobile phases with different concentration of the
organic modifier in mobile phase composition. The van’t Hoff plots (In k versus 1/T and In o versus
1/T, where k is retention factor, T is temperature of chromatographic column, and a is selectivity
coefficient) were constructed and thermodynamic data were determined from the slope and the
intercept of linear van’t Hoff plots for all 12 racemic compounds under the study. The van’t Hoff
plots were linear for all enantiomers. (S) (+) enantiomeric form was eluted as the first one in any
case. Solid phase extraction (SPE) was used for the determination of sulfoxides and clean solutions
after SPE was injected into a chiral column. The mobile phase was methanol containing acetic acid

Adresa pre koreSpondenciu:

prof. ing. Jozef Lehotay, DrSc.

Ustav analytickej chémie FChPT, STU
Radlinského 9, 812 37 Bratislava, SR
e-mail: jozef.lehotay @stuba.sk

CESKA A SLOVENSKA FARMACIE, 2009, 58, ¢. 2

7



Farmacie 2-09

19.5.2009 13:31 sStr. 72

o6

(17.48 mmol/l) and diethylamine (4.79 mmol/l). The limits of determination (LOQ) were calculated
for all compounds under study. The LOQ values were in the range from 7.0 to 24.2 ng/ml, the
recovery of extraction was in the range from 82% to 96%.

Key words: separation of chiral compounds — methylated teicoplanin CSP — sulfoxidies — solid

phase extraction — HPLC
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Md

Uvod

Makrocyklické antibiotika, zvlast teikoplanin glyko-
peptidy, si velmi vhodnymi chirdlnymi selektormi na

.....

.....

separacii sa mdzu vyuzit rozne interakéné stereospecific-
ké mechanizmy, najcastejsie sa vyskytuji polarne a iéno-
vé interakcie * 3. Vo vSeobecnosti glykopeptidické chi-
ralne selektory vyuZivaji mozné interakcie s viacerymi
funkénymi skupinami naviazanych na skelete aglykénu
(napriklad hydroxylova, aminova, amidickd, karboxylo-
véa skupina), interakcie pomocou m-elektrénov (hlavne
benzénové jadra) a interakcie s hydrofébnymi centrami.
Tieto interakcie umoziuji vyuzit rozdielne molekulové
vlastnosti separovanych latok vratane hydrofobnych,
i6novych, dip6l — dipdl, w — 7 a stérickych interakcii ©.
Glykopeptidické chirdlne selektory sa moZu pouZit aj
v reverzom fazovom systéme, v konvencnom a polarnom
— organickom moéde 7. U&innost separicie sa niekedy
mdze zvysit pouzitim metylovaného teikoplaninu
(MTAG), ¢im sa zna¢ne obmedzi tvorba interakcii cez
vodikové vizby a v niektorych pripadoch sa mdze pod-
statne zvySit enantioselektivita &®.

Chiralne sulfoxidy sa ¢asto pouZivajui ako intermedia-
tory pri syntézach, ddlezitych bioaktivnych latok *'?, pri
asymmetrickych syntézach * 4 a zaraduja sa medzi as-
to pouzivané reagenty pri syntéze lie¢iv . Z tohto hla-
diska je potrebné kontrolovat pritomnost sulfoxidov
v biologickych vzorkdch. Termodynamické Studie
a zhodnotenie vplyvu teploty na selektivitu separicie
enantiomérov sulfoxidov mdze vysvetlit niektoré inter-
ak¢éné mechanizmy pri chromatografickej separdcii.

Zmenu parcidlnej molovej entalpie (AH)) a zmenu par-
cidlnej molovej entropie (AS) pri prechode molekul
separovane]j latky z jednej fazy do druhej mozno vypoci-
tat podla van’t Hoffovej rovnici [1]:

AS.

-AH ,
R

Ink, = L.
" RT

+ In ¢,

kde k. je retencny faktor, AH, je zmena parcidlnej
molovej entalpie, AS, je zmena parcidlnej molovej entro-
pie, R je plynova konstanta, T je teplota chromatografic-
kej kolony a ¢ je pomer faz definovany ako pomer obje-
mu staciondrnej fazy V, a objemu mobilnej fazy V .
Uvedena rovnica sa rieSi graficky pouZitim regresnej
analyzy tak, Ze sa zostroji graf In k v zavislosti od 1/T,

potom zo smernice zdvislosti (~AH/R) moZno vypocitat
AH a AS,, sa vypocita z useku na osi y (AS+ In ¢).

Podobnym spdsobom mozno zistit vplyv teploty na
enantioselektivitu podla rovnice [2], ktord sa rieSi gra-
ficky pouZitim regresnej analyzy na zdklade zévislosti
Ino. od I/T, kde hodnota A(AH, ) sa vypocita zo smeri-
ce zavislosti a A(ASZ,I) 7 useku na osi y.

A(AH, ) . A(4S,,)
RT R

Ina =

(2]

Hodnota A(AH, ) reprezentuje rozdiel v zmene ental-
pie a hodnota A(ASZ’ ;) vyjadruje rozdiel v zmene entro-
pie medzi dvojicou enantiomérov. Inymi slovami tento
rozdiel termodynamickych parametrov zndzorfiuje zme-
nu uvedenych termodynamickych parametrov, ktord je
potrebna na enantioseparaciu.

Cielom tejto prace bolo preskumat vplyv zloZenia
mobilnej fazy na selektivitu separacie z hladiska termo-
dynamickych parametrov pri pouZziti MTAG ako chiral-
nej staciondrnej fazy. Na tpravu biologickej vzorky pred
davkovanim do chirdlnej chromatografickej kolény sa
pouZzila extrakcia tuhou fazou (SPE).

POKUSNA CAST

Chemikdlie

Struktira $tudovanych chiralnych sulfoxidov sa uvad-
zaju na obrazku 1. VSetky sulfoxidy sa pripravili na
Ustave analytickej chémie, Fakulta chemickej a potravi-
narskej technolégie, STU v Bratislave podla postupu
uvedeného v literatdre & . Chemikdlie a rozpustadla
pre HPLC (metanol, kyselina octov4, dietylamin a voda)
sa zakupili od fy. Merck (Nemecko).

Pristrojovd technika

V praci sa pouzil kvapalinovy chromatograficky
systém Hewlett Packard 1100, ktory pozostaval z vyso-
kotlakového Cerpadla, davkovacieho ventilu (Rheodyne
7724) s 20 ul davkovacou kapilarou, spektrofotometric-
ky detektor s diddovym polom a polarimetricky detektor
(Chiralyzer, IBZ MESSTECHNIK, Nemecko). Detekto-
ry boli zapojené v sérii. Teplota chromatografickej chi-
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Obr. 2. Vplyv zloZenia mobilnej fazy na hodnoty retencénych faktorov jednotlivych enantiomérov. Chirdlna koléna MTAG,

podmienky separdcie sa uvddzaji v experimentdlnej casti.

rdlnej kolény sa kontrolovala termostatom (LCT 5100,
INGOS, Ceska republika).

Pracovny postup

Chirdlna koléna (150x 4,6 mm L.D., Astec, USA)
s metylovanym aglykénom teikoplaninu (MTAG) sa
pouzila na Studium chirdlnych vlastnosti enantiomérov
sulfoxidov. Mobilnou fizou boli ¢isty metanol (MP1)
a metanol so 17,48 mmol/l kyseliny octovej (Hac)
a s rozdielnou koncentraciou dietylaminu (Dea). Pouzili
sa nasledujice koncentracie Dea: bez pridavku Dea
(MP2), dalej s pridavkami 2,39 mmol/l (MP3), 4,79
mmol/l (MP4), 9,57 mmol/l (MP5) a 14,36 mmol/l
(MP6). Termodynamické parametre sa merali pri izoter-
mickych podmienkach v rozsahu teplot od 10 °C do

50 °C pri 10 °C intervaloch. Relativna smerodajna
odchylka teploty kolény bola + 0,1 °C. Analyty sa roz-
pustili v metanole (koncentracia 1 mg/ml). Roztoky Stan-
dardov sa zriedili na kone¢né koncentracie v rozsahu od
2,5 ug/ml do 100 pg/ml (5 roztokov s roznymi koncent-
raciami). Roztoky Standardov sa pripravili pre kazdu
racemickl zmes a rovnica kalibracnej priamky sa vypo-
¢itala metodou regresnej analyzy. SPE sa pouZila na pri-
pravu vzoriek potkanieho séra k analyze, ku ktorym sa
pridali pridavky Standardu, tak aby koncentracia Standar-
dov bola 5 ug/ml séra. SPE kolénka OASIS HLB
(30 mg, 1ml, Waters, Ireland) sa najprv premyla 1 ml
metanolom a 1 ml deionizovanej vody; 0,5 ml vzorky
séra sa nadavkovalo do SPE kolénky. Po nadavkovani sa
SPE kolénka premyla 1 ml zmesou deionizovanej vody
a metanolu (95/5 v/v). Sorbované analyty sa vymyli
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Obr. 3. Vplyv zloZenia mobilnej fazy na hodnoty enatioselektivitnych rozlisovacich faktorov jednotlivych enantiomérov. Chirdlna
koléna MTAG, podmienky separdcie sa uvadzajii v experimentdlnej casti.

Tab. 1. Termodynamické parametere vypocitané z van’t Hoffovych zdvislosti (In k; vs 1/T) pre prvy a druhy eluovany
enantiomér. Chirdlna koléna MTAG, mobilnd faza MP1, dal$ie podmienky separdcie sa uvdadzaji v experimentdlnej éasti.

MP1 AH, AS, AH, AS, A(AH, ) A4S, )
(kJ.mol™) (J.mol.K") (kJ.mol™) (J.mol.K") (kJ.mol™) (J.mol.K")

Analyt

A -8,107 -7,42 -10,079 -11,08 -1,973 -3,66
B -7,890 -16,59 -9,067 -18,67 -1,177 -2,08
C -9,425 -16,28 -12,224 -21,92 -2,436 —4.41
D -9,438 -15,11 -11,711 -19,58 -2,307 —4,60
E -9,565 -17,38 -10,838 18,57 -1,899 -3,29
F -9,368 -14,41 —11,987 -20,71 -2,435 -5,66
G -9,324 -13,90 -11,205 -17,44 -2,079 —4.,20
H -8,520 -13,09 -10,614 -16,82 -2,373 —4,68
1 -9,361 -13,21 -12,041 -19,51 -2,709 -6,37
J -10,423 -18,29 -11,419 -19,99 -1,433 -3,14
K -8,995 -15,72 -9,603 -15,03 -1,144 -1,05
L -9,741 -15,39 -11,278 -18,92 -1,442 -3,23

Index 1 a 2 sa vztahuje na prvy a druhy eluovany enantiomér. Fizovy pomer, ktory sa pouzil na vypocet zmeny entropie, bol ¢ = 0,09.

Tab. 2. Termodynamické parametere vypocitané z van’t Hoffovych zdvislosti (In k, vs 1/T) pre prvy a druhy eluovany
enantiomér. Chiralna kolona MTAG, mobilna faza MP2, dalsie podmienky separdcie sa uvadzaji v experimentdlnej ¢asti.

AHI AS 1 AHz ASz A(AHZ 1) A(AS2 1) iso
MP2 (kJ.mol™) (J.mol'L.K") (kJ.mol") (J.mol'L.K") (kJ.mol) (J.mol. K C)
Analyt
A ~7,969 ~6,95 9,637 963 ~1,668 2,68 350
B -8,195 ~17,62 ~9.431 ~19,90 ~1,236 -2,29 267
C ~8.405 ~12,81 ~10,803 ~17,34 ~2,398 453 257
D -8335 ~11,41 -10,349 ~1521 2,014 3,80 257
E -8,137 ~12,64 -9,969 ~15,98 ~1,832 _334 275
F 8,565 ~11,79 ~10,820 -17,25 2254 546 139
G -8,334 -10,56 ~10,221 ~14,29 ~1,887 373 232
H ~7.881 ~10,99 -9,804 —14.44 ~1,923 3,44 285
I 8,448 ~10,.21 ~10,877 ~16,01 2,429 581 145
J -8,761 ~12,58 -9,820 —14,77 ~1,059 -2,20 208
K -8,134 ~12,78 9,148 ~13,68 ~1,014 ~0,90 854
L -8,571 ~11,41 -9,836 ~14.26 ~1,266 2,85 170

Index 1 a 2 sa vztahuje na prvy a druhy eluovany enantiomér. Fizovy pomer, ktory sa pouZil na vypocet zmeny entropie, bol ¢ = 0,09.

zmesou metanolu, 17,48 mmol/l kyseliny octovej a 4,79  kolony. Rovnaky pracovny postup sa pouZil aj pri analy-
mmol/l dietylaminu (MP4) v objeme 0,5 ml. 20 ul elud-  ze potkanieho séra bez pridavku Standardu. Na detekciu
tu sa potom davkoval do chirdlnej chromatograficke;j separovanych latok sa pouZila vlnovd dizka 254 nm.
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Tab. 3. Termodynamické parametere vypocitané z van’t Hoffovych zdvislosti (In k, vs 1/T) pre prvy a druhy eluovany
enantiomér. Chirdlna kolona MTAG, mobilnd faza MP3, dalsie podmienky separdcie sa uvadzaji v experimentdlnej ¢asti.

MP3 AH, AS, AH, AS, A(AH,) A(AS, )
(kJ.mol™) (J.mol.K1) (kJ.mol™) (J.mol'.K1) (kJ.mol™) (J.mol'.K1)

Analyt

A -7,630 6,15 -9,318 -8,76 —1,688 -2,61
B -8,192 -18,59 -9,080 —-19,28 -0,888 -0,70
C -8,300 -13,12 -10,530 -16,90 -2,230 -3,78
D —7,985 -10,83 -9.914 -14,24 -1,929 -3,41
E -7,633 -11,57 -9,408 -14,51 -1,775 -2,95
F -8,114 -10,84 -10,222 -15,56 -2,108 —4,72
G -7,864 -9,55 9,664 -1291 -1,800 -3,36
H -7,367 -9,84 -9,249 -12,97 -1,882 -3,14
1 -8,017 -9,30 -10,319 —14,45 -2,303 -5,15
J -8,581 -12,68 -9,585 -14,58 —-1,004 -1,90
K 8,045 -13,26 -9,020 —13,81 -0,975 -0,55
L -8,489 -11,76 -9,810 -14,67 -1,321 -2,92

Index 1 a 2 sa vztahuje na prvy a druhy eluovany enantiomér. Fizovy pomer, ktory sa pouZil na vypocet zmeny entropie, bol ¢ = 0,09.

Tab. 4. Termodynamické parametere vypocitané z van’t Hoffovych zdvislosti (In k, vs 1/T) pre prvy a druhy eluovany
enantiomér. Chiralna kolona MTAG, mobilna faza MP4, dalsie podmienky separdcie sa uvadzaji v experimentdlnej ¢asti.

P4 AH, AS, AH, AS, A(AH, ) A(AS,)
(kJ.mol™) (J.mol'.K") (kJ.mol™) (J.mol'.K") (kJ.mol™) (J.mol.K™")

Analyt

A -8,018 -7,69 -9,625 -10,04 —-1,608 -2,35
B -8,811 21,11 -9,729 -21,78 -0,919 -0,68
C -8,600 —14,47 -10,798 -18,06 -2,198 -3,59
D -8,258 -12,05 -10,139 -15,27 —-1,881 -3,21
E -8,079 -13,36 -9,682 -15,66 -1,603 -2,30
F -8,430 -12,17 -10,472 -16,60 -2,042 4,42
G -8,160 -10,83 -9,958 -14,14 —-1,798 -3,31
H -7,755 -11,43 -9,517 -14,11 -1,762 -2,67
1 -8,277 -10,42 -10,616 -15,63 -2,339 -5,21
J -8,931 -14,21 -9,898 -15,94 -0,967 -1,72
K 8,504 -15,19 -9,314 -15,09 -0,809 0,10
L -8,751 -12,98 -10,095 -15,95 —1,344 -2,97

Index 1 a 2 sa vztahuje na prvy a druhy eluovany enantiomér. Fizovy pomer, ktory sa pouZil na vypocet zmeny entropie, bol ¢ = 0,09.

Elu¢né poradie separovanych enantiomérov sulfoxidov
sa zistilo polarimetrickym detektorom a pre vSetky race-
mické zmesi Studovanych sulfoxidov sa prvy eluoval (S)
(+) - enantiomér.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Zavislost hodndt retencnych faktorov jednotlivych
enantiomérov od zloZenia mobilnej fazy je na obrazku 2.
Hodnoty reten¢nych faktorov klesajui so zvySovanim
koncentracie Dea v mobilnej faze. Ak mobilnou fazou je
¢isty metanol (MP1), potom retencné faktory nadobui-
daju vyssie hodnoty v porovnani s inymi mobilnymi
fazami s organickymi modifikdtormi. MoZno predpokla-
dat, Ze acidita alebo bazicita ale aj idnova sila mobilne;j

fazy ma vplyv na retenény mechanizmus Studovanych
enantiomérov sulfoxidov. Na druhej strane hodnoty
selektivitnych faktorov sa zvysuji so zvySovanim bazici-
ty mobilnej fazy do urcitej hodnoty, kedy zrejme sa meni
interakény mechanizmus (obr. 3).

V tabulkach 1-6 sa uvadzaju termodynamické para-
metre, ktoré sa vypoditali zo vztahov 1 a 2. Podmienkou
spravneho vypoctu tychto parametrov je, aby van’t Hof-
fove zdvislosti (In k; vs. I/T) boli linedrne v danom roz-
sahu teplot. Pre vSetky Studované sulfoxidy hodnoty
korela¢nych koeficientov van’t Hoffovych zavislosti boli
nad hodnotou 0,99, ¢o dokumentovalo linedrny priebeh
zavislosti. Podobne v pripade zavislosti enantioselektivi-
ty od teploty (obr. 4) boli hodnoty korelaénych koefi-
cientov v rozsahu od 0,98 do 0,99. Na zédklade ziskanych
vysledkov mozno konStatovat, Ze v danom rozsahu tep-
16t nedochddza k zmene retenéného mechanizmu
a k zmene poradia eluovanych enantiomérov, enantiomér
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Tab. 5. Termodynamické parametere vypocitané z van’t Hoffovych zdvislosti (In k, vs 1/T) pre prvy a druhy eluovany
enantiomér. Chirdlna kolona MTAG, mobilnd faza MP5, dalsie podmienky separdcie sa uvadzaji v experimentdlnej ¢asti.

MP5 AH, AS, AH, AS, A(AH, ) A4S, )
(kJ.mol ") (J.mol'.K") (kJ.mol") (J.mol'L.K") (kJ.mol ") (J.mol'.K")

Analyt

A 8,112 -8,16 -9,641 -10,29 -1,529 -2,13
B -8,989 -21,99 -9,933 -22,68 -0,944 -0,69
C -8,680 -14,98 -10,868 -18,53 -2,188 -3,55
D -8,222 -12,16 -10,090 -15,34 -1,868 -3,18
E 8,038 -13,45 -9,705 -15,96 -1,667 -2,51
F -8,513 12,64 -10,430 -16,67 -1,917 —4,02
G 8,106 -10,86 -9,875 -14,10 -1,769 -3,24
H -7,734 -11,56 -9,519 -14,31 -1,785 2,75
1 -8,321 -10,75 -10,580 -15,71 -2,259 -4.95
J -8,952 -14,56 -9,943 -16,35 -0,991 -1,80
K -8,594 -15,77 -9,343 -15,44 -0,750 0,33
L -8,835 -13,49 -10,176 -16,48 -1,342 -2,98

Index 1 a 2 sa vztahuje na prvy a druhy eluovany enantiomér. Fizovy pomer, ktory sa pouZil na vypocet zmeny entropie, bol ¢ = 0,09.

Tab. 6. Termodynamické parametere vypocitané z van’t Hoffovych zdvislosti (In k; vs 1/T) pre prvy a druhy eluovany
enantiomér. Chirdlna koléna MTAG, mobilnd faza MP6, dalsie podmienky separdcie sa uvdadzaji v experimentdlnej éasti.

MP6 AH, AS, AH, AS, AAH, ) AAS,)
(kJ.mol™) (J.mol.K") (kJ.mol™) (J.mol'.K") (kJ.mol™) (J.mol.K™")

Analyt

A -8,066 -8,21 -9,561 -10,29 -1,495 -2,08
B -8,951 -22,05 -9,963 -22,94 -1,012 -0,89
C -8,728 -15,39 -10,970 -19,14 -2,241 -3,75
D -8,317 -12,70 -10,214 -16,01 -1,897 -3,31
E -8,172 -14,11 -9,792 -16,47 -1,620 -2,36
F -8,544 -12,94 -10,543 -17,27 —1,998 —4,33
G -8,112 -11,09 -9,900 -14,41 -1,788 -3,32
H -7,796 -11,98 -9,566 -14,69 -1,770 2,71

1 -8,412 -11,24 -10,601 -16,01 -2,189 477
J -9,034 -15,10 -9,992 -16,81 -0,958 -1,71
K 8,686 -16,34 -9,453 -16,09 -0,766 0,25
L -8,843 -13,77 -10,169 -16,75 -1,326 -2,98

Index 1 a 2 sa vztahuje na prvy a druhy eluovany enantiomér. Fizovy pomer, ktory sa pouZil na vypocet zmeny entropie, bol ¢ = 0,09.

(S) (+) mal hodnotu reten¢ného faktora vzdy niZSiu ako » analyt K
enantiomér (R) (-). Zavislost retencného faktora od tep- : ::::;‘t E
loty Ciastocne ovplyviiovala zmena zloZenia mobilne;j 0437 a
fazy (tab. 1-6). 0421

Na stanovenie enantiomérov sulfoxidov v biologic- z:; . .
kych vzorkach sa musela pouZit extrakcia tuhou fazou, 030]
¢im sa dosiahlo skoncentrovanie sulfoxidov v menSom 038 . .
objeme a zabranilo sa moZnému znehodnoteniu chirdlne;j 3 037
kolony MTAG v dbsledku ireverzibilnej sorpcie latok 03 * .
z biologickej vzorky. Postup pri extrakcii je opisany 0351 ‘ .
v Experimentdlnej ¢asti. U¢innosti extrakcie tuhou fizou z:: A o .
s hodnotami medze stanovenia (LOD) pre vSetky Studo- o2l o .
vané sulfoxidy sa uvadzaju v tabulke 7. Na obrazku 5 sa oarl—2 i : i ; ,

0.0031 0.0032 0.0033 0.0034 0.0035 0.0036

prezentuju chromatografické zdznamy separacie sulfoxi-
dov v redlnej vzorke. Je zrejmé, Ze teplota ovplyviiuje
hodnoty retenénych faktorov sulfoxidov pritomnych

1T (K')

v sére potkana. Z obrazku vyplyva, Ze i pri vySSej teplo-
te chromatografickej kolény nedochddza k interferencii

Obr. 4. Van’t Hoffove zdvislosti In k, od 1/T pre vybraté
analyty. Chirdlna koléna MTAG, mobilnd faza MP6, dalsie
podmienky separdcie sa uvadzaji v experimentdlnej ¢asti.
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Tab. 7. Smernice a tseky na osi y regresnej kalibracnej priamky (y = a x + b) s hodnotami korelaénych koeficientov danych
zavislosti, medze stanovenia (LOQ) a ud¢innost SPE Studovanych sulfoxidov z potkanieho séra. Podmienky separdcie sa
uvddzajui v experimentdlnej éasti.

Smernica Usek na osi

Analyt (@) (b) y
A 876,06 0,42

B 3865,99 0,60

C 1146,30 0,26

D 2927,69 -0,47

E 1868,29 -0,73

F 1575,42 0,81

G 3267,84 1,10

Korelaény koeficient LOQ U¢innost SPE
(r) (ng/ml) (%)
0,999 242 94
0,999 6,3 82
0,999 18,1 96
0,999 7.5 92
0,999 11,1 96
0,999 13,9 91
0,999 7,0 87

Hodnota relativnej smerodajnej odchylky acinnosti SPE bola v rozsahu 2-5% (n = 3).

S
R()

10°C

0
R-(-)
10°C

S-(+)
R-()
10°C

50°C

blank

—

0 Time (min) 5

Analyt D

Time (min)

Analyt E

50°C
blank
0

Time (min) 5

Analyt F

Obr. 5. Chromatografické zaznamy analyz extraktu potkanieho séra s pridavkom standardu enantiomérov sulfoxidov pri
réznych teplotdach, podmienky separdcie sa uvadzaji v experimentdlnej ¢asti.

s ostatnymi latkami zo vzorky a tymto spdsobom moZno
skratit ¢as analyzy.

Tato praca sa uskuto¢nila vdaka finan¢nej podpore Granto-
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