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SUHRN

Stddium lok4lnych anestetik

Cast: 187 Extrakcia 1-metyl-2-piperidinoetylesterov alkoxyfenylkarbamovych kyselin z I'ud-
skej plazmy polymérmi s odtlackami molekil a porovnanie s klasickou extrakciou tuhou
fazou

Zosyntetizovali sa polyméry s odtlackami molekul na extrakciu 1-metyl-2-piperidinoetylesterov
2-metoxyfenylkarbamovej kyseliny, ktord sa pouzila ako templat. Pri syntéze sa pouzili funkéné
monoméry akrylamid a kyselina metakrylova. Pripravené polyméry sa testovali ako sorbenty na
extrakciu tuhou fizou (MISPE). Studovala sa ich kapacita a selektivita k derivitom 1-metyl-2-pipe-
ridinoetylesterov alkoxyfenylkarbamovych kyselin, ktoré si lokalne anestetikd. Zaroven rovnakou
metddou sa pripravili polyméry bez pouZitia templatu, ¢im sa mohli zistit neSpecifické interakcie
medzi sorbentom a skiimanymi ldtkami. Polymér pripraveny pomocou metakrylovej kyseliny sa
pouzil na predkoncentraciu 1-metyl-2-piperidinoetylesteru 2-metoxyfenylkarbdmovej kyseliny
z ludskej plazmy, do ktorej sa pridala uvedena latka (1 ug v 1 ml plazmy).

Klicové slova: estery alkoxyfenylkarbamovych kyselin — HPLC — sorbenty s odtlackami molekul
— extrakcia tuhou fizou
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SUMMARY

Studies of local anesthetics

Part: 187 Extraction of 1-methyl-2-piperidinoethylesters of alkoxyphenylcarbamic acids
from human plasma by imprinted polymers and its comparison with classic solid phase
extraction

Molecularly imprinted polymers for 1-methyl-2-piperidinoethylester of 2-methoxyphenylcarbamic
acid (template) have been synthesised. Acrylamide and methacrylic acids, respectively, were used
as the functional monomers. Imprinted polymers were used as the sorbents for solid-phase
extraction (MISPE). The capacity and selectivity of prepared imprinted polymers were investigated
with the use of some derivatives of 1-methyl-2-piperidinethylesters of alkoxyphenylcarbamic acids.
The non-imprinted (blank) polymers were prepared by the same way without a template to study
the non-specific interactions. The molecularly imprinted polymer prepared from methacrylic acid
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was used to preconcentrate 1-methyl-2-piperidinoethylester of 2-methoxyphenylcarbamic acid and
its analogues from spiked human plasma (1 ug in 1 ml of plasma).
Key words: esters of alkoxyphenylcarbamic acids — HPLC — imprinted polymers — solid phase

extraction
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Md

Uvod

Alkoxysubstituované estery fenylkarbdmovej kyseliny
patria do skupiny potencidlnych lieciv s lokdlnymi ane-
stetickymi vlastnostami . Niektoré z nich sa extrahova-
li z Tudskej plazmy, priCom na extrakciu sa pouZzili poly-
méry s odtlackami molekil (MIP). Polyméry
s odtlackami molekul patria medzi selektivne sorbenty,
kedZe na svojom povrchu obsahuji kavity s totoZnymi
rozmermi molekdl templatu 2. Polyméry s odtlackami
molekil sa mdzu pripravit roznymi spdsobmi napriklad
polymerizéaciou * ¥, polymerizaciou v suspenzii >, pre-
cipitaénou polymerizaciou 7 ®, viac krokovou polymeri-
zaciou ? atd. Polyméry s odtlatkami molekul sd stabilné
v rdznych rozpustadlach, si termostabilné, méZu sa pou-
Zit v Sirokom rozsahu teplot . M6zu sa uskladiiovat
v suchom stave pri laboratdrnej teplote bez straty svojich
Specifickych vlastnosti.

* + -
NH—coo—cle—CHz—hllO el

CH3 H
OR

Obr. 1. Struktira studovanych ldtok

Templdt: R = -CH, v polohe 2 (2-MPCA). Dalsie studované
latky: R = -CH, v polohe 4 (4-MPCA), R = -C, H,, v polohe 2
(2-DPCA) a R = -C, H,, v polohe 4 (4-DPCA)

V predkladanej préci sa opisuje priprava polymérov
s odtlackami molekul polymerizaénou metddou, vysled-
ny monolit sa rozdrvil na definované mikrocastice, ktoré
sa pouzili ako sorbenty v kolénovom systéme.

Polyméry bez odtlackov molekil (NIP) sa pripravili rov-
nakym spdsobom, bez pouzitia templatu a pouzili sa na
porovnanie vlastnosti s polymérmi s odtlackami molekul.
Rozdiel medzi sorpcnymi vlastnostami MIP a NIP (napri-
klad v sorpénych kapacitach) potom indikuji vplyv kavit,
ktoré boli spdsobené templatom, ktory sa pridal do poly-
merizacnej zmesi pri priprave MIP. Ak MIP bola priprave-
na spravne, kavity majui pozadované rozmery, potom inter-
akcia medzi MIP a molekulami latky, ktord sa pouzila ako
templat bude vécsia, nakolko bude k dispozicii viac sorpc-
nych centier a stérickych interakcii, ako v pripade NIP 'V,

Prezentovana skupina derivatov alkoxyfenylkarbamo-
vej kyseliny zahriiuje 30 derivatov s roznymi alkoxysku-
pinami od metoxy do decyloxyskupinu v rozdielnych
polohich na benzénovom jadre. Teoretické Studie fyzi-
kalnych, chemickych, farmakologickych a chromatogra-

fickych vlastnosti a biologické aktivity uvedenych deri-
vatov sa uvadzaju vo viacerych pracach 1219,

Cielom predkladanej prace je zistit sorpcné vlastnosti
polymérov s odtlackami molekiil, ked sa pouZije templat
s kratkou alkoxyskupinou (obr. 1). Vyhodnoti sa sorpcna
kapacita a selektivita pripravenych sorbentov MIP, ako
templat sa pouZije 1-metyl-2-piperidinoetylester 2-meto-
xyfenylkarbamovej kyseliny. Na zaklade sorpénej kapa-
city latok s podobou chemickou Struktirou (rozdielna
di7ka a poloha alkoxyskupiny in 1-metyl-2-piperidino-
etylesteru alkoxyfenylkarbdmovych kyselin) sa zisti
selektivita pripravenych polymérov. Polyméry s odtlac-
kami molekul sa potom pouziju na extrakciu a predkon-
centraciu niektorych derivatov fenylkarbamovej kyseliny
z Tudského séra. Na porovnanie selektivity extrakcie na
polyméroch s odtlatkami molekul sa pouZije klasickd
extrakcia tuhou fazou typu C18.

POKUSNA CAST

Chemikadlie

I-metyl-2-piperidinoetylestery alkoxyfenylkarbamo-
vej kyseliny sa zosyntetizovali na Katedre farmaceutic-
kej chémie, Farmaceutickej fakulty, UK v Bratislave
podla vypracovaného postupu V. Acetonitril, metanol,
metakrylovad kyselina a dietylamin boli dodané fy.
Merck, akrylamid, azobisizobutylonitril (AIBN) a ety-
lénglykoldimetakrylat (EGDMA) sa ziskala od fy. Fluka,
a kyselina octova sa ziskala od firmy Lachema. SPE
kolénky Sep-Pak C18 boli dodané firmy Waters.

HPLC analyza

V praci sa pouZzil HP 1100 systém (Hewlett-Packard,
Germany), ktory obsahoval vysokotlakové cerpadlo
s odplyniovacom, spektrofotometricky detektor s diddo-
vym polom (DAD), trojcestny davkovaci ventil na 50 pl
a HP pocita¢ vybaveny softvérom “ChemStation” na
vyhodnotenie analyz. PouZila sa analyticka koléna Sepa-
ron SGX C18 (125 x 4 mm, 7 um) (Watrex, USA), chro-
matografickd separdcia sa uskutocnila pri laboratérnej
teplote. Mobilnou fazou bola zmes metanolu, acetonitri-
lu, kyseliny octovej a dietylaminu v objemovych pome-
roch 80 :20: 0.1 : 0,1, v/v/v/v, prietok mobilnej fazy bol
0,5 ml/min. Detekcia sa robila v rozsahu vlnovych dizok
od 190 do 400 nm a chromatografické zdznamy sa
vyhodnocovali pri vlnovej dizke 240 nm.
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Priprava polymérov

Polyméry s odtlackami molekdul sa pripravili meto-
dou podla Zhanga a spolupracovnikov Y. Zosyntetizo-
vali sa dva polyméry na baze akrylamidu (MIP1)
a metakrylovej kyseliny (MIP2), ktoré sa pouzili pri
syntéze ako funkéné monoméry. Do reak¢nej banky sa
pridal monomér (1,8 mmol), templat 1-metyl-2-piperi-
dinoetylester 2-metoxyfenylkarbamovej kyseliny
(0,3 mmol) a porogén acetonitril (3 ml). Potom sa pri-
dal EGDMA (9 mmol) a inicidtor polymeracie AIBN
(9 mg). Polymeracia sa uskuto¢nila pri 60 °C na vod-
nom kupeli pocas 24 hodin. Po vysuSeni a rozomleti
polyméru sa polymér preosial cez sito s otvormi 40 wm,
velmi malé Castice sa odstranili floticiou v acetone
a konecny produkt sa vysuSil vo vakuu pri teplote
60 °C, cas susenia bol 1 hodina. Templat z povrchu Cas-
tic polyméru sa odstrdnil Soxhletovym extrakénym
zariadenim, extrakcia sa uskutocnila zmesou metanolu
a kyseliny octovej (9:1, v/v) objemom 70 ml aZ dovte-
dy, kym v extrakte sa uZ nenachadzal templat. Rovnaky
postup sa pouZil aj na pripravu kontrolného polyméru
bez odtlackou molekul templatu (NIP) s tym rozdielom,
Ze pri polymeréacii sa nepridaval templat do polymeri-
zacnej zmesi.

Zhodnotenie sorpcnych vlastnosti MIP a NIP

Na naplnenie malej kolénky (objem 3 ml) z polypro-
pylénu sa pouzilo 100 mg polyméru. Sorpéna kapacita
kolénky sa merala v metanole, acetonitrile a vo vode.
Pred nadavkovanim roztoku esteru 4-metoxyfenylkarba-
movej kyseliny (2-MPCA), ktory sa pouzil ako templat
pri priprave polyméru, sa polymér v kolone premyl 5 ml
metanolu a potom sa naddavkoval roztok 2-MPCA (alebo
inej latky, pre ktord sa zisfovala kapacita kolonky).

o Pr—

Pracovny postup pri extrakcii

Do polypropylénovej kolony sa dalo 100 mg polymé-
rov MIP2 alebo NIP2. Na porovnanie selektivity extrak-
cie sa pouzila C18 kolénka pre extrakciu tuhou fazou
(SPE). Koldonky sa najprv premyli 5 ml metanolu potom
5 ml acetonitrilu a nakoniec 5 ml vody. Potom sa do kaz-
dej kolénky nadavkovalo 5 ml [udskej plazmy s pridav-
kom Standardu. Koncentricia Studovanych analytov
(2-MPCA, 4-MPCA, 2-DPCA a 4-DPCA) v plazme bola
1 ug/ml. Potom sa kolénky premyli 2 ml vody a vysusi-
li sa. Suchy sorbent v koloénke sa premyl 1 ml acetonitri-
lu a a opit sa vysusSil. Analyty sa desorbovali z kolonky
2 ml zmesi metanol-kyselina octova (95 : 5, v/v). Eluat
sa vakuovo odparil do sucha a rozpustil sa v 0,5 ml meta-
nolu. Tymto postupom pridané analyty do séra sa mézu
skoncentrovat 10x, ¢im sa znizi hodnota medze stanove-
nia tieZ 10x. Extrakty sa prefiltrovali nylénovym mikro-
filtrom (0,45 um) a déavkovali sa do chromatograficke;j
kolony.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Sorpénd kapacita pripravenych polymérov

Sorpéna kapacita kolén naplnenych MIP sa merala
v réznych rozpustadlach: v metanole, v acetonitrile a vo
vode. Pred pouZzitim sa kolénky preplachli metanolom
a potom sa davkoval roztok analytu. Rovnaky postup sa
pouzil aj pre kolénky naplnené s NIP. Sorpéné kapacity
jednotlivych koléniek pre templdt si uvedené v tabulke
1. Specifickd sorpénd kapacita sa vypocitala z rozdielu
sorpcnych kapacit MIP a prislusného NIP.

Tab 1. Sorpéné kapacity pripravenych polymérov pre 2-MPCA (templdt) v roznych rozpustadlach (RSD = + 5-14 %, n = 3)

Sorpéna kapacita (pg 2-MPCA/100 mg polyméru)

rozpustadlo MIP1 NIP1 SBC* MIP2 NIP2 SBC?
acetonitril 0,6 0,6 0 164 11,0 153
metanol 0,5 0,5 0 29,6 8,5 21,1
voda > 200 > 200 > 200 > 200

“Specifickd sorpéna kapacita sa vypocitala od¢itanim mnoZzstva latky sorbovaného na NIP od mnoZstva latky sorbovaného na MIP,

2-MPCA sa postupne davkoval do kolénky dovtedy, kym
v eludte sa nezistila pritomnost 2-MPCA , ¢o indikovalo,
Ze polymér uZ nie je schopny sorbovat dalSie mnoZstvo.
Eluat sa zachytaval vo forme 1 ml frakcii a kazda frakcia
sa analyzovala metédou HPLC. Koncentracia 2-MPCA
v acetonitrile a metanole bola 20 ug/ml.

Rovnakym spdsobom ako v pripade templatu sa zis-
tfovala sorpéna kapacita kolony pre Struktirne podobné
latky — ester 2-decyloxyfenylkarbdmovej kyseliny
(2-DPCA) a 4-metoxyfenylkarbamovej kyseliny
(4-MPCA). Koncentracia roztokov 4-MPCA a 2-DPCA
bola 20 ug/ml.

Z tabulky 1 je zrejmé, Ze najlepSia Specifickd sorpcna
kapacita pre 2-MPCA (templat) sa dosiahla v pripade
MIP2 v acetonitrile, ktory sa pouZil ako porogén pri poly-
merizacii. Kavity v polymére sa vytvarali v prostredi ace-
tonitrilu a ich rozmery suvisia s rozmermi solvatovanych
molekil 2-MPCA préave v tomto prostredi. MoZno pred-
pokladat, Ze z tohto dévodu sa dosiahla najvyssia Specific-
ka sorpcia v acetonitrile. V prostredi metanolu je hodnota
Specifickej sorpcie ovela mensia, nakolko solvatacia
molekul v tomto rozpustadle je ind a tym i rozmery solva-
tovanych molekul budud rozdielne. Vysoké sorpénd kapa-
cita 2-MPCA na MIP2 vo vodnom prostredi indikuje moz-
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nost aj inych sorpénych mechanizmov, ktoré nie st $peci-
fické. V pripade MIP1 sa nedosiahla Ziadna Specificka
sorpcia 2-MPCA ¢o naznacuje, Ze i zloZenie polyméru ma
podstany vplyv na sorpéné mechanizmy. Podobne ako
v predchadzajicom pripade sa dosiahla vysoka sorpcna
kapacita vo vode (ale nie Specifickd), o umoziuje pouZit
vodu ako extrakéné médium a naslednou sorpciou na uve-
denych polyméroch zachytit skimané analyty, ktoré
potom moZno vymyt z kolénky metanolom.

Selektivita MIP

V dalSej Casti prace sa sledovala len selektivita MIP2,
ktora sa testovala pomocou dvoch Struktirne podobnych
latok zo skupiny esterov alkoxyfenylkarbdmovych kyse-
lin s rozdielnou diZkou retazca a polohou alkoxyskupiny
na benzénovom jadre. Vplyv dizky alkoxyskupiny na
selektivitu MIP2 sa skimal na zaklade Specifickej sorpc-
nej kapacity 1-metyl-2-piperidinoetylesteru 2-decyloxy-
fenylkarbamovej kyseliny (2-DPCA). Vplyv polohy
alkoxyskupiny sa sledoval skimanim sorpénych vlast-
nosti 1-metyl-2-piperidinoetylesteru 4-metoxyfenylkar-
bamovej kyseliny (4-MPCA). Polymér MIP2 sa najprv
premyl metanolom a acetonitrilom a potom sa postupne
davkoval roztok skimaného analytu do koldnky. Sorpc-
na kapacita MIP2 sa porovnavala so sorpénou kapacitou
NIP2, aby sa zistila Specifické sorpcna kapacita pre sku-
mané analyty. Vysledky merani sa uvadzaja v tabulke 2.

Vysledky uvedené v tabulke 2 dokumentuji najvacsiu

Tab. 2. Sorpéné kapacity pripravenych polymérov pre dané
latky v acetonitrile (RSD = + 4-10 %, n = 3)

Sorp¢éna kapacita (ug analytu/100 mg polyméru)
analyt MIP2 NIP2 SBC*
2-MPCA (templat) 164 11,0 153
4-MPCA 158 11,5 146
2-DPCA 121 10,8 110

“Specifickd sorpéna kapacita sa vypocitala od¢itanim mnozstva latky
sorbovaného na NIP od mnoZstva latky sorbovaného na MIP.

sorp¢nu kapacitu pre 2-MPCA, o sa oakavalo, nakolko
tato latka sa pouZila ako templéat pri priprave MIP2. Hod-
nota Specifickej sorpcnej kapacity pre 4-MPCA bola
priblizne rovnaka ako pre templat. Tieto latky st velmi
Struktirne podobné, rozdiel je len v polohe alkoxyskupi-
ny na benzénovom jadre. Na druhej strane hodnota Spe-
cifickej sorpcnej kapacity bola mensia pre 2-DCPA ako
pre 2-MPCA, ¢o je zrejme spdsobené dizkou alkoxysku-
piny na benzénovom jadre. Z uvedeného vyplyva, Ze
sorpcna kapacita suvisi viacej s rozmermi alkoxyskupiny
(metoxyskupina je ovela krat§ia ako decyloxyskupina)
ako s jej polohou, ¢o dokazuje ddlezitost predovsetkym
stérickych interakcii.

Analyza vzorky ludskej plazmy

Do vzorky ludskej plazmy sa pridali 2-MPCA,
4-MPCA, 2-DPCA a 4-DPCA, koncentricia kazdej lat-

o Pr—
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Obr. 2. Chromatografické zaznamy vzorky ludskej plazmy bez
pridania Studovanych ldatok po SPE na MIP2 (a), vzorky
ludskej plazmy po pridani studovanych latok (1 ug/ml) po
SPE na MIP2 (b), zmes Standardov (metanolicky roztok,

10 ug/ml kazdého analytu) (c)

Kolona: Separon SGX C18. Mobilnd faza: metanol / acetonit-
ril / kyselina octovd / dietylamin (80/20/0.1/0.1, v/v/v/v),
1zokratickd elicia. Prietok 0,5 ml/min. Detekcia DAD, 240
nm. Davkovany objem 50 ul.
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Obr. 3. Chromatografické zaznamy vzorky ludskej plazmy bez
pridania $tudovanych latok po SPE na sorbente typu C18
(a), vzorky ludskej plazmy po pridani studovanych ldtok

(1 ug/ml) po SPE na MIP2 (b), zmes $tandardov
(metanolicky roztok, 10 ug/ml kaZdého analytu) (c)

Koléna: Separon SGX C18. Mobilna faza: metanol / acetonit-
ril/ kyselina octovad/ dietylamin (80/20/0.1/0.1, v/v/v/v),
izokratickd elucia. Prietok 0,5 ml/min. Detekcia DAD,

240 nm. Ddavkovany objem 50 ul.

ky v plazme bola 1 ug/ml. Na pripravu vzorky k analy-
ze sa pripravili kolonky C18, MIP2 a NIP2, ¢o umoZni-
lo porovnanie Specifickej sorpcie uvedenych latok
v roznych kolénkach. Kolénka typu C18 patri medzi
najbeznejSie kolonky pouzivané na predkoncentriciu
a odstraiovanie moznych interferujicich latok pri chro-
matografickej separacii, nevyhodou tejto predkolénky
je mala selektivita. Kolénky sa najprv premyli metano-
lom, acetonitrilom a vodou, potom sa nadavkovala
vzorka Tudskej plazmy. Po naddvkovani vzorky sa pre-
myli kolénky deionizovanou vodou, a sorbované latky
sa vytesnili zmesou 0,5 ml metanolu a kyseliny octovej

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

81

—



Farmacie 2-09

19.5.2009 13:31 sStr. 82

| 2MPCA
\ (template)

/ A 2.DPCA
| 1 2
A N

| | N \
/ [\
= JJ \/ o\ I\ /] \

i
I 4-DPCA

: J—/‘ @

Obr. 4. Chromatografické zaznamy vzorky ludskej plazmy bez
pridania $tudovanych latok po SPE na NIP2 (a), vzorky
ludskej plazmy po pridani studovanych latok (1 ug/ml) po
SPE na MIP2 (b), zmes $tandardov (metanolicky roztok,

10 ug/ml kazdého analytu) (c)

Kolona: Separon SGX C18. Mobilnd faza: metanol / acetonit-
ril/ kyselina octovad / dietylamin (80/20/0.1/0.1, v/v/v/v),
izokratickd elucia. Prietok 0,5 ml/min. Detekcia DAD, 240
nm. Davkovany objem 50 ul.

(95 : 5, v/v). Eluét sa vakuovo odparil do sucha, odpa-
rok sa rozpustil v 0,5 ml metanolu a roztok sa ddvkoval
do chromatografickej kolony typu C18. Chromatogra-
fické zadznamy vzoriek Tudskej plazmy bez pridavku
a s pridavkom skumanych latok pouzitim koléniek C18,
MIP2 a NIP2 sa uvadzaji na obrazkoch 2, 3 a 4. U¢in-
nost extrakcie uvedenych latok zo vzorky ludskej plaz-
my pre kazdu kolénku sa uvadzaju v percentich v ta-
bulke 3.

Tab. 3. Uéinnost extrakcie danych ldtok zo vzorky ludskej
plazmy pomocou pripravenych polymérov v % (RSD = + 5-8 %)

Analyt
2-MPCA 4-MPCA 2-DPCA 4-DPCA
(templat)
MIP2 97,1 94,7 27,6 75,4
Cl18 77,0 * 68,7 71,4
NIP2 17,7 20,9 10,0 10,1

* interferencia s neznamou latkou z plazmy

Z porovnania jednotlivych chromatografickych zdzna-
mov vyplyva, Ze najlepsie si odstranené interferujice
zlozky pri pouZiti kolonky MIP2. Na chromatografickom
zazname vzorky ludskej plazmy po pouziti SPE CI18
(obr. 3a) je vidiet interferujuci pik nezndmej latky, s rov-
nakym elu¢nym casom ako 4-MPCA, ¢o dokumentuje,
Ze tato latka pri pouziti C18 kolénky nemozZe sa stanovit.
V pripade pouzitia kolonky MIP2 (obr. 2a) nedochadza
k interferencii neznamej latky s 4-MPCA nakolko tato
latka je odstranend. Ak sa pouzije kolénka NIP2, ucin-

o Pr—

nost extrakcie je nizSia ako pri MIP2 i ked nedochadza
k interferencii nezndme;j latky s 4-MPCA (obr. 4).
Ucinnost extrakcie templdtu (2-MPCA) u Struktirne
podobne;j latky 4-MPCA (rozdiel je len v polohe meto-
xyskupiny) pomocou MIP2 je viac ako 90 %. Uginnost
extrakcie pre latky s decyloxyskupinou (2-DPCA
a 4-DPCA) je nizSia, Co je zrejme sposobené vacSim
objemom molekil. Porovnanie t¢innosti extrakcie jed-
notivych koléniek jednoznacne dokumentuje, Ze najlep-
Sia ucinnost sa dosiahla na sorbente MIP2 (tab. 3).
Imprintované polyméry s odtlatkami molekul sa m6zu
uspeSne pouzit na selektivhu extrakciu tuhou fazou.
Selektivita a kapacita zavisi od vyberu funkéného mono-
méru, porogénu (rozpustadlo, v ktorom sa uskutocniuje
polymeracia) a templatu (spravidla analyt, ktory sa sta-
novuje vo vzorke). Na zdklade dosiahnutych vysledkov
mozno konStatovat, Ze rozhodujicim interakénycm
mechanizmom boli stérické efekty, €o sa potvrdilo zavis-
lostou Specifickej sorp¢nej kapacity od objemu molekul.
Imprintované polyméry s odtlatkami molekidl moZno
uspesne pouZit na selektivnu extrakciu tuhou fazou latok
z biologickych vzoriek, ¢o je v porovnani s klasickou
extrakciou na tuhej faze typu C18 ovela vyhodnejsie.

Tato praca vznikla vdaka finan¢nej podpore Grantovej agen-
tiury Slovenskej republiky (grant 1/0058/08), APVV projekt
No. 20-035-205 a VEGA projekt ¢.1/4291/07.
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