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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra analytické chemie

Kandidat: Mgr. Katetina Plachka

Skolitel: prof. Pharm.Dr. Lucie Novakova, Ph.D.

Ndazev dizertacni prace: Vyvoj novych metod ultra-vysokoucinné superkritické fluidni

chromatografie pro farmaceutické aplikace

V predloZené dizertaéni praci je prezentovan komentovany soubor sedmi publikaci
a tfi kapitol v odbornych knihach, které jsou zamérené na vyuziti metod superkritické

fluidni chromatografie (SFC) ve farmaceutické analyze.

Prvni ¢ast je zamérena na farmaceutickou kontrolu kvality s dlirazem na kontrolu
necistot. Publikace se zabyvaji jak hledanim generického ptistupu k vyvoji SFC metod pro
monitorovani nedistot, tak nasledujici optimalizaci a validaci téchto metod. Screeningové
podminky byly porovnany na zdkladé vyvinutého matematického modelu. Na zakladé
vysledk( byla jako startovni bod pro vyvoj SFC metod navrhnuta generickd kombinace
diolové stacionarni faze a 0,1 % hydroxidu amonného v methanolu jako modifikatoru

nadkritického CO,.

Béhem nasledujicich optimalizaci bylo popsano nékolik typickych problém( vyvoje
SFC metod a bylo navrhnuto jejich feSeni. Jako velmi pfinosny se prokazal pridavek
acetonitrilu do modifikdtoru mobilni faze, spojovani kolon a ndhrada SFC-dedikované
kolony za LC kolonu s toutéz C18 stacionarni fazi. V dalSim kroku byly vSechny vyvinuté
metody validovany na zdkladé mezinarodnich smérnic ICH. Mimo tradiéni pfFistup
zahrnujici potvrzeni linearity, mezi detekce a stanovitelnosti, rozsahu, selektivity,
spravnosti a presnosti na pozadovanych koncentracnich hladinach byl na vybrané metody

aplikovan také pfistup vyhodnoceni celkové chyby méreni.

JelikoZz pro pouzitelnost SFC metod v praxi musi byt prokazana také jejich
mezilaboratorni prenositelnost, byla s metodou SFC pro stanoveni necistot ucinné latky
salbutamolu provedena také studie opakovatelnosti zahrnujici 19 pracovist z9 zemi.

Statistickym zpracovanim ziskanych vysledkd byla potvrzena spolehlivost dané SFC



metody, kdy hodnoty reprodukovatelnosti byly stejné nebo dokonce lepsi nez ty u metody

kapalinové chromatografie (LC).

Béhem dlouhodobé méreného SFC projektu zaméreného na kontrolu necistot byly
pozorovany zmény retencnich ¢asli analytl, coz mize zpUsobit, Ze vyvijené metody nelze
aplikovat v pfisné regulovaném prostredi farmaceutické kontroly. Tento problém byl
adresovan v dalsi z publikaci, kdy byla sledovana zména retencnich ¢asd 70 analytl
v pribéhu 1 roku na sadé 8 kolon. Tyto posuny byly porovnany na jednotlivych kolonach

a byly popsany praktické dlsledky téchto zmén.

Pro stanoveni necistot v tabletach agomelatinu byla vyvinuta jak SFC, tak LC
metoda. Obé metody byly plné validovdany a ndsledné porovnadny ve vybranych
parametrech. Obdobny pfistup byl zvolen také pfi vyvoji chromatografickych metod pro
stanoveni vitaminu E v potravinovych doplncich. JelikoZ se vitamin E v pfirodé vyskytuje
v 8 formach a pripravky mohou obsahovat jak rostlinny extrakt, tak synteticky tokoferol
acetdt, vyvinuté metody musely byt schopné separovat téchto 9 strukturné podobnych
latek. PrestoZe vyvinutd LC metoda je nejkratsi prozatim publikovanou LC metodou pro
stanoveni tokoferol( a tokotrienol(i, SFC metoda byla stéle vice nez 2x rychlejsi. Po validaci

byla tato SFC metoda pouzita pro hodnoceni kvality 8 potravinovych doplnka.

Druhou ¢ast dizertacni prace tvori kapitoly publikované v odbornych knihach a
prehledovy ¢lanek, které shrnuji teoretické poznatky o SFC technice a praktické poznatky

o vyuziti v mnoha aplikaénich oblastech, jako je farmaceuticka analyza, bioanalyza a dalsi.

Obdrzené vysledky prokazaly vysoky potencial rychlych SFC metod pro vyuZiti i

v pfisné regulovaném prostfedi farmaceutické analyzy.



ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Analytical Chemistry

Candidate: Mgr. Katefina Plachka

Supervisor: prof. Pharm.Dr. Lucie Novakova, Ph.D.

Title of Doctoral Thesis: The development of new methods of ultra-high performance

supercritical fluid chromatography for pharmaceutical applications

A compilation of seven articles and three book chapters dealing with the
applicability of supercritical fluid chromatography (SFC) methods in the field of

pharmaceutical analysis is presented in this dissertation thesis.

The first part focuses on pharmaceutical quality control and especially impurity
control. The presented articles are dealing with the searching for generic screening
approach for the development of SFC methods and with the subsequent optimization and
validation of these methods. The screening conditions were compared based on
developed mathematical model. The generic combination of diol stationary phase and 0.1
% ammonium hydroxide in methanol as modifier of CO;-based mobile phase was

proposed as a starting point for SFC method development based on the obtained results.

Several challenges were described during optimization of UHPSFC methods and
their solution was proposed. The benefits of acetonitrile added to the modifier,
advantages of column coupling and the usage of LC-dedicated C18 column instead of SFC-
dedicated C18 stationary phase were emphasized. In the next step, all developed methods
were validated according to international guidelines ICH. Validated parameters included
linearity, limit of detection and quantification, range, selectivity, accuracy, and precision
at specific concentration levels. Moreover, validation using total error approach was

applied on several selected methods.

The interlaboratory precision has to be proven before the use of SFC method in
pharmaceutical laboratories. Therefore, a comparative study using SFC method for the

determination of active pharmaceutical ingredient salbutamol and its impurities was



carried out in 19 laboratories in 9 countries. Statistic evaluation confirmed the method

reproducibility with results comparable or even better than for LC method.

Retention time shifts were observed for analytes during long-term SFC project
dealing with impurity control. These unrepeatable retention times can cause
inapplicability of such methods in strictly controlled pharmaceutical quality control. This
issue was addressed in another of presented studies in which the retention times of 70
analytes were observed during analysis over 1 year on set of 8 columns. These retention
time shifts were compared on each column and their practical implications were

described.

SFC as well as LC method was developed for the determination of impurities in
agomelatine tablets. Both these methods were fully validated and subsequently
compared in selected parameters. Similar approach was used for the development of
chromatographic method for the determination of vitamin E in dietary supplements.
Vitamin E exists in nature in 8 forms and dietary supplements can contain natural extracts
and/or synthetic tocopherol acetate. Therefore, the developed method had to be able to
separate these 9 structurally close compounds. The developed LC method was the fastest
LC method for the determination of tocopherols and tocotrienols published so far.
Nevertheless, the analysis time of the SFC method was still more than two times shorter.
Therefore, the SFC method was validated and subsequently applied on 8 dietary

supplements.

The second part of this dissertation thesis is a compilation of a review article and
three book chapters summarizing theoretical aspects of SFC technique and practical
findings about its use in several application fields such as pharmaceutical analysis,

bioanalysis, and others.

Obtained results proved a high potential of fast SFC methods for their application

even in strictly control field of pharmaceutical analysis.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

1-AA 1-aminoanthracen
2-EP 2-ethylpyridin
2-PIC 2-pikolylamin

ACN acetonitril

API ucinna latka

BEH hybridni stacionarni faze s ethylenovymi mustky
BPR regulator zpétného tlaku

CAD detektor nabitého aerosolu

CDD celkova denni davka

DEA diethylamin

ELSD odparovaci detektor rozptylu svétla
EMA Evropska lékova agentura

ESI ionizace elektrosprejem

EtOH ethanol

FDA Utad pro kontrolu potravin a lé¢iv
FID plamenové ionizacni detektor
FTN davkovac s prlito¢nou jehlou

GC plynova chromatografie

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie

HSS vysoce odolny silikagel

ICH Mezindrodni rada pro harmonizaci technickych pozadavkd na humanni lécCiva
LC kapalinova chromatografie
LLE extrakce z kapaliny do kapaliny

LLOQ  dolni mez kvantifikace

LOD mez detekce

LOQ mez kvantifikace

MeOH methanol

MS hmotnostni spektrometr

NPLC kapalinova chromatografie na normalnich fazich
PFP pentafluorofenyl

pSFC kolonova superkriticka fluidni chromatografie
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RI

RPLC
RSD
SFC

SLE

SPE
UHPLC
UHPSFC
uv

Index lomu svétla

kapalinova chromatografie na reverznich fazich

relativni smérodatna odchylka

superkriticka fluidni chromatografie

extrakce z kapaliny do kapaliny za podpory inertniho nosice
extrakce na tuhou fazi

ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie
ultra-vysokoucinna superkriticka fluidni chromatografie

ultrafialové zareni
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1. Uvod

Superkriticka fluidni chromatografie (SFC) je technika znamad od 60. let 19. stoleti.
Od svého objeveni prosla dlouhym a sloZitym vyvojem. Mobilni faze SFC metoddm
zarucuje kratky ¢as analyzy, nizky zpétny tlak a ekologi¢nost v souladu s principy zelené
chemie. V. modernim pojeti se jednd o techniku, kterd nabizi nejen vysokou separacni
ucinnost, ale také jedinecnou selektivitu. Ta mda obrovsky vyznam predevsim v oblastech,
kde je nutné separovat latky s velmi rozdilnymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi nebo
naopak analyty velmi podobné.

Diky vyraznym zlepSenim v instrumentaci, kterd vedla k odstranéni problém{
s robustnosti a nizsi citlivosti, SFC postupné ziskala na popularité i mimo obory chirdlnich
separaci a preparativni chromatografie, kde se SFC Siroce vyuzivala i pred tim. Dllezitym
milnikem byl vyvoj novych SFC-dedikovanych kolon a také posun ve vnimani této techniky.
Upustilo se od mobilni faze ve striktné superkritickém stavu a zacalo se vyuzZivat
subkritickych smési oxidu uhli¢itého s organickymi modifikdtory namisto c¢istého CO,. To
vse zapricinilo, Ze se SFC rozsifila do mnoha aplikacnich odvétvi, at uz se jednda o analyzu
chiralnich latek, bioanalyzu nebo potravinovou analyzu.

V pfipadé farmaceutické analyzy se tato technika dlouho potykala s nedtvérou
plvodni nedokonalou instrumentaci. Pocet publikovanych praci zabyvajicich se
farmaceutickymi SFC metodami v poslednich letech roste. Avsak stédle je potieba prokazat,
Ze tato technika obstoji i vtomto prisné regulovaném prostredi, nebot pouze nékolik

z téchto studii se zabyvalo také dikladnou validaci podle mezinarodnich smérnic.
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2. Cil prace

Cilem préce bylo ovéfit vhodnost metod ultra-vysokoucinné superkritické fluidni
chromatografie (UHPSFC) pro farmaceutickou kontrolu kvality.

Pro dosazeni tohoto cile byly (i) v rdmci dvou studii porovnany metody SFC a LC
v nékolika zvolenych parametrech a byly popsany vyhody SFC.

(ii) Byly prozkoumany moznosti screeningového pfistupu k vyvoji UHPSFC metod
pro kontrolu necistot ve farmaceutickych vzorcich. V ramci této studie bylo porovnano 8
stacionarnich fazi, 5 organickych modifikdtor( a 6 aditiv za pouZiti 10 smési pro kontrolu
kvality, které obsahovaly ucinnou latku a jeji nedistoty. Pro vyhodnoceni ziskanych
chromatogram( byl vyvinut matematicky model a na zdkladé jeho vysledk( byly
doporuceny podminky vhodné jako vychozi pro vyvoj UHPSFC metody.

(iii) Prace byla dale zamérena na popsani typickych problému pti optimalizaci
UHPSFC metod a na navrzeni jejich feseni. V rdmci této studie byly optimalizovany metody
pro 10 smési pro farmaceutickou kontrolu kvality se zamérenim na dostatecnou citlivost,
a predevsim rozliSeni mezi ucinnou latkou a ndsledujici necistotou. Na zdkladé ziskanych
experimentdlnich dat bylo navrzeno nékolik moZnosti pro zvyseni tohoto rozliseni.

(iv) Aby byla prokdzdna vhodnost UHPSFC metod pro regulované prostredi
farmaceutické analyzy, byly vSechny vyvinuté UHPSFC metody podrobeny validaci na
zakladé mezinarodnich smérnic. V ramci téchto validaci byl také vyzkousen také novy
pristup vyhodnoceni za pouziti statistického vypoctu celkové chyby méreni.

(v) Dulezitou soucasti validace je také dukaz mezilaboratorni prenositelnosti

metody, a proto byla provedena studie zahrnujici 19 laboratofi z celého svéta.
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3. Teoreticka cast

3.1 Superkriticka fluidni chromatografie

Soucasna superkritickd fluidni chromatografie (SFC) je separacni technika
vyuZivajici podobné instrumentace jako vysokoucinna kapalinovd chromatografie (HPLC)
a nadkritické nebo subkritické tekutiny jako mobilni faze. Pfes mnohé vyhody bylo vyuziti
této techniky opomijeno predevsim kvali technickym nedostatkiim starsi instrumentace
[1]-[3]. Teprve uvedeni nové instrumentace na trh vroce 2012 [4] spolecné s SFC-
dedikovanymi stacionarnimi fazemi umoznilo znovuobjeveni a rozsiteni SFC separaci do

mnoha odveétvi véetné farmaceutické analyzy.
3.1.1 Nadkriticka tekutina

Po prekroceni kritické hodnoty teploty a tlaku se l|atka dostavd do tzv.
nadkritického stavu (Obr. 1). V kritickém bodé dosahne hustota plynu i kapaliny stejné

hodnoty a vytvori se tak jednotnd, tzv. nadkritickd, tekutina, kterd pak existuje za vSech

hodnot teploty a tlaky vyssSich, nez jsou hodnoty kritického bodu [1].

10000

1000 superkriticky

stav
0°0 @ .
g 10
[a
~
o
)
1 T ™ teplota
195 250 300 350 400 T(K)

Obr. 1: Fazovy diagram oxidu uhlicitého. s - pevné skupenstvi, | - kapalina, g - plyn. Pc - kriticky tlak, Tc - kritickd teplota,
Cp - kriticky bod. Prevzato a prepracovdno z [1].
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Nejcastéji pouzivanou hlavni sloZzkou mobilni faze vSFC je oxid uhlicity.
Nadkritického stavu je v pfipadé CO, dosazeno pfi teploté 31 °C a tlaku 74 bar. Solvatacni
sila nadkritické tekutiny zavisi zejména na jeji hustoté. Hustota proto dlouho byla kritickym
parametrem SFC separaci predevsim pfi pouzivani Cistého CO, jako mobilni faze, kdy
k eluci analytl je pouZivan tlakovy gradient. PfestoZe jsou vlastnosti nadkritického CO,
zménami tlaku a teploty ovlivnény, CO,zlstava nepolarni tekutinou vhodnou pro
rozpusténi a separaci pouze nepoldrnich molekul [5]. V moderni SFC se proto vyuziva CO>
s pridavkem organického modifikatoru, nejcastéji alkoholu, at jiZz vizokratickém nebo
gradientovém médu. Tim je umoznéna eluce také mnohem polarnéjsich latek [6], [7].

Tento pridavek vsak vede ke zvyseni nejen elucni sily, ale také kritické teploty a
viskozity a sniZeni difuzivity. Dochazi také k narustu kritického tlaku, avsak od urcité
pridavku tato hodnota opét klesa. Pfi 30 % pridavku modifikdtoru ma kriticky bod
parametry 135 °C a 168 bar. Maximalni pouZitelny tlak v SFC je ovlivnén limity moderni
instrumentace. Za béiné pouzivanych podminek (40 °C, 100 — 400 bar) se tedy jiz SFC
mobilni faze sloZzend z CO; a organického modifikatoru nenachazi v nadkritickém stavu a
jeji vlastnosti jsou zménami tlaku, a tedy hustoty, ovlivnény naprosto minimalné [8].
Pfechod mezi jednotlivymi stavy vSak neni ostry a vlastnosti tekutiny se v oblasti pod
kritickym bodem, jez je oznacovana jako subkritickd [1], plynule méni [9]. Pokud je
zachovan dostatecny tlak, riziko oddéleni fazi je minimalni [8], [10], [11]. Termin
superkriticka fluidni chromatografie je tedy pouzivan i v pfipadé, Ze se mobilni faze nachazi
v subkritickém stavu [1], [2], [9].

Konecéné vlastnosti SFC mobilni faze se nachazeji na rozhrani mezi vlastnostmi
mobilnich fazi v GC a HPLC (Tab. 1). Mezi hlavni vyhody SFC patti predevsim vysoka
rychlost a Ucinnost separaci dana nizkou viskozitou a vysokou difuzivitou CO,. To umoziiuje
také pouziti kolon s malymi ¢asticemi za vysokych pratokl a delsich kolon s vyssim poétem
teoretickych pater, nez je tomu v HPLC, nebot tlak v systému nelnosné nenaroste. Také
ekvilibrace kolony je umérné kratsi [1], [9]. Oproti GC, SFC naopak umozZiiuje separaci

netékavych latek [5].
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Tab. 1: Porovndni vlastnosti mobilnich fazi v SFC a HPLC [5]. MeOH — methanol.

Viskozita Difuzivita Hustota

(uPa-s) (x 10° m?%/s) (8/cm3)
SFC: CO2s 5% MeOH, 40 °C, 150 bar 76 10,2 0,809
HPLC: MeOH, 25 °C 545 1,9 0,786

3.1.2 Historicky vyvoj superkritické fluidni chromatografie

Pouziti nadkritické tekutiny v chromatografii predstavil v roce 1962 Klesper a kol.
pro separaci smési porfyrin na polyethylen glykolové koloné za vyuziti dichlormethanu a
chlordifluormethanu jako mobilni faze [12] pti teploté 112°C a tlaku 70 — 98 bar. Nasledné
bylo vyzkouseno nékolik rlznych latek, které by mohly slouzit jako nadkritickd mobilni
faze, mezi nimi napf. xenon [13], [14], argon [15], oxid sifi¢ity [16], amoniak [17] a
chlorofluorouhli¢itany [18]. Oxid uhli¢ity se vSak brzy stal nejrozsifenéjsi volbou [1]
vzhledem ke svym pfiznivym vlastnostem, jako je nizka toxicita a cena, snadno dosaZitelny
kriticky bod, nehoflavost, inertnost k ostatnim materidldm, misitelnost se Sirokym
spektrem organickych rozpoustédel a nizka absorpce v UV oblasti [1], [6], [10], [19].

Protoze v té dobé byla plynova chromatografie (GC) jiz zavedenou technikou a
vétsina Usili smérovala k vyvoji LC [1], novy koncept kapildrni SFC [20]-[22] byl predstaven
vSak kvali konstantnimu tlakovému restriktoru mohlo byt ménéno pouze Upravou
rychlosti pritoku. Vyvoj metody byl proto naroény a optimalnich podminek se dosahovalo
pouze obtiZzné. Plamenové ionizacni detektor (FID) navic umozZnoval pouzivani mobilni faze
obsahujici pouze Cisty CO, [8], [23]. Pozdéji bylo provedeno nékolik experimentl
s predpfripravenou smési CO, a organického modifikatoru, avsak bez mozZnosti gradientové
eluce SFC v tomto uporadani nikdy nepronikla do rutinnich laboratofi [8] mimo Uzky okruh
specifickych analyz, jako je napf. analyza polymerd. Vyhoda vysokého poctu teoretickych
pater a moznost analyzy termolabilnich a netékavych latek [24] nakonec nestacila
k prekonani dalSich problému jako je nemozZnost eluovat polarné;jsi latky, nekompatibilita
s UV detekci a obtizné proveditelny nastfik, a tato technika byla v 90. letech nahrazena

kolonovou verzi SFC [1], [3], [25].
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Oproti kapilarni SFC zaloZené na GC instrumentaci, byla kolonova SFC (pSFC)
navrzena na zdkladé HPLC instrumentace. Vyvoj pSFC probihal nezavisle na kapilarni SFC,
kdy prvni komerc¢ni instrumentace byla predstavena vroce 1981 [26]. Diky nezdvislé
kontrole nejen tlaku a teploty, ale také pritoku a sloZzeni mobilni faze v této instrumentaci
bylo moZné pridani organického modifikdtoru v poZzadovaném mnoiZstvi. pSFC tedy
umoznila separaci SirSiho spektra i polarnéjsich sloucenin s odliSnou selektivitou a kratSim
retencnim ¢asem [27], [28]. Robustnost je mira schopnosti analytického postupu zlstat
nedotéena malymi, ale Umysinymi zménami parametrd metody a poskytuje indikaci o jeji
spolehlivosti béhem béZného pouZiti [29]. Spatnd opakovatelnost retenénich €ast a nizka
robustnost tehdejsi instrumentace a také nizsi citlivost v UV vsak v té dobé omezovaly
moznosti praktického vyuziti pSFC [1], [3].

Teprve nedavné technické pokroky umoznily Sirsi vyuZivani této analytické techniky
[24]. Nova generace SFC instrumentace predstavila inovativni reguldtor zpétného tlaku,
vyssi tlakové limity a nizsi mimokolonové objemy, coZ prispélo ke zvySeni robustnosti a
spolehlivosti [1]. Nemaly vliv méla také modernizace Cerpadel. Moderni SFC platformy
jsou jiz kompatibilni se staciondrnimi fazemi s ¢asticemi mensimi nez 2 um, prestoze
mimokolonové objemy systém( jsou mnohem vétsi nez ty v ultra-vysokoucinné
kapalinové chromatografii (UHPLC). Pro tuto techniku byl tedy zaveden termin ultra-
vysokoucinnd superkritickd fluidni chromatografie (UHPSFC) [30], [31].

Klicové body historického vyvoje SFC techniky shrnuje Obr. 2. Po pfedstaveni nové
instrumentace se SFC stala pfedmétem vyzkumu mnoha skupin scilem nejen l|épe
pochopit zakladni teoretické aspekty, ale také ukdzat jeji vyhody a moznosti uplatnéni
[24]. SFC se stala preferovanou technikou pro chiralni separace a ¢aste¢né nahradila také
HPLC metody na normdlnich fazich, kde jednou z mnoha vyhod SFC bylo vyuziti

ekologictéjsi mobilni faze namisto toxickych uhlovodikli jako heptan a hexan [2], [3].
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Obr. 2: Vyvoj SFC techniky mezi lety 1962 a 2020. API — ionizace za atmosférického tlaku, cSFC — kapildrni superkritickd
fluidni chromatografie, HPGC — plynovd chromatografie za vysokého tlaku, SF — staciondrni fdze, MS — hmotnostni
spektrometrie, pSFC — kolonova superkriticka fluidni chromatografie, 2-EP — 2-ethylpyridin.

3.1.3 Soucasnad instrumentace superkritické fluidni chromatografie

Moderni SFC instrumentace je zaloZena na HPLC instrumentaci, avsak ma nékolik
zasadnich modifikaci [1], [3], [5], [6], [8], [9], [32]. Kazdd SFC instrumentace musi
obsahovat zakladni ¢asti (Obr. 3), jako jsou Cerpadla modifikatoru a CO,, automaticky
davkovac, kolonovy termostat, detektor a reguldtor zpétného tlaku (BPR).

Vzhledem k silné odlisné povaze organického modifikatoru a CO;, a tedy rozdilim
v tlaku a stlacitelnosti téchto dvou slozek, je nutné binarni ¢erpadlo. Kazdé zvyseni teploty
nebo pokles tlaku CO, vede k odpareni ¢asti tekutiny, coz mize zpUsobovat kavitaci
Cerpadla a preruseni toku [32]. Hustota ¢erpaného CO;, a tedy tlak potiebny k jeho Cerpani
je zavisly na teploté Cerpadla. Aby se zabranilo tlakovému nesouladu mezi témito dvéma
slozkami a snizil se kompresni pomér, je CO, ¢erpan v kapalném stavu. Toho je dosazeno

chlazenim hlav ¢erpadla pumpy na 4-5 °C [32], [33].
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Obr. 3: Schéma SFC instrumentace. Prepracovdno z [1].

V HPLC existuji 2 typy automatického davkovace, a to davkovac s pritocnou jehlou
(FTN — flow through needle) a davkovac se smyckou stalého objemu (fixed loop). Povaha
SFC mobilni faze vSak neumozZiuje pouziti FTN typu automatického davkovace, proto je
v SFC vZdy pouzit davkovac se smyckou stalého objemu [1], [6], [32].

Hustota SFC mobilni faze je zavisla na tlaku a teploté. Soucasti instrumentace tedy
musi byt i moduly kontrolujici nastaveni téchto stéZejnich parametr(. Kolonovy termostat
v SFC vétSinou umoziuje regulaci a kontrolu teploty v rozmezi 20 — 90 °C, avsak jsou
k dispozici také termostaty umoznujici chlazeni na nizsi teploty. Nastaveni teploty mize
slouzit také k jemnému ladéni selektivity pFi vyvoji metody [1], [6], [31], [32]. Zména tlaku
vétSinou vede k malé zméné v selektivité separace SFC metody. Vidy vSak musi byt
zajisténa stabilita retencnich c¢asl analytl, a tim robustnost a opakovatelnost metody.
Kazda zména tlaku se projevi také v citlivosti pfi UV detekci, kdy zménou indexu lomu dojde
k ovlivnéni Sumu [1]. Proto je jednou z nejdilezitéjSich soucasti kazdé SFC instrumentace
regulator zpétného tlaku. Moderni BPR reguldtory jsou schopny zajistit kontrolu tlaku v
rozmezi + 0,05 bar [30], [32], [34].

PfestoZze vrannych fazich vyvoje SFC instrumentace vyuZivala predevsim GC
detektory, jako je napf. FID, v novéjsich studiich prevladaji UV, odparovaci detektor
rozptylu svétla (ELSD), detektor nabitého aerosolu (CAD) a hmotnostné spektrometrické

(MS) detektory.
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Univerzdlni detektory typu ELSD a CAD jsou zaloZeny na nebulizaci a nasledné
detekci ¢astic. Pouziti stlacené mobilni faze by tedy mélo poskytnou lepsi podminky pro
vytvoreni aerosolu, nez je tomu u kapalné faze v HPLC [1], [35]-[37]. Musi vsak byt
zajisténo vyhrivani nebulizaéni komory, aby bylo zabranéno kondenzaci a tvorbé suchého
ledu kvali chladicimu efektu pFi pfechodu do atmosférickych podminek, a tedy sniZeni tlaku
mobilni faze. V dosud publikovanych studiich je ELSD v SFC obvykle zatazen po BPR
regulatoru a jeho odpovéd je zavisld na mnoha parametrech véetné typu analytu, slozeni
mobilni faze, teploté, rozdilu mezi mobilni fazi a nebulizaénim plynem, pritoku,
nastfikovaném objemu a koncentraci [1], [38]. Vzhledem k snadné&jsi nebulizaci je ELSD
odezva v SFC obvykle vyssi nez v HPLC, avSak neni mozné detekovat tékavé latky [36], [37].
V CAD ziskdavaji nebulizaci vytvofené Castice pozitivni ndboj, ktery je detekovan citlivym
elektrometrem. V publikovanych studiich bylo popsano zapojeni CAD pred i po BPR
regulatoru. V prvnim pripadé dochazi k odpareni v nebulizaéni komote a bylo dokdzano, ze
vyssi citlivosti je dosazeno pfi pouziti vysSiho podilu organického modifikator [39], [40].
Opacny pripad nastdva pfi zapojeni detektoru po BPR reguldtoru, kdy k nebulizaci dochazi
okamzité ve spojovaci kapilare a je vhodnéjsi pouziti nizSiho obsahu modifikatoru [39].

Citlivost UV detekce v SFC dlouho predstavovala problém, ktery zabranoval
na zakladni linii. Ten je dany jak vysokym rozdilem v indexu lomu mobilni faze, tak kolisanim
tlaku. Zmény v indexu lomu (Rl) jsou zplsobeny zménami tlaku mobilni faze, kdy RI oxidu
uhli¢itého nabyva hodnot od 1,06 do 1,24 v zavislosti na tlaku a teploté [32]-[34].
Nedokonald kontrola tlaku ve starsi instrumentaci pak tuto fluktuaci jesté zvySovala.
Pfedstaveni novych BPR reguldtori a cerpadel tedy umoznilo snizeni vlivu tohoto
problému, prestoZe ne jeho Uplné odstranéni. UV detektory jsou tedy stejného designu
jako ty v HPLC, avsak jejich pratokovd cela musi odolat tlaku nastavenému na BPR
regulatoru, jelikoz UV detektor je zapojen vidy az za nim [1].

Vzhledem k vysoké selektivité a citlivosti bylo spojeni SFC s hmotnostni detekci
pfedmétem mnoha studii [1], [3]. Na prvni pohled se SFC mobilni faze s tékavym CO, mize
zdat pro spojeni s MS idedlni. Avsak stlacitelnost a fazovy pfechod vede k mnoha
problémuim v SFC-MS spojeni zahrnujici pokles hustoty, ztratu solvatacni sily mobilni faze
aZ pripadnou precipitace analytd. To mlZe vést az ke ztraté chromatografické ucinnosti,
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zhorSeni tvaru pikd a ztraté citlivosti a stability detektoru [1]. V pribéhu let bylo
predstaveno mnoho technologickych navrh( na toto spojeni [1], [41], [42] v zavislosti na
pouzivanych ionizac¢nich technikdach. Prvni SFC-MS spojeni bylo pfedstaveno v 80. letech,
kdy byla kapilarni SFC spojena s hmotnostni detekci s elektronovou ionizaci [3]. Avsak
ionizace za atmosférického tlaku, zejména ionizace elektrosprejem (ESI), se brzy staly
metodou volby pro iontové zdroje v MS. Rostouci popularitu ionizace za atmosférického
tlaku a ESI iontovych zdroj v SFC-MS ukazuje také [3].

Pro spojeni SFC s technikami ionizace za atmosférického tlaku bylo navrZeno pét
zakladnich druhl rozhrani [42], [43]. Nejjednodus$im rozhranim je pfimé spojeni kolony a
iontového zdroje s pasivni kontrolou tlaku. Toto rozhrani je vhodné pfedevsim pti vyuzivani
mobilni faze svymi podminkami blizké kapaliné, kdy neni presna kontrola tlaku natolik
kriticka [1], [42]. Rozhrani rozdélujici tok mobilni faze pred BPR (pre-BPR flow splitting)
umoznuje plné kontrolovat tlak v systému i za kolonou. Rozméry prevodovych kapilar vSak
musi byt peclivé voleny s ohledem na moZnou precipitaci analytQ. Také délici pomér mezi
¢asti mobilni faze mifici do detektoru a do BPR modulu se mUze lisit na zakladé tlaku
mobilni faze a rozmérech téchto spojovacich kapildr [42]. Dalsi dva typy rozhrani vyuzivaji
plny pratok mobilni faze detektorem, coz by mélo zarucit vyssi citlivost [1]. Prvni z nich
zavadi chromatografickou spojnici T s nulovym mrtvym objemem, ve kterém dochazi ke
smiseni mobilni faze a kapaliny z nezavislého Cerpadla, jehozZ tlak je kontrolovan. Mezi
vyhody tohoto rozhrani patti dobrd chromatografickd opakovatelnost, nizky mrtvy objem
a vyssi citlivost vzhledem k tomu, Ze do detektoru je privadén cely objem mobilni faze
z kolony [42], [44]. Rozhrani vyuZivajici plného pratoku a mechanického BPR umozZiuje
plnou kontrolu tlaku v softwaru. Avsak tlakovy prevodnik nutny pro tuto kontrolu zavadi
do systému relativné velky mrtvy objem, ktery muize vést k problémdm s sitkou pikl a
chromatografickou opakovatelnosti [1], [41]. Nedavno byly komeréné predstaveny nové
typy rozhrani rozdélujici tok mobilni faze pred BPR [45] s nebo bez vyuZiti pfidavné
kapaliny. V nasledujicich studiich byla prokazana ptinosnost pfidavné kapaliny vzhledem
k vysoké flexibilité moZnych chromatografickych podminek, robustnosti, citlivosti a
jednoduchosti pouziti [1], [41], [45]. Aby byla zarucena kompatibilita s MS instrumentaci,
jsou v mobilni fazi nebo pridavné kapaliné preferovana tékava aditiva, jako mravencan,
octan nebo hydroxid amonny.
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Vyuzivani MS detekce vyZaduje stanoveni matricovych efektl, které predstavuji
kriticky parametr mnoha kvantitativnich metod [1]-[3], [41]. Latky z matrice vstupuji do
iontového zdroje spolecné s analyty a mohou tedy ovlivnit proces ionizace. To se projevi na
vysledné odezvé, at uZ jako jeji zvySeni, tj. pozitivni matricové efekty, nebo sniZeni pfi
negativnich matricovych efektech. V disledku pak metoda m{Ze vykazovat niZsi citlivost,
nelinedrni odezvu a neopakovatelnost vysledkl, ¢imZ je snizena spravnost a presnost
metody [41]. Studiem matricovych efektd v SFC-MS se zabyvalo nékolik praci [43], [46]-
[49]. Jednou z nejobsahlejsich je pak [49], kde byly porovnany matricové efekty v moci a
plazmé na zakladé metody pripravy vzork(li a chromatografické metody. Byly tedy
porovnany matricové efekty vUHPSFC a UHPLC za pouZiti 78 dopingovych a
farmaceutickych latek. V souladu s ostatnimi publikovanymi studiemi [47], [48], [50] byla
prokazana vhodnost SFC pro stanoveni vzorkl moci, kde byly pozorovany velmi nizké
matricové efekty ve srovnani s kapalinovou chromatografii na reverznich fazich (RPLC).
Vysledky vsak byly silné zavislé na pouzité staciondrni fazi, jak ukazuje Obr. 4 . Vzhledem
k uzkému elu¢nimu profilu RPLC metody byly vSechny analyty ovlivnény podobnymi
matricovymi efekty. Opacny pfipad nastal v pripadé SFC metody, zvlasté za vyuziti 2-
pikolylaminové (2-PIC) kolony, kdy analyty srozdilnymi retencnimi casy maji nizsi
pravdépodobnost, Ze budou ovlivnény stejnymi matricovymi efekty [49]. Mensi rozdil ve
vlivu matrice pak byl vidét, pokud byla pouzita specifi¢téjsi metoda pfipravy vzorku nez
pouze fedéni jako v pripadé vyse zminénych vzorkd modi. V pfipadé proteinové precipitace
vedla v UHPSFC k niz§im matricovym efektlm nez v RPLC pouze jedna ztestovanych
stacionarnich fazi, kterd nabidla SirSi elu¢ni profil (Obr. 4). Minimalni rozdil v matricovych
efektech mezi UHPSFC a UHPLC metodou byl popsan také ve studii stanovujici 441 pesticid(
v potravinovych vzorcich [51]. Pro pochopeni matricovych efektl v SFC-MS jsou proto

potreba dalsi systematické studie [3], [49], [50].
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Obr. 4: Elucni profily latek sledovanych v dopingové kontrole v (A) moci a (B) plazmé ziskané pomoci metody kapalinové
chromatografie na reverznich fazich (RPLC) a metody superkritické fluidni chromatografie na 3 staciondrnich fdzich : 2-
pikolylamin (2-PIC), hybridni faze s ethylenovymi mistky (BEH) a vysoce odolny silikagel s C18 modifikaci (HSS C18 SB).
Prevzato z [49].

3.1.4 Vyhody superkritické fluidni chromatografie

SFC mobilni faze obsahuje vysoké procento CO,. Viskozita této mobilni faze je tedy
mnohondsobné nizsi nez v LC, diky cemuZ je mozné vyuZzit vyssi priitoky bez ztraty rozliSeni
a ucinnosti [2], [52]. DalSimu zvySeni separacni U¢innosti pak pomuze také vyuziti kolon s
Casticemi mensiminez 2 um. V UHPSFC je dosahovano nizsich zpétnych tlakd nez v UHPLC,
coz umoznuje rychlejsi separace a také ekvilibrace. Difuzni koeficient analyt( v ¢istém CO;
je obvykle 10 — 15x vyssi nez ve vodnych roztocich. Difuzivita ovliviiuje ¢len B i C van
Deemterovy rovnice, coz vede ke 4x vyssi optimalni linearni rychlosti v SFC ve srovnani
s HPLC [1]. Povaha mobilni faze pak fadi SFC mezi techniky zelené chemie, nebot spotfeba
organickych rozpoustédel je mnohondsobné nizsi nez u kapalinové chromatografie na
normalnich (NPLC) i reverznich (RPLC) fazich.

Vlastnosti SFC mobilni faze dovoluji také vynechat krok odparovani organickych
rozpoustédel, tj. napf. acetonitrilu nebo heptanu, v metodach ptipravy vzork( [41] jako je
extrakce na tuhou fazi (SPE) nebo extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE), cozZ Setti cas i
energii. Diky kompatibilité mobilni faze a téchto extrakénich rozpoustédel je odpareni
nutné pouze v pripadé, kdy je cilem pripravy vzork( také zakoncentrovani analyta.

23



Moderni SFC nabizi mnoho dalSich vyhod véetné jedinecné selektivy, robustnosti a

moznosti pouzit ionizace za atmosférického tlaku [3].

3.1.5 Parametry vyvoje metody

Na rozdil od LC analyz nelze v SFC urcit typické/generické chromatografické
podminky. V HPLC ma kaZdy z optimalizovanych parametrd specificky vliv na selektivitu
metody. Tytéz parametry vSak maiji ¢asto opacny ¢i nepredvidatelny vliv na SFC separaci.
Retenci a separaci v SFC ovliviiuji pfedevsim zmény v hustoté, slozeni modifikatoru mobilni

faze a chemie stacionarni faze [24].

Stacionarni faze

Klasifikaci a popisu vlastnosti SFC kolon se vénuje mnoho praci [53]-[60], avSak
zadnd z nich nepredstavila stacionarni fazi ekvivalentni ke generické staciondrni fazi s C18
modifikaci v LC. Volba kolony je tak zavisld predevsim na analyzovanych latkach.
V publikovanych studiich je tedy popsana Siroka skdla pouzivanych stacionarnich fazi [2],
[3], [41], které svymi vlastnostmi pokryvaji rizné separacni mody LC techniky od NPLC, pres
RPLC aZ po HILIC. Na druhou stranu tato variabilita umoziiuje analyzu Sirokého spektra
latek, at chiralnich nebo achiralnich, za pouziti stejné mobilni faze na bazi CO, [6], [7], [61].
Obecné mohou byt v SFC poutzity jakékoli LC kolony [53]. V pribéhu let bylo predstaveno
také nékolik SFC-dedikovanych kolon. Prvni z nich byla v roce 2001 silikagelova stacionarni
faze s navazanym 2-ethylpyridinem [62], kterd méla snizit chvostovani pik( bazickych latek.

Vzhledem ktémto Sirokym moZnostem, je zvoleni spravné kolony kritickym
parametrem pfi vyvoji SFC metody [30], [60]. Nepolarni stacionarni faze obsahuijici
substituenty jako napf. C5, C8 nebo C18, zadrzZuji pfedevsim hydrofobni [atky a nabizeji tak
retencni chovani podobné RPLC s vysokym podilem organické slozky mobilni faze [63], [64].
Opacna situace nastava u poldrnich staciondrnich fazi, jako je Cisty silikagel nebo silikagel
se substituenty jako aminopropyl nebo propandiol. Zde se analyty chovaji podobné jako
v kapalinové chromatografii na normalnich fazich (NPLC) [65]. Dalsi stacionarni faze jako
jsou napft. s fenylpropyl nebo pentafluorofenyl substituentem, pak nabizeji selektivitu
nesrovnatelnou s NP- nebo RPLC [6]. Pro klasifikaci téchto stacionarnich fazi byl vyvinut
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model, ktery je ¢leni na zakladé 5 deskriptord a to, interakce s m-elektrony, dipol-dipol,
disperze a akceptor nebo donor vodikové vazby. Tento model (Obr. 5) by mél pomoci se
spravnym vybérem stacionarni faze pro zamyslenou analyzu, kdy polarni a nepoldrni faze
jsou na opacnych koncich a faze s dalSimi odliSnymi vlastnostmi uprostred [61], [66], [67].
Zde jsou pak stacionarni faze ddle rozdéleny dle toho, zda obsahuji aromaticky substituent,
které jsou pak v horni ¢asti, anebo vloZzenou polarni skupinu, které se naopak nachazeji
v dolni ¢asti grafu. Velikost ¢astic SFC kolon nasledovala trend v LC, kdy 5um plné porézni
Castice jsou v posledni dobé nahrazovany ¢asticemi mensimi nez 2um nebo 3um povrchové

poréznimi ¢asticemi [4], [48], [50], [68]—[71].

e ) )
) J
) L) NV 2 - Aromatické
) 3 9 J ) ,
. ) faze
J ) J / )
J J ) J )
/| ) U

Fazes
vioZenou
polarni
skupinou

Polarni faze

Obr. 5: Klasifikace achirdlnich SFC kolon. e — interakce s m-elektrony, s- dipol-dipol, v — disperze, a — akceptor
vodikové vazby, b — donor vodikové vazby. Prevzato a prepracovdno z [6].

Mobilni faze

Historicky byly vilastnosti mobilni faze ovliviiovany predevsim tlakem a teplotou.
V modernim pojeti SFC se vSak jedna predevSim o pfidavek polarniho organického
modifikatoru a aditiv do CO2 [2], [7], [41]. Organicky modifikator pak ma nékolik hlavnich
funkci [7], [30], [31]. Méni polaritu mobilni faze, a tim také jeji solvatacéni silu, ¢imz dochazi
nejen k rychlejsi eluci a ke zkraceni ¢asu analyz, ale také ke sniZeni rizika precipitace analytt
[7], [10]. Sorpci na stacionarni fazi dochazi k dupravé jejiho povrchu a pfipadné také
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k zablokovani jejich aktivnich mist [53], [72]. Methanol je organickym modifikdtorem volby
diky vysoké eluéni sile, relativné nizké viskozité, vysoké polarité a nizké absorbanéni meziv
UV oblasti [73]—[75]. Diky misitelnosti s CO; v Sirokém rozsahu tlakd a teplot je mozné v SFC
vyuzivat jako modifikator i jiné alkoholy [7], [30]. Druh organického modifikatoru je pak
vétsSinou volen béhem optimalizace metody na zakladé elucni sily, selektivity a tvaru piku
analytl [76], [77], jak ukazuje Obr. 6. Acetonitril nema dostatecnou elucni silu, aby mohl
byt Uspésné pouZit jako organicky modifikator SFC mobilni faze [30], [73], [77], [78], a ¢asto
ma také negativni vliv na tvar piku. V poslednich letech v$ak roste vyuZivani smési alkoholu

s acetonitrilem, a to diky jedine¢né selektivité této kombinace [77] (Obr. 6).
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Obr. 6: Srovndni UHPSFC analyzy tikagreloru a jeho 4 necistot za vyuZiti riznych organickych modifikdtord.
Chromatografické podminky : Torus Diol kolona (100 x 3,0 mm, 1,7 um), gradient 5-40 % organického modifikdtoru v 3.
min, pratok 1,5 mi/min, teplota 40 °C, BPR 13,8 MPa, UV detekce pfi 225 nm. MeOH - methanol, EtOH — ethanol, ACN —
acetonitril. Prevzato z [1].

Pro analyzu latek s acidobazickymi vlastnostmi je kromé organického modifikatoru
nutny také pridavek aditiva do mobilni faze. Jako aditivum slouzi vétsinou silné polarni
sloucenina rozpusténa v organickém modifikatoru v koncentraci 0,05 - 2 % [1].
Mechanism, jakym aditivum napomaha separaci, je nékolik. Zména kyselosti mobilni faze
pfipadné iontového stavu analyt(l a aktivnich mist stacionarni faze je jeden z nich. M(ize
vSak dojit také k navazani aditiva na aktivni mista staciondarni faze, a tim ke zméné vlastnosti
a polarity kolony [24], [53], [76], [79]. Prestoze pridavkem alkoholu do CO; vznika
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methylkarbonova kyselina [1], a tim mobilni faze odpovidajici pH 4-5 [80], [81], pfidavek
silnéjsich kyselin jako aditiv byl v nékolika studiich prospésny. Obecné kyseld aditiva jako je
kyselina mravenci, octova, citronova a trifluoroctova zlepsuji tvar pikd organickych kyselin
a bazicka aditiva, tj. amoniak, isopropylamin, diethylamin a trimethylamin jsou vhodnd pro
analyzu zasad [82]—[84]. Priklad vlivu rozdilnych aditiv na separaci farmaceutickych latek je
ukazan na Obr. 7. V poslednich letech roste obliba tékavych aditiv, které umoZziuji spojeni
s MS detekci. DalSim z modernich trendd v SFC je pak vyuzivani malého procenta vody jako

aditiva, coZ vede opét ke zlepseni tvaru pikd a zrychleni eluce polarnich latek [2], [31], [48].
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Obr. 7: Srovndni UHPSFC analyzy vardenafilu (API, 1) a jeho 6 necistot na koloné CSH PFP a agomelatinu (API, 4) a jeho 6
necistot na koloné BEH 2-ethylpyridin s pouZitim (A) methanolu, (B) 10 mM mravencanu amonného v methanolu a (C)
10mM octanu amonného v methanolu. Prevzato z [1].

Tlak a teplota

Vzhledem k vyuzivani organickych modifikator maji dalsi z parametru, tedy tlak a
teplota, vétSinou pouze minoritni vliv na selektivitu SFC metody. Vliv teploty je zavisly na
mnoha faktorech jako je hustota mobilni faze, parametry rozpustnosti analytu i
superkritické tekutiny, afinita analytu ke stacionarni fazi a vlastnosti analytu [85]. Pri
zvySovani teploty dochazi vétSinou nejprve ke zvySeni retence latky a po dosazeni maxima
k naslednému poklesu retence. Téchto vysokych teplot neni béziné v SFC dosahovano.
V nékterych pfipadech vSak mohou i malé zmény v retenci pfi béznych teplotadch mit vliv
na selektivitu vyvijené metody [33]. Pridavkem organického modifikatoru klesa
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stlacitelnost mobilni faze, ¢imzZ je také vliv nastaveni tlaku v modernim SFC omezen. Se
zvySenim tlaku bude pozorovdno snizeni retence. Zménou tlaku je ovlivnéna predevsim
elucni sila Cistého nadkritického CO,. Pfi gradientové eluci bude tedy tento vliv vice patrny
u latek eluovanych na zaddtku gradientu pfi nizSim procentudlnim obsahu organického
modifikatoru nez u téch eluovanych pfi vétSim obsahu organického modifikatoru pozdéji

v gradientu [33].

3.1.6 Aplikacni oblasti superkritické fluidni chromatografie

V minulosti se SFC analyzy vyuzivaly pfedevsim pro chiralni separace, jelikoZ nabizi
nejen lepsi enantioselektivitu, ale také mnohem kratsi ¢as ekvilibrace i analyzy nez
kapalinova chromatografie [86], [87]. ProtoZe ale mechanismus enantioseparace stale
z(Ustava neobjasnén, muize byt vyvoj chirdlni SFC metody ¢asové narocny [87], [88]. Presto
byva vétSinou vyvoj SFC metody kratSi ve srovnani schirdlni LC metodou a
pravdépodobnost Uspésné enantioseparace je naopak vyssi [89], [90].

V bioanalyze je SFC vyuzivdna predevsim k analyze lipofilnich vitamin(, tokoferolt
a karotenoid(, kde se uplatriuje nejen nizka polarita mobilni faze, ale také schopnost SFC
separovat strukturné podobné latky [91]-[95]. PouZiti SFC-MS je pak rozsifeno také v
lipidomice [96]-[100]. Analyza lipid( je extrémné narocnda predevsim vzhledem k jejich
vysoké rozmanitosti, kterd je ddna sloZzitou kombinaci hydrofobnich uhlikatych fetézcli a
Sirokého spektra polarnich skupin [41]. SFC tak nabizi jedine¢nou moznost analyzy za vyuziti
raznych separacnich mechanism, kterych je dosaZzeno pouze zménou sloZzeni mobilni faze
[41], [101]. Naopak SFC analyza poldrnich léciv, metabolitl, aminokyselin a peptidd neni
tak ptimocara [3]. Pro tyto analyzy je vétSinou nutné pouZit vice nez 40 % organického
modifikatoru v mobilni fazi a poldrni aditiva. Pfesto jiZ bylo publikovano nékolik Uspésnych
studii zabyvajicich se analyzou dopingovych latek [82], [102], [103], polarnich metabolit(
[104], [105], neurotransmiterl [106], gangliosid( [107], aminokyselin [108] a také smési
lipofilnich i hydrofilnich vitamin( [109].

Analyza rostlinnych a pfirodnich materidld hraje vyznamnou roli také ve
farmaceutickém vyzkumu, kde mohou slouzit jako zdroj novych bioaktivnich latek [3],
[110], [111]. Mezi Casté analyty patii opét karoteny, xantofyly, chlorofyly a lipofilni
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vitaminy. Pomoci SFC vSak byly analyzovany také sekundarni analyty v rostlinnych
extraktech, acetogeniny [112], saponiny [113], ginsenosidy [114] a také aminokyseliny
v Cajich [115].

V potravinové analyze se vyuziti SFC soustfeduje kolem separaci potravinovych
lipidQ jako jsou triacylglyceroly, diacylglyceroly a volné mastné kyseliny [116]-[118]. Dalsi
¢asto analyzovanou skupinou pak jsou pesticidy, herbicidy, fungicidy a insekticidy [119]—
[121]. Ty jsou stanovovany nejen v potravinovych vzorcich, ale také v rdmci
environmentalni analyzy vody v fekach, odpadnich vodach a pidé [122]. V téchto matricich
jsou Casto sledovany také dalsi kontaminanty Zivotniho prostredi jako jsou léciva [123] a
pramyslové ptisady [124]. Petrochemie patfi k tradicnim oblastem SFC analyz. Kvalita
petrochemickych vyrobk(li je stanovovana na zakladé obsahu parafinli, olefini a
aromatickych a nearomatickych uhlovodikd [125], [126], coZ jsou latky s idedlnimi
vlastnostmi pro stanoveni pomoci SFC.

Zastoupeni SFC v jednotlivych aplikacnich oblastech shrnuje Obr. 8. Mezi oblasti s
rostoucim zajmem o SFC separace patfi také farmaceutickd analyza, které se vénuje
nasledujici kapitola.

potravinovi analyza

zneuiivané litky a doping 2% jiné

2% 2%
kosmetika

3%
chirilni lsGva
5%
metabolomika
5%
prehledowé danky
kpidomika 10%
5%
vitaminy a
karotenoidy
6%
léGiva a metabolity

30%

Obr. 8: Zastoupeni SFC techniky v riznych aplikacnich oblastech. Farmaceutickd analyza zahrnuta ve skupiné léciva a
metabolity mimo analyzy chirdlnich IéCiv, které jsou uvedeny samostatné. Prevzato a aktualizovdno z [1].
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3.2 Farmaceuticka analyza

3.2.1 Vyvoj léciva

Vyvoj léCiva je mnoha krokovy proces od objeveni nové |éCivé latky aZ po uvedeni
léku na trh (Obr. 9).
Nejprve musi byt popsana potencialni aktivni molekula. Jejim zdrojem muZe byt screening
rostlinnych, Zivoc¢iSnych nebo nové syntetizovanych latek, modelovani in-silico nebo
zaloZené na interakci receptoru/ligandu, pripadné také uprava télu vlastnich molekul ¢i
jinych jiz objevenych |éciv [127]. Nové syntetizované analogy této aktivni molekuly jsou
biologicky a farmakologicky testovdny a slibné molekuly jsou pak formulovany spolu
s pomocnymi latkami do léc¢iva [128]. Pfi formulaci je nutné brat ohled pfedevsim na
stabilitu konecného pfripravku a jeho rozpustnost, kterd muaze ovliviiovat biologickou
dostupnost pti poddani pacientovi. Tato formulace |éCiva zajisti moZnost podani aktivni latky
béhem klinickych testl, avsak ¢asto je béhem vyvoje dale modifikovana na zakladé novych
zjisténi béhem preklinickych a klinickych studii. BEhem tohoto kroku je také potreba zjistit
kratkodobou, dlouhodobou a teplotni stabilitu navrhovaného pfipravku. Zjisténé
degradacni produkty jsou ndsledné zohlednény pfi vyvoji specifickych analytickych metod

pro identifikaci a kvantifikaci necistot, které budou v budoucnu pouZzity pro kontrolu kvality

daného pftipravku [129], [130].
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Obr. 9: Jednotliva stadia vyvoje IéCiva, prepracovdno z [2].
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V ramci preklinickych studii jsou shromaZzdovany informace o absorpci, distribuci,
metabolismu a exkreci navrhované aktivni latky a je také stanovena toxicita a letdIni davka
pfipravku. Vyuziva se jak in vitro pfistup, tak testovdni na laboratornich zvifatech. Po
potvrzeni bezpecnosti a Ucinnosti je pristoupeno ke klinickému testovani na lidech, které
probiha ve 3 fazich. V prvni fazi je |éCivo poddno zdravym dobrovolnikim a je stanovena
biologickd dostupnost, doporucena davka a pfipadné nezadouci Ucinky [2]. V druhé fazi je
studovan ucinek Ié¢iva na malém okruhu vybranych pacientl. Nezadouci Gcinky stejné jako
vliv dlouhodobého poddvani jsou pak zhodnoceny v ramci treti faze na SirSim okruhu
pacientl. VSechny tyto studie, at jiz preklinické nebo klinické, vyZaduji monitorovani
koncentrace |éCiva v biologickém materialu, kterym muze byt plazma, sérum, tkan nebo
moc [2], [127], [131]. Proto jsou v téchto fazich vyvoje |éCivého pripravku nezbytné metody
pro pfipravu téchto vzorklli a chromatografické metody pro stanoveni koncentraci
zkoumanych latek. Po uspéSném dokonceni téchto vyzkumnych stadii je nutné pfipravit
dokumentaci pro schvalovaci fizeni, tedy registraci [2], [132]. Tato dokumentace musi
obsahovat autoritou predepsané dikazy o bezpecnosti a ucinnosti IéCiva stejné jako
protokoly pro vyrobu a kontrolu kvality. V zavislosti na pfedpokldadaném trhu je moziné
|éCiva registrovat vramci jednotlivych zemi nebo vrdmci evropské (Evropska lékova
agentura - EMA) nebo americké Iékové agentury (Ufad pro kontrolu potravin a Ié¢iv - FDA).
| po tomto schvaleni a uvedeni na trh je vsak Ié¢ivo podrobeno dalsimu sledovani v ramci

¢tvrté faze klinického vyzkumu [2].

3.2.2 Pozadavky na analytické metody vyuzivané ve vyvoji léciv

Nejbéznéjsi analytické postupy vyuzivané ve vyvoji léCiva vychazeji ze smérnice Q2
Mezindrodni rady pro harmonizaci technickych pozadavk( na humanni léciva (ICH) a slouzi
k identifikaci, kvantitativnimu ¢i limitnimu hodnoceni nedistot a ke stanoveni obsahu
ucinné latky [29]. K témto stanovenim, at uz v lécivém pripravku nebo |éCivé latce, se
vyuziva Siroké spektrum analytickych metod [2]. Jejich kombinace by méla zajistit
dostateéné informace o identité, Cistoté, obsahu a stabilité vychozich latek i koneéného

produktu [2], [29].
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Necistoty vzniklé béhem syntézy i skladovani [éCiva musi byt dle zavaznych smérnic
kontrolovany spolecné s uc¢innou latkou (API). Hodnoty jednotlivych limitl, kdy je nutné
necistoty hlasit, identifikovat, ¢i kvantitativné hodnotit, jsou uréeny na zdkladé maximalni
denni davky jak pro API, tak pro lécivy pripravek [133], [134]. Tyto hodnoty shrnuje Tab. 2.
Pokud je ucinnou latkou enantiomer, pfislusny opacny enantiomer je také povaZzovan za
necistotu [135]. Jiné limity plati pro potencidlné genotoxické necistoty. Ty jsou vzhledem
k vysoké toxicité velmi nizké, napf. identifika¢ni limit je nastaven na 1,5 ug celkové denni

davky dané necistoty [136].

Tab. 2: Limity pro hodnoceni obsahu necistot v ucinné Idtce a léCivém pripravku na zdkladé mezindrodnich smérnic ICH
Q3A [133] a Q3B [134]. CDD - celkova denni ddavka.

Maximalni denni  Limit pro hlaseni  Identifikacni limit Kvantifikaéni limit
davka
<lg 0,1%
>lg 0,05 %
o <1lmg 1,0 % nebo 5 ug CDD
% 1-10mg 0,5 % nebo 20 um CDD
:§ >10 mg-2g 0,2 % nebo 2 mg CDD
;g >28g 0,1%
= <10mg 1,0 % nebo 50 pg CDD
10-100 mg 0,5 % nebo 200 pug CDD
>100mg-2g 0,2 % nebo 3 mg CDD
>2g 0,15 %
g o <2g 0,05 % 0,1 % nebo 1 mg 0,15 % nebo 1 mg
8 % >2g 0,03 % 0,05 % 0,05 %

Na vSechny analytické metody vyuzivané ve vyvoji léCiv jsou kladeny vysoké naroky
predevsim v oblasti rychlosti a vysoké prostupnosti vzork(. Dalsim dllezitym kritériem je
selektivita danych metod, jelikoZ separované necistoty mohou mit podobnou chemickou
strukturu jako API, a tedy velmi podobné fyzikalné-chemické vlastnosti. V tomto pfipadé je
separace téchto necistot a APl znac¢né narocna. Opacny problém predstavuji latky naprosto
odlisné, napf. zbytkové latky ze syntézy, které je vSak presto potfeba v idedlnim pripadé
stanovit v ramci jedné analyzy [2], [30], [137]. Pfed samotnym pouzitim musi byt vSechny

metody také radné validovany [138]. Typicky stanovovanymi parametry je mez detekce

32



(LOD), dolni mez stanovitelnosti (LLOQ), linearita a rozsah. Metody pro kvantitativni
hodnoceni ddle musi splnit podminky spravnosti a presnosti [29]. Kromé konvencniho
zplUsobu mUiZe byt pro validaci pouzit také pristup urceni celkové chyby méreni (total error

approach) [138], jak bylo ukazano v nékolika publikovanych studiich [139]-[144].

3.2.3 Mozinosti vyuZiti SFC ve farmaceutické analyze

3.2.3.1 Analyza lécivych latek a lécivych pripravka

Zastoupeni SFC metod ve farmaceutické analyze v poslednich letech roste (Obr. 10).
V zavedenych oblastech, jako jsou chirdIni separace, zUstava zastoupeni SFC pfiblizné
stejné, avsak postupné narlista pocet SFC praci zabyvajicich se farmaceutickou kontrolou
kvality a bioanalyzou. Presto toto ¢islo nemusi byt konecné, nebot mnoho farmaceutickych
spolecnosti vyuziva SFC aniz by vysledky byly publikovany [30], [145], [146].

V soucasnosti je pro identifikaci nové nalezenych nebo syntetizovanych latek kromé
infracervené spektroskopie a nukledrni magnetické rezonance vyuzivdna predevsim
hmotnostni spektrometrie, a to ve spojeni s kapalinovou chromatografii [2]. Vzhledem ke
svym vyhoddm ma vsak SFC potencidl v blizké dobé doplnit ¢i v urcitych pfipadech nahradit
LC. Mimo ekologi¢nost, vysokou rychlost, u¢innost a unikatni selektivitu [2], [30], [31], [147]
nabizi SFC také moznost analyzy méné polarnich latek, které jsou silné zadrzovany v LC, a

také analyzu latek Spatné rozpustnych nebo nestabilnich ve vodnych mobilnich fazich [2].
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Obr. 10: Pocet publikovanych clanki zabyvajicich se SFC v riznych oblastech farmaceutické analyzy. Prevzato z (2] a
aktualizovdno.
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Oblasti, ve které je jiz nyni SFC Sifeji vyuzivdana ve farmaceutickém primyslu je
hodnoceni chirdlni Cistoty pfi syntéze novych léCivych latek [30], [148], [149]. Stereochemie
je dulezitym faktorem lékového profilu latek s dopadem na adsorpci, metabolismus i
toxicitu [2], [150], [151]. VétSina Iékovych agentur tak nyni vyZaduje prokazani chirdlni
Cistoty nového léciva pred jeho uvedenim na trh [151]. Chirdlni separace mlze kromé SFC
probihat za vyuZiti mnoha analytickych technik jako jsou napf. kapalinovd chromatografie
na normalnich nebo reverznich fazich, plynovd chromatografie, tenkovrstva
chromatografie nebo kapilarni elektroforéza [2], [52], [152], [153].

Dalsi z oblasti, ve kterych je jiz vyuziti SFC zavedeno do praxe je precistovani
chirdlnich i achiralnich latek pomoci preparativni SFC [2], [154], [155]. Preparativni
chromatografie je v praxi vyuZivana pro precistovani od miligramovych mnozstvi nové
syntetizovanych latek aZz po kilogramy konecného produktu za den [156]. Vzhledem
k vysoké tékavosti SFC mobilni faze odpada v této metodé zdlouhavy krok odpatrovani
ziskaného eluatu, coz Setfi ¢as i potifebnou energii.

Oproti vySe zminovanému vyuZivani SFC pfi objevovani a vyvoji novych |éCiv,
zavedeni SFC do regulovanych farmaceutickych laboratoti pro analyzu lécivych latek a
pfipravkd bylo mnohem pomalejsi [2]. NiZsi citlivost, reprodukovatelnost, spravnost a
vyzadovano vsemilékovymiagenturami[133], [134], [157], [158]. VétSina z téchto nevyhod
viak byla prekonana zavedenim nové moderni instrumentace, jak bylo diskutovdno
v kapitole 3.1.3. Tato nova generace SFC pfistroja tedy mlze byt vyuZivana za podminek
spravné vyrobni praxe (GMP), jak bylo prokdzano v praci Hickse a spol. [159] a také prvni
studii mezilaboratorni prenositelnosti SFC metody pro stanoveni nedistot salbutamolu
[160].

Vzhledem kvysoké koncentraci ucinné latky, ktera mulzZe dosahovat aZ
1000nasobku koncentrace necistoty, je pik APl vétSinou relativné Siroky a chvostuje.
Necistoty v mnohem nizsich koncentracich proto nemusi byt detekovany, pokud eluu;ji
v Sirokém retencnim okné API [161], [162]. PfestozZe unikatni selektivita UHPSFC muze byt
v tomto pfipadé velmi vyhodna, pouze nékolik malo studii se zatim vénovalo UHPSFC
metoddm pro kontrolu nedistot [140], [147], [161], [163]-[166]. Potencial SFC ve
farmaceutické analyze vsak byl prokdazan v mnoha fundamentalnich studiich [2]. Ty
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vyuzivaly uméle pfipravené smési farmaceutickych standard(i anebo vzorky pro kontrolu
kvality, které slouzily jako priklady pro studium odezvy detektor( [35], [167], porovnani
stacionarnich fazi [18], [55], [66], sloZzeni mobilni faze [18], [168], [169] a vlivu aditiv [73],
[170], teploty a tlaku. BohuZel publikované prace zabyvajici se SFC analyzami vzork( v rdmci
regulovaného prostredi nejsou zatim tak ¢asté.

V radmci rlznych stupnd ve vyvoji léCiva jsou zapotfebi metody zamérené na rozdilné
parametry. Metoda pro kvantitativni hodnoceni hlavni uc¢inné latky a pfipadné dalSich
komponent je nutnd pfedevsim pfi kvantitativnim hodnoceni |éCiva, pfi stabilitnich testech
a studiich disoluce. Pfi validaci takovéto metody pak neni nutné stanovovat mez
stanovitelnosti a kvantifikace, jelikoZz se nepredpoklada analyza velmi nizkych koncentraci
API. Pouze nékolik publikovanych praci diskutovalo vyvoj a validaci SFC metod pro
kvantitativni hodnoceni. Jednou z nich je studie stanovujici chlorzoxazon, paracetamol a
aceklofenak v jednotlivych i kombinovanych lékovych formach [171]. Podobné byla
vyvinuta SFC metoda pro stanoveni isoniazidu a pyrazinamidu [172], ramiprilu a
telmisartanu [173], nékolika antibiotik [139]. Puppala a kol. popsali metodu pro stanoveni
R- a S-eliglustatu [174]. VSechny tyto prace byly validovany, avSak u nékterych z nich nebyly
vyhodnoceny vSechny potfebné parametry, jako je napf. selektivita [171].

Druhym typem analytickych metod jsou metody pro kontrolu nedistot vyuzivané
béhem kontroly kvality a pfi studiu degradacnich procest [2]. Syntéza API vétSinou
zahrnuje nékolik krokli a konecny produkt proto mlzZe obsahovat nizké koncentrace
zbytkovych nedistot ze syntézy. Dale se mohou pridat nedistoty vzniklé béhem skladovani,
degradacni produkty, vedlejsi produkty syntetickych reakci a katalyzatory [2], [158]. Obsah
vSech téchto latek podléha prisné kontrole a je tedy nutné vyvinout analytickou metodu,
ktera bude tyto necistoty identifikovat a také kvantifikovat [2], coZ je nezbytné, aby byla
zarucena bezpecnost konecnych léCivych pripravk(. Stanoveni vsech necistot v ramci jedné
analyzy je obtizné. Aby bylo minimalizovdno riziko prfehlédnuti nékteré z necistot kvdali
koeluci s APl ¢&i jinou necistotou, jsou v praxi vétSinou vyuzivdny minimalné dva
komplementarni chromatografické systémy nebo metody. V ramci validace je pak u téchto
metod nutné prokazat predevsim selektivitu, a tedy schopnost stanovovat kazdy z analytd
za pritomnosti ostatnich latek. Vzhledem k predpokldadanym nizkym koncentracim necistot
je taktéz pozadovano urceni meze stanovitelnosti a kvantifikace, a to za pritomnosti API
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na mnohondsobné vyssi koncentracni hladiné. Pomér koncentracnich hladin API a
stanovovanych nedistot upravuji smérnice ICH Q3A a Q3B [133], [134] jak pro lécivou latku
tak pro IécCivy ptipravek. Tyto hladiny byly diskutovdny v kapitole 3.2.2 a jsou shrnuty v Tab.
2.

Pro pouziti metody ke kontrole kvality a stanovovani necistot je samoziejmé nutny
vyvoj a optimalizace takové metody. Nékolik skupin se proto zabyvalo pfistupem SFC
generického screeningu [54], [55], [66], [142], [169] a volbou spravné stacionarni [6], [7],
[56], [61], [175] a mobilni faze [142], [168], [176]. PfestozZe se nékolik SFC praci vénovalo
stanoveni necistot ve farmaceutickych pripravcich, pouze nékolik z nich bylo validovéno dle
pozadavkll mezinarodnich autorit [140], [147], [160], [164]-[166], [177]-[179]. Dvé
z téchto metod byly vyvinuty jako alternativa kzavedenym enantioselektivnim LC
metodam [159], [178]. Dispas a kol. navrhli SFC metodu jako nahradu za lékopisnou LC
metodu pro stanoveni necistot salbutamolu sulfatu [147]. Tato metoda nasledné poslouzila
k prokazani mezilaboratorni prenositelnosti [160]. Kvantitativni hodnoceni latek pomoci
SFC bylo provedeno v mnoha typech farmaceuticky produkt( véetné krému [180], oleje
[181], vodného roztok [182] a tablet [163], [172], [179]. Validovana byla také SFC metoda
pro limitni hodnoceni nitrosaminovych necistot v sartanech [183]. Pfes soucasny rostouci
pocet studii, validované SFC metody pro stanoveni achiralnich latek ve farmaceutickych

pripravcich predstavuje stdle pouze zlomek SFC praci.

3.2.3.2 Analyza lécivych latek a jejich metabolitl v biologickém materidlu

V ramci studia chovani léCivé latky po podani do organismu je nutné stanovit tuto
latku a jeji metabolity v biologickém materidlu, kde se prirozené vyskytuji. Takovym
materidlem muze byt krev, plazma, sérum, moc¢ nebo napt. sliny [2], [3], [41]. JelikozZ se
jednd o komplexni vzorky, které ve vétSiné pripadd nejsou kompatibilni
s chromatografickym systémem, dlleZitou soucasti téchto analyz je ptiprava vzorkl. Ta by
v idedInim pripadé méla odstranit interferujici slouceniny, jako jsou napf. soli, fosfolipidy a
proteiny [2], [3], [41]. Mezi nejcastéji pouZivané metody pfipravy vzorku patfi srazeni
proteinll (PP), extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE) a extrakce na tuhou fazi (SPE). V pripadé

LC analyz vétSinou nasleduje odpareni a rekonstituce vzorku v rozpoustédle kompatibilnim
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s LC mobilni fazi. Tento krok vSak odpada pti SFC analyzach, coZ snizZuje €as pfipravy a
zvysSuje prostupnost vzorkl [3], [41], [46]. Pokud je vSak nutné zakoncentrovani vzorkd, je
tento krok potfebny také v SFC. Naopak vzorky moci, u kterych je moZzno v LC analyze vyuzit
jednoduché Fedéni vodou a pFimy ndstfik, predstavuji v SFC sloZit&jsi problém. Redici
rozpoustédlo musi byt totiz zvoleno jako kompromis mezi tvarem pikl a moZnosti
precipitace soli pfi pouziti ptili§ silného organického cinidla [2], [41]. V nékolika studiich
vsak byla prokdzana mozZnost pouZiti tohoto postupu pfipravy vzork(, a to za vyuziti vody
[46], [48] nebo 75% acetonitrilu jako Fedicich rozpoustédel.

Analyzované latky jsou v biologickych vzorcich pfitomny v nizkych koncentracich na
rozdil od interferujicich latek, jejichz koncentra¢ni hladiny byvaji mnohonasobné vyssi.
Kritickym parametrem chromatografickych metod je proto selektivita a citlivost. Té byva
dosazeno detekci pomoci hmotnostni spektrometrie, ktera byva vyuZivana ve vétSiné
bioanalytickych metod (Obr. 11). Ve vice neZ poloviné pfipadl se jedna o MS/MS analyzy,
avsak i pres nizsi citlivost je i MS detekce Siroce zastoupena. lonizace elektrosprejem je pak
preferovana v obou téchto mdédech [41]. Jak jiz bylo zminéno vyse, u vSech SFC-MS metod
je nutné stanovit matricové efekty. Prvni z publikovanych SFC metod tato doporuceni
opomijely [2], avSak v novéjSich pracich jsou jiz matricové efekty stanoveny [93], [184],
[185], jak vyZaduji zavazné smérnice [186], [187]. Z ostatnich detektor( je pak Sifeji
zastoupena pouze UV detekce [41].

Prestoze LC je stale metodou volby, pocet bioanalytickych SFC metod v poslednich
letech roste. Této problematice se vénuje nékolik souhrnnych ¢élanku [30], [146], [188] a
byly popsany pfedevsim vyhody odlisné selektivity pro analyzu dopingovych latek [189],
chiralnich latek [190], metabolith [82], [105], [191], antibiotik [192], lipid( [101], [193],
lipofilnich vitamint [93], [94], [109], a také pro terapeutické monitorovani Iékovych hladin

[194].
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Obr. 11: Zastoupeni rozdilnych chromatografickych podminek typickych pro SFC metody v bioanalyze. LLE - extrakce z
kapaliny do kapaliny, E - odpareni, PP - proteinovad precipitace, SPE - extrakce na tuhou fdzi, DS - fedéni a prfimy ndstrik,
SLE - extrakce z kapaliny do kapaliny za podpory inertniho nosice, SE — odpareni rozpoustédla, MeOH — methanol, AmF —
mravencan amonny, AmAc — octan amonny, EtOH — ethanol, 2-EP — 2-ethylpyridin, ODS — octadecylsilikagel, 2-PIC — 2-
pikolylamin, 1-AA — 1-aminoantracen, ESI —ionizace elektrosprejem, APCl — chemickd ionizace za atmosférického tlaku, Cl
— chemickd ionizace, FID — plamenové-ionizacni detektor, ECD — detektor zdchytu elektronu. Prevzato z [41].
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4. Komentare k publikovanym pracim zahrnutym v dizertacni praci

4.1. Vyvoj, validace a srovnani UHPSFC a UHPLC metody pro stanoveni agomelatinu a
jeho necistot

Cilem této prace bylo vyvinout UHPSFC a UHPLC metodu pro stanoveni agomelatinu
a jeho 6 nedistot a nasledné tyto metody validovat dle ICH smérnic a porovnat v nékolika
zvolenych parametrech.

Agomelatin se fadi mezi syntetické analogy hormonu epifyzy melatoninu. Jedna se
0 agonistu melatoninu a selektivniho antagonistu serotoninu, diky ¢emuZz agomelatin
reguluje cirkadidnni rytmy a je pouZzivan pro Ié¢bu depresivni poruchy u dospélych [195].
Pro zajisténi farmaceutické kontroly kvality musi byt spoleéné s agomelatinem

stanovovano 6 necistot uvedenych na Obr. 12.

Q R Mw logP pKa= pKab akceptor H*  danarH'
Kyselina -COCH 21623 241 433 - 3 1
o Amid -00NH, 215,25 1,76 16,11 0,67 3 2
~ Nitril -CN 197,23 2,69 NA NA 2 i}
AgoSOl  CHyNH,.Hd 237,73 223 10,00 - - -
Agomelatin -cHNHCO-CHs 243,30 246 1617  -053 3 1

()

Y Mw logP pKa= pKab akceptorH' donor H'
Amin H 385,50 6,96 - 9,73 3 1

Dimer -coon, 427,53 6,58 - 0,59 4 0

\
\

TRy

Obr. 12: Chemicka struktura a fyzikdIné-chemické vlastnosti stanovovanych necistot agomelatinu. pKa, — pKa nejkyselejsi

Vzhledem k rozdilnym fyzikalné-chemickym vlastnostem téchto latek je jejich
analyza obtizna. V dobé realizace studie existovaly pouze 2 publikované prace popisuijici
metody pro analyzu agomelatinu a jeho necistot [196]. Obé tyto metody vyuZzivaly
kapalinovou chromatografii s asem analyzy 30, respektive 50 min. Vzhledem k obtiZnosti

soucasné analyzy téchto latek s velmi odliSnymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi byly
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nakonec zvoleny dva pfistupy k vyvoji metody. Jak vyplyva ze zminénych publikovanych
praci, kapalinova chromatografie mlze byt vyuZita pro separaci téchto analytl, avsak za
cenu delSiho ¢asu analyzy. Proto byla optimalizovdna metoda UHPLC, ktera by méla
umoznit zkraceni ¢asu analyzy. Druhym pristupem byl vyvoj metody na systému SFC, ktery
nabizi odliSnou selektivitu.

Béhem optimalizace byly na obou systémech vyzkousSeny rlizné staciondarni i mobilni
faze. Byl testovdn taktéz vliv odliSného nastaveni gradientu a na SFC také tlaku BPR a
teploty. Podminky findlnich metod (Obr. 13) byly nasledujici: UHPSFC metoda vyuzZivala
BEH 2-EP stacionarni fazi, 20mM mravencan amonny v methanolu s5 % vody jako
modifikator, gradient 5-40 % modifikatoru ve 3 min, teplotu kolony 40 °C, pritok 2 ml/min
a BPR tlak 13,8 MPa. UHPLC separace byla provedena na koloné BEH Shield RP18 s mobilni
fazi (A) methanol/acetonitril (1:1) a (B) 10mM pufr octanu amonného o pH 9.5. Gradient
byl nastaven z5 % slozky A na 70 % v 5 min s gradientovou kfivkou ¢. 4. Pritok byl 0,6

ml/min, teplota kolony 30°C.

2
<

(A)
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[

(B)

0.00 1.00 200 Minutes 300 400

Obr. 13: Separace agomelatinu a jeho necistot za pouZiti (A) UHPLC a (B) UHPSFC metody.

Po detailni optimalizaci byly metody validovany dle ICH smérnic Q3A a Q3B [133],
[134], kdy byly stanoveny parametry linearita, mez detekce, mez kvantifikace, presnost,
spravnost a mezidenni pfesnost. DalSim krokem byla aplikace obou metod na vzorky tablet,
¢imz byla potvrzena jednotnost obsahu jednodavkovych pripravkl, jak uvadi Evropsky

Lékopis [197]. Na zavér byly findlni metody porovnany ve zvolenych parametrech (Obr. 14).
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Pfestoze obé metody splnily validacni kritéria, UHPSFC metoda poskytla mirné lepsi
vysledky pro presnost (RSD 0,2 oproti 1,4 %) a rozliSeni mezi APl a nasledujici necistotou
(8,21 oproti 5,54), coz je v metoddach kontroly kvality kriticky parametr. Také ¢as analyzy

byl o vice nez minutu kratsi. Na druhou stranu, UHPLC metoda poskytla 2,5x vyssi citlivost.

Stejnomérnost obsahu

e JHPSFC
Rozliseni

== UHPLC

Cas analyzy ' uLoQ

Kapacita separace PFesnost

Obr. 14: Porovnadni vyvinutych UHPSFC a UHPLC metod pro stanoveni agomelatinu a jeho necistot.
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4.2. Ultra-vysokoucinna superkriticka fluidni chromatografie v kontrole necistot: Hledani
generického pfistupu ke screeningu

Tato prace byla zamérena na separaci smési pro kontrolu kvality (QC), které vzdy
obsahovaly API a jeji pfislusné necistoty. Celkem se jednalo o 10 smési, kdy v 5 z nich byly
pfitomny prevdiné latky s acidobazickymi vlastnosti a zbyvajicich 5 obsahovalo prevadiné
neutrdlni latky. Jako 11 byla pridana smés 7 betablokatord, aby byly zastoupeny také latky
se silné bazickymi vlastnostmi. V ramci studie byl zkouman vliv modifikatord a aditiv na
chromatografickou separaci na 7 kolonach hybridniho typu, tj. BEH, BEH 2-ethylpyridin (2-
EP), CSH pentafluorofenyl (PFP), Torus Diol, Torus diethylamin (DEA), Torus 2-picolylamin
(2-PIC), Torus 1-aminoanthracen (1-AA) ) a silikagelové koloné HSS C18 SB. Nejprve byly
systematicky testovany modifikatory mobilni faze, jejiz hlavni slozkou byl CO,, véetné
methanolu, ethanolu, isopropanolu, jejich smési a smési s acetonitrilem. Poté byl
vyhodnocen vliv jednotlivych aditiv (0,1% kyselina mravenci, 10mM mravencan amonny,
10mM octan amonny, 0,1% hydroxid amonny, 2% voda) pfidanych do methanolu.

Hlavnim cilem prace bylo zjistit, zda existuji generické podminky vhodné jako
vychozi bod pro vyvoj UHPSFC metody pro kontrolu necistot. Pro porovnani testovanych
podminek bylo proto vybrano 6 parametr( a byl vytvoren matematicky model, ktery danym
chromatografickym podminkdm pftifadil procentudlni hodnoceni. Prvnim z parametra byl
pocet eluovanych latek (ne). Maximalni hodnota, tj. 100 %, zde odpovidala celkovému
poctu latek v dané smési. Totéz platilo pro druhy parametr, pocet separovanych latek (ns).
JelikoZ se jednd o dva nejdulezitéjsi parametry v kazdé analytické metodé, byla na né
v konecné rovnici vloZzen dvojndsobny diraz. Tretim parametrem byla symetrie piku (s). Ta
byla spocitana jako priimér symetrii vSech pikd v chromatogramu vztazeny na optimalni
symetrii, tj. 1. Obdobné byla urcena Sirka pikd v 50 % vysky (wso). Zde vsak jako referencni
jelikoz prlimérna selektivita z chromatogramu musela byt vynasobena pomérem poctu
separovanych pik(i a poctu latek ve smési. Tento prepocet byl nutny, aby nedochdzelo ke
zkresleni vysledkl v pfipadech, kdy eluoval nizsi pocet latek, nez kolik jich QC smés opravdu
obsahovala. Jako referenéni hodnota pak byla pouzita nejvyssi hodnota ziskand v daném

setu méreni.
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Tato studie byla zaméfena na kontrolu necistot v redlnych QC vzorcich. Proto bylo
brano v potaz také rozliSeni mezi APl a nasledujici nelistotou, coZ je ¢asto kriticky parametr
ve farmaceutickych aplikacich. Byly stanoveny celkem 4 moZnosti. Pokud API koeluovala
s necistotou, byl vysledek tohoto parametru 0 %. 100 % pak odpovidalo rozliSeni mezi 2—6.
Rozliseni nizsi nez 2 je nedostatecné pro analyzu API a necistot v nizkych koncentracich.

Naopak rozliseni vy$si nez 6 muze vést k nepotiebnému prodlouZeni analyzy. Témto

moznostem byly pfifazeny vysledky 50, respektive 75 %. Celd rovnice je uvedena v Obr. 15.

% = ng 2+ng-2+5s+wsy+ R
Obr. 15: Rovnice popisujici model pouZity pro porovnani UHPSFC separaci.

Torus kolony jsou zastupci nové generace SFC staciondrnich fazi, u nichz by méla
byt omezena nutnost pouziti aditiv. Proto na nich byla provedena separace vSech 11 smési
za pouziti 6 modifikatord (methanol, ethanol, isopropanol, methanol/ethanaol,
methanol/acetonitril, ethanol/acetonitril) bez pridavku aditiv. Isopropanol byl
jednoznaéné nejméné vhodnym generickym modifikdtorem, kdy dosahl nejnizsiho
hodnoceni na vSech kolondch predevsim kvuli nizké elucni sile (Obr. 16). Na druhou stranu,
methanol prokazal své generické vlastnosti diky své elucni sile, symetrii a Sifce pik(. Po
vyhodnoceni vhodnosti jednotlivych modifikatorl na kazdé z kolon byly tyto vysledky
zkombinovany. Pfi porovnanich vysledkd na vSech 4 kolonach, smés methanol/acetonitril
poskytla vysledky lepsi ve srovnani s ethanolem a jen mirné horsi nez methanol. Navic

nabidla zajimavé moznosti zmény selektivity.

Torus 2-PIC Torus DIOL
MeOH :-: EtOH :q *
EtOH/ACN :-: # MeOH : ﬁ *
MeOH/ACN :-: * MeOH/ACN :-: #
EtOH _: q MeOH/EtOH :-: #
MeOH/EtOH :- : # EtOH/ACN _ : -:
I ———
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
pocet eluovanych pikii [l pofet separovanych piki symetriepikii [l wy,ll R,APl/necistota [l selektivita

Obr. 16: Vyhodnoceni vlivu organickych modifikdatori na UHPSFC separace 11 QC smési na koloné Torus Diol (3,0 x 100
mm; 1,7 um) a Torus 2-PIC (3,0 x 100 mm; 1,7 um). MeOH — methanol, EtOH — ethanol, ACN — acetonitril, IPA —isopropanol,
2-PIC — 2-pikolylamin
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Dalsi ¢ast studie byla jiz provedena vSech 8 kolonach. Kromé ¢istého methanolu a
vySe zminénych aditiv byla do této Casti zarazena také smés methanol/acetonitril. Opét
byly sestaveny souhrnné grafy, aby bylo moZno pozorovat zmény v chromatografické
separaci (Obr. 17). Toto porovnani potvrdilo uzZite¢nost tékavych aditiv v SFC mobilni fazi,
atoina Torus kolonach. Mravencan amonny, octan amonny a hydroxid amonny byly mezi
tfemi nejlépe hodnocenymi aditivy na viech kolonach. Rozdily mezi nimi byly minimalni a
zalezely na separovanych latkach. Hydroxid amonny presto dosahl nejlepsich vysledkd na
7 z 8 testovanych kolon. Smés methanol/acetonitril byla dileZitd pro separaci kritickych

parl neutralnich latek nebo isomerd.

BEH BEH 2-EP
0,1% NH,OH [ 10mM AMF | e e—
10mM AMF ; L 0,1% NH,OH | e ——
10mM AmAc I #. m—— | 10mM AmAc ; #. ——
MeOH | m— — | MeOH | — |
2%H,0 i -I m— | MeOH/ACN | - |
0,1% HCOOH | — | 2%H,0 | — |
MeOH/ACN [— —— | 0,1% HCOOH | — - |
) 20 40 &0 80 100 ) 20 40 60 80 100
Torus Diol Torus 2-PIC
0,1% NH,OH ; e — ; 0,1% NH,OH ; s
10mM AmAc : sl e— ! 10mM AMF : e
10mM AMF I —— E— 10mM AmAc I —; —t— |
0,1% HCOOH : - I N/leOH , m— — I
MeOH sl E—— MeOH/ACN e ——
MeOH/ACN E—: — | 0,1% HCOOH I E — |
2%H,0 | — 2%H,0  — |
) 20 40 &0 80 100 ) 20 40 60 80 100

potet elucvanych pikil - potet separovamych pilal - symetrie pikil - w.; = R, APl/netistota - selektivita

Obr. 17: Souhrnné vyhodnoceni vlivu modifikdtort a aditiv na UHPSFC separace 11 QC smeési na 4 kolondch (3,0 x 100 mm;
1,7 um). AmAc — octan amonny, AMF — mravencan amonny, MeOH — methanol, ACN — acetonitril, 2-PIC — 2-pikolylamin,
2-EP — 2-ethylpyridin.

V Tab. 3 jsou shrnuty kombinace stacionarnich a mobilnich fazi, které poskytly
nejlepsi separace zkoumanych smési pro kontrolu kvality. V poslednim sloupecku jsou
uvedeny dalsi kolony, na kterych bylo dosazeno separace na zakladni linii. VSechny smési
kromé vardenafilu a betablokatord byly Uspésné separovany na koloné Torus Diol. Tim
bylo prokazano Siroké aplikacni pole této stacionarni faze, kterd by tudiz mohla byt

s vyvhodou pouZita jako genericka faze pro vyvoj metody v oblasti kontroly kvality ve
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farmacii. Kolona HSS C18 SB ukazala svou uZiteCnost v separaci latek, které byly tézko

separovatelné za jinych podminek. Jednalo se predevSim o slouceniny s podobnou

strukturou nebo izomery.

Tab. 3: Nejlepsi podminky UHPSFC separaci pro kazdou z QC smési. MeOH — methanol, ACN — acetonitril, AmF— mravencan
amonny, DEA — diethylamin, PFP — pentafluorofenyl, 2-PIC — 2-pikolylamin, AA — amino antracen, 2-EP — 2-ethylpyridin.

kolona Modifikator/aditivum  Dal$i moZnosti
abirateron BEH 2-EP MeOH:ACN (1:1) 4 (Diol, BEH, DEA, HSS C18)
agomelatin Torus Diol MeOH + NH,OH 5 (BEH, CSH PFP, HSS C18, 2-PIC, DEA)
atomoxetin Torus Diol MeOH + NH,OH 2 (2-PIC, AA)
atorvastatin HSS C18 SB MeOH + NH,OH 2 (Diol, AA)
betablokatory Torus DEA MeOH + NH,OH -
dasatinib HSS C18 SB MeOH + AmF 1 (Diol)
enzatulamid Torus Diol MeOH:ACN (1:1) 6 (BEH 2-EP, HSS C18, BEH, AA, DEA, 2-PIC)
estradiol Torus Diol MeOH 2 (2-PIC, BEH 2-EP)
ezetimib Torus Diol MeOH 5 (BEH, HSS C18, BEH 2-EP, 2-PIC, AA)
ticagrelor HSS C18 MeOH:ACN (1:1) 1 (Diol)
vardenafil Torus 2-PIC MeOH + NH.OH 2 (BEH, CSH PFP)

45



4.3. Ultra-vysokoucinna superkriticka fluidni chromatografie v kontrole necistot:
Validace metod

Tato studie pfimo navazuje na predchozi praci, v jejimZ ramci byly vyvinuty UHPSFC
metody pro stanoveni 10 smési pro kontrolu kvality, kdy kazda smés obsahovala API a jeji
prislusné necistoty. PfestoZe vétsina z téchto metod poskytla rozliseni analyt( na zakladni
linii, vétSina z nich musela byt ddle optimalizovdna. Hlavni prekazkou se ukdzalo byt
rozliSeni mezi API a nasledujici necistotou, které na zdkladé experimentalnich dat muselo
byt vétsi nez 3. Nutné bylo také odstranit problémy s opakovatelnosti retencnich ¢ast latek
eluujicich blizko mrtvého objemu nebo na konci gradientu a posun retencnich ¢ast vlivem
starnuti kolon nebo efektu aditiva. Zastoupeni jednotlivych parametrii zménénych béhem
optimalizace je uveden na Obr. 18. Nej¢astéji bylo ménéno nastaveni gradientu, kdy u 5
metod byl pfiddvan do metody izokraticky krok. Byla popsana také pfinosnost vymény
kolony Viridis UPC? HSS C18 SB za Acquity UPLC HSS C18 SB. Jedna se o kolony se stejnou
chemii stacionarni faze, kdy prvni z nich je dedikovana pro SFC separace a druha pro HPLC
separace. Jedinym rozdilem ve vlastnostech je pak o 0,5 % vyssi pokryti uhlikem na SFC
koloné. Tato minimalni zména byla velmi dulezitd predevsim pro separaci strukturné
podobnych necistot ve smésich atorvastatinu a tikagreloru. Dalsi pfinosnou zménou bylo
pridani acetonitrilu k methanolu jako modifikatoru mobilni faze, které bylo prospésné pro
malé zmény v rozliSeni. Pro separaci smési estradiolu a jeho necistot bylo potfeba pouzit
spojeni 2 kolon Torus diol. Za pouziti pouze jedné kolony bylo rozliSeni mezi kritickymi pary
analytl nedostatecné.

Pfed mérenim vzork( tablet byly vSiechny metody validovany na zédkladé pozadavk(
smérnic ICH Q2 [29], [133], [134]. V ramci validace byly stanoveny nasledujici parametry:
specificita, linearita, rozsah, dolni a horni mez stanovitelnosti (LLOQ, ULOQ), mez detekce
(LOD), spravnost a presnost. Pro stanoveni linearity bylo ve vSech pfipadech pouzito
minimalné 8 koncentracnich hladin. LOD a LLOQ byly stanoveny na zakladé poméru signdlu
a Sumu, tj. 23 pro LOD a 210 pro LLOQ, a také na zakladé rovnice (Rov. 1, Rov. 2) navrhnuté

v ICH smérnici [29].
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Obr. 18: Zastoupeni jednotlivych parametri zménénych béhem optimalizace UHPSFC metod pro stanoveni 10 smési pro
farmaceutickou kontrolu kvality.

LOD = 3,30/S

Rov. 1: Rovnice popisujici vypocet meze detekce (LOD) na zdkladé ICH Q2 smérnice.

LOQ = 1045/S

Rov. 2: Rovnice popisujici vypocet meze stanovitelnosti (LOQ) na zdkladé ICH Q2 smérnice.

Spravnost byla stanovena na zdkladé porovnani s referenéni hodnotou, presnost
jako relativni smérodatnd odchylka RSD mezi vysledky ziskanymi v ramci jednoho dne nebo
v ramci 3 nasledujicich dnll. Testované koncentrace byly stanoveny specificky pro kazdou
z 10 metod s ohledem na maximalni denni davky API, citlivost metody a primocarost
redéni. U vSech testovanych koncentraci nelistot vSak bylo zachovano pravidlo
koncentrace necistoty odpovidajici 0,05 % z koncentrace API, jak pozaduje ICH smérnice
Q3A a Q3B [133], [134]. Validace byla pro kazdou z metod provedena jak na lékové
substanci, tak za vyuZiti tabletovych pripravkl. Vysledky validaci splnily poZadovana

kritéria, kdy spravnost byla mezi 95-105 % a presnost RSD < 5% (Obr. 19).
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Obr. 19: Vysledky sprdvnosti a presnosti UHPSFC metod pro stanoveni 10 smési pro kontrolu kvality.

Pro 4 z metod byla navic stanovena také mezidenni presnost, kdy 3 rozdilné sety QC

vzorkud byly zméreny ve 3 rdznych dnech na jednom nebo vice SFC systémech jednim nebo

dvéma operatory. | zde byly splnény parametry spravnosti a pfesnosti. Na vysledky z téchto

4 metod byl navic aplikovan pfistup stanoveni celkové chyby méreni, cozZ je novy zpUsob

statistického vyhodnoceni validaénich dat. Ukazky profild jsou uvedeny na Obr. 20, kde

Cervend linie predstavuje limit nastaveny na 5 %. Pro kazdou ze 3 hodnocenych

koncentracnich hladin byl vypocitan ocekdvany limit tolerance B (expectation tolerance

limit) dle postupl uvedenych v [198], [199], ktery je vyznaCen v grafech cernou

preruSovanou c¢arou. Relativni zkresleni (bias) pro kazdou koncentraéni hladinu je uveden

fialoveé.
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Obr. 20: Profily sprdavnosti UHPSFC metod pro stanoveni (A) necistoty agomelatinu, (B) necistoty atorvastatinu, (C)
necistoty enzalutamidu a (D) necistoty tikagreloru. Pripustny limit — Cervené, ocekdvany limit tolerance 8 — Cerné, relativni

bias — fialové.
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4.4. Prvni mezilaboratorni studie metody superkritické fluidni chromatografie pro
stanoveni farmaceutickych necistot

Pro zavedeni SFC metod do praxe a specialné v pfisné regulovaném oboru
farmaceutické analyzy je kromé vyvoje a validace v jednotlivych laboratofich nutné také
prokazat moznost prenosu SFC metod mezi laboratoremi.

Tato studie zahrnovala 19 laboratoti ze 4 kontinent(i a 9 zemi. Jednalo se jak o
akademické skupiny, tak o farmaceutické firmy a laboratore vyrobcli SFC instrumentace.
Pro studii byla pouzita UHPSFC metoda pro stanoveni salbutamolu sulfatu a jeho necistot
(Obr. 21), kterd vyuzivala stacionarni fazi Torus diethylamin a gradientovou eluci s CO; a

0,1% hydroxidem amonnym v methanolu [147].

Intensily (AU)

Time {min)

Obr. 21: UHPSFC chromatogram separace salbutamolu a jeho necistot.

Protokol studie byl navrzen v souladu s mezinarodni smérnici 1ISO 5725-2 [200].
V prvni casti studie bylo ovéfeno nastaveni metody v kazdé zlaboratofi, a to

vyhodnocenim parametrd jako je selektivita metody a citlivost. Byl také proveden test
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vhodnosti systému. Citlivost byla stanovena na zakladé poméru signalu a Sumu pro
necistot D. Ve vSech laboratofich byla tato hodnota vyssi nez limitné nastavenych 25,
avSak rozmanitost byla vysoka, kdy se vysledky pohybovaly od 34 do 918 s primérem 143.
Toto bylo pfifazeno rozdilnosti v opotfebeni UV lamp v jednotlivych laboratofich a pouziti
jinych vyhodnocovacich softwar(. Mimo citlivost musely vSechny laboratore potvrdit také
separaci APl a necistot na zakladni linii. Odchylky v retencnich ¢asech mezi 6 nastriky

musely byt nizsi nez 0,2 %. TotézZ platilo pro plochu pik(, kde byl ale limit 2 %.
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Obr. 22: Jednotlivymi laboratofemi zméreny obsah necistoty D ve vzorcich A, Ba C.

Po potvrzeni téchto kritérii byl zadanou metodou stanoven obsah necistoty D ve 3
neznamych vzorcich. Kazdy ze vzorkd byl analyzovan v triplikatu a ve 3 rdznych dnech. Byla
zkoumdna opakovatelnost v ramci replikatQ, jednoho dne i mezi dny (Obr. 22). Statistické
vyhodnoceni vysledkd z jednotlivych laboratofi bylo provedenou zadavaci skupinou Dr.
Dispas v Belgii a jeho vysledky jsou shrnuty v Tab. 4. Ziskané vysledky pak byly porovnany

s publikovanymi hodnotami pro metodu kapalinové chromatografie [201], [202].
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Tab. 4: Stanoveni komponent rozptylu.

Zdroj variability Necistota D Necistota D Necistota D
konc. 0,2 % (vzorek B) konc. 0,3 % (vzorek C) konc. 0,4 % (vzorek A)

Odchylky

Laboratofe (s%aborator) 3,23x10* 4,67 x 10* 5,83 x10%

Dny (s2en) 5,96 x 10° 1,04 x 10 1,27 x 10*

Replikaty (s2repiikat) 4,19 x 10 7,37 x 105 1,26 x 10*
Odchylka opakovatelnosti (s?) 4,19 x 10 7,37 x 10 1,26 x 104
Odchylka reprodukovatelnosti (s%) 4,24 x 10 6,45 x 10 8,36 x10™*
Pomér (s%)/ (s%) 10.13 8,75 6,62
Opakovatelnost sd (sr) 6,47 x 10’3 8,59 x 1073 1,13 x 107
Reprodukovatelnost sd (sr) 2,06 x 102 2,54 x 102 2,89 x 102
Pomér (sr)/ (sr) 3,18 2,96 2,57
Opakovatelnost RSD (%) 3,36 % 2,77 % 2,99 %
Reprodukovatelnost (%) 10,68 % 8,19% 7,69 %

Mezilaboratorni studie potvrdila prenositelnost UHPSFC metody. Hodnoty
reprodukovatelnosti byly stejné nebo dokonce nizsi nez ty reportované u LC metody. Jak
bylo ocekdvano, potvrdila se linedrni zavislost smérodatné odchylky na koncentraci
necCistoty D, kdezto relativni smérodatnd odchylka byla konstantni na vsech
koncentracnich hladinach. RSD reprodukovatelnosti byly v této studii blizko nebo nizsi nez
10 %, a to i v pfipadé Ze byly zapocitany vSechny zdroje variability, tj. 3 replikaty, 3 dny a

18 laboratofi s 18 riznymi pracovniky.
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4.5. Efekt historie kolony v superkritické fluidni chromatografii — praktické dasledky

Jak ukdazala i pfedchozi studie, zména retencnich ¢ast béhem Zivotnosti kolony mlze
zpUsobit nemozZnost aplikovat vyvinutou metodu do praxe v jakémkoli oboru, avsak
predevSsim ve farmaceutické kontrole, kde jsou zavedena velmi pfisnd pravidla na
opakovatelnost a validaci metody [29]. Kromé efektu aditiva, které se mlze vazat na
stacionarni fazi a ménit tak jeji vlastnosti, je za tyto posuny retencnich ¢ast zodpovédna
také tvorba silyl-etherd. Silanolové skupiny na povrchu stacionarni faze reaguji
s alkoholem ptitomnym v mobilni fazi a tim dochazi k tvorbé silyl-ethert (Obr. 23), které
nasledné snizuji hydrofilitu kolony. Vystavenim kolony vodé by mélo dojit ke zvraceni této
reakce, proto proplachnuti kolony vodou muzZe byt soucasti regeneracnich postupl SFC

kolon [29].

Si—=OH + CH,OH <> .-Si-ocu?, +H,OH

S'ii'l.Si chemickd vazba
ligand

Obr. 23: Tvorba silyl-etheru na povrchu staciondrni fdze.

Tyto vysledky byly naméreny v rdmci predchozi studie zabyvajici se screeningem a
validaci UHPSFC metod. Byly tedy pozorovany zmény retencnich ¢ast 70 analyt( s rlznymi
fyzikalné-chemickymi vlastnostmi v presné stanovenych c¢asovych usecich (0., 3., 9., 12.
mésic) po dobu 1 roku a nasledné ihned po regeneraci kolon. Analyzy probihaly za vyuziti
3 raznych modifikatord CO, mobilni faze, a to methanolu, 0,1% hydroxidu amonného v
methanolu a 10mM mravencéanu amonného v methanolu. Testovano bylo chovani celkem
8 staciondrnich fazi. Tfi z nich byly zadstupci hybridni technologie (BEH, BEH 2-EP, CSH PFP)
a dalsisilikagelové kolony bez endcappingu (HSS C18 SB). Zbyvajici 4 kolony patfily do druhé
generace SFC staciondrnich fazi, které vyuzivaji propandiol jako sitovadlo (crosslinker) mezi

silanolovymi skupinami a ligandy (Torus diol, Torus DEA, Torus 2-PIC, Torus 1-AA).
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Rozdily v retencnich ¢asech vardenafilu a jeho 6 necistot ukazuje Obr. 25. Pfestoze
v prvnim ndastfiku necistoty 4 a 6 koeluovaly, postupem casu doslo k tak vyrazné zméné
povrchu staciondrni faze, Ze pti analyze po 12. mésicich byly tyto dvé nedistoty rozdéleny.
U vSech latek zde doslo k poklesu retencnich ¢asli a po regeneraci kolony pak k navraceni
retence do plvodniho stavu. Dalsi priklad ukazuje Obr. 24. Pfi této separaci betablokatort
doslo k posunu retencnich ¢as(, avsak tyto posuny jiz nenasledovaly jednotny trend.

i4+i6
API

AU

i1 i2

po regeneraci

i3
I,
r J\ 12. mésic
L '\ 3. mésic
" ’\ 1. nastrik
3.00
Obr. 25: Posun retencnich ¢ast vardenafilu (API) a jeho 6 necistot (i1 — i6) pri analyze stejnou UHPSFC metodou: kolona

BEH 2-EP (3,0 x 100 mm, 1,7 um), 10mM mravencan amonny v methanolu jako modifikator CO2 mobilni faze, genericky
gradient 5-40% modifikdtoru v
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Obr. 24: Posun retencnich cast betablokdtord pri analyze stejnou UHPSFC metodou: kolona BEH 2-EP (3,0 x 100 mm, 1,7
um), 0,1% hydroxid amonny v methanolu jako modifikator CO, mobilni faze, genericky gradient 5-40% modifikdatoru ve
3. min, prutok 1,5 ml/min, BPR tlak 13,8 MPa, UV detekce. 1- metoprolol, 2- propranolol, 3- bopindolol, 4- labetalol, 5-
pindolol, 6 — acebutolol, 7 — atenolol.
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Obr. 26 ukazuje procentualni rozdily v retencnich ¢asech analytl na prvnich 4
kolonach. Zmény byly vyhodnoceny mezi prvnim ndastfikem a nastfikem po regeneraci
kolony. Jsou zde také ukazany rozdily v chovani neutralnich, kyselych a bazickych latek. Pro

Torus kolony toto rozlozeni shrnuje Obr. 27.

Emethanol . methanol +0,1% NH,OH m methanol + 10 mM mravenéan amonny
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Obr. 26: RozloZeni procentudlnich rozdili retencnich ¢asii mezi prvnim ndstrikem a ndstrikem po regeneraci na kolondch
BEH, BEH 2-EP, CSH PFPF a HSS C18 SB.
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Obr. 27: RozloZeni procentudlnich rozdili retencnich casti mezi prvnim ndstifikem a ndstfikem po regeneraci na Torus

kolondch.
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Z porovnani chovani jednotlivych skupin analytd je zfetelné, Ze vlastnosti analyt
hraly naprosto minimalni roli na kolonach Torus 1-AA, BEH a CSH PFP, kde jsou trendy
chovani téchto tfi skupin latek porovnatelné i za vyuZiti rozdilnych modifikatord. Volba
modifikatoru ma mnohem vétsi vliv na koloné HSS C18 SB. Retencni ¢asy bazi a kyselin na
koloné diol za vyuziti ¢istého methanolu vykazaly klesajici trend oproti koloné BEH 2-EP,
kde tomu bylo pfedevsim pro bazické latky naopak. Neutralni [atky poskytly uzsi distribuci
rozdild retencnich casu, ale zaroven také vice odlehlych hodnot. V souhrnu vsech vysledkt
mérfeni tato porovnani ukdazala, Ze vétSina kombinaci kolona/modifikator/analyt
nevykazuje zadny specificky trend (Obr. 28). Aby bylo mozno odlisit vliv aditiva navazaného
na stacionarni fazi a tvorbu silyletherl na posuny retencnich ¢asd, bylo by nutné provézt

tyto experimenty tak, aby na kazdé koloné byl pouzit vidy pouze jeden modifikator.

Vzhledem k vyplyvajici finan¢ni naro¢nosti, tato studie zatim nemohla byt provedena.
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Obr. 28: Posuny retencnich cast vybranych analytt na koloné BEH 2-ethylpyridin (3,0 x 100 mm, 1,7 um). bazické latky —
prerusovand cdra, kyselé latky — pind cdra.

Z dalsich hodnoceni, jako je napt. sledovani linearity zavislosti retencnich ¢ast na
mésici méreni, bylo u¢inéno nékolik dalsich zavéra. U Torus kolon hréla velkou roli stericka
pristupnost stacionarni faze. Kolony Torus 1-AA a Torus 2-PIC poskytly vyznamné mensi

posuny retencnich ¢asl ve srovnani s Torus DEA a Torus diol.
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4.6. Vyhody vyuziti ultra-vysokoucinné superkritické fluidni chromatografie pro
stanoveni lipofilnich vitamini v potravinovych dopliicich

Vitamin E se pfirozené vyskytuje v 8 formach [203]. VSechny z nich obsahuji
aromaticky kruh chromanolu s hydroxylovou skupinou [204], [205], lisi se vSak postrannim
fetézcem, kdy tokoferoly obsahuji nasyceny isoprenoid a tokotrienoly maji v fetézci 3
trans dvojité vazby [91]. Na zakladé pozice methylové skupiny na chromanolovém kruhu
se pak rozlisuji a, B, y a 6 formy tokoferoll a tokotrienol(l. Za biologickou aktivitu vitaminu
E jsou zodpovédné obé zminéné &asti struktury. Hydrofobni postranni fetézec umoznuje
pranik pres biologické membrany [204], kdeZto hydroxylovd skupina je zodpovédna za
redukci volnych radikalt [205], a tim ochranu nenasycenych lipid( [206]. Tato antioxidaéni
aktivita pak muze vést ke sniZeni oxidativniho stresu v lidském organizmu, ktery je
zodpovédny napt. za aterosklerézu, kardiovaskuldrni onemocnéni a zanét [207].
Vzhledem kvyssi stabilité esterifikovanych forem a-tokoferolu se v potravinovych
doplicich vyuziva pravé a-tokoferol acetat. Efekt tokoferolu jak pak zachovan diky
hydrolyze této esterové vazby béhem traveni [208].

Trh s potravinovymi doplnky neustdle roste [207]. V moha zemich je vsak jejich
kontrola naprosto minimalni, coz mlze vést k mnoha problémim jako je falSovani,
nedostatecna kontrola kvality, Cistoty a ucinnosti [209], [210]. Proto jsou nezbytné
analytické metody pro stanoveni téchto bioaktivnich latek, které by zajistily pozadovanou
kvalitu potravinovych doplriku. Zlatym standardem pro stanoveni tokoferol( jsou v dnesni
dobé HPLC metody na normalnich fazich [91], [204], [211], [212]. Nékolik RP-HPLC metod
bylo také publikovano [208], [213], [214], stejné jako moZnost GC analyzy [215]. Zadna
z téchto metod vsak neseparovala a-tokoferol acetat spolecné s ostatnimi 8 formami
vitaminu E. Cilem této studie proto bylo vyvinout rychlou analytickou metodu zahrnujici
jak pFipravu vzorku, tak separaci, ktera by byla vhodna pro kontrolu kvality potravinovych
doplnkd s obsahem rznych forem vitaminu E.

V ramci studie byla vyvinuta jak UHPSFC, tak UHPLC metoda, aby bylo moZzno ur¢it,
ktera z metod je pro kontrolu kvality pfipravk( s obsahem vitaminu E vhodnéjsi. Vyvoj
UHPSFC metody vychazel zjiz dfive vyvinuté UHPSFC metody, ktera byla pouZita pro

stanoveni tokoferoll a tokotrienoll v séru [93]. Avsak a-tokoferol acetat nebyl soucasti
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této metody a zaroven se na trhu objevila nova generace stacionarnich fazi Torus uréenych

pro SFC. Proto byl proveden screening téchto kolon spolec¢né s pavodni BEH 2-EP (Obr. 29)

za vyuziti izokratické eluce s 3 % methanolu. Detailnéjsi optimalizace pak byla provedena

na koloné BEH 2-EP a Torus 2-PIC, které poskytly nejlepsi rozliseni analyt(i. Vzhledem

k problematické nizké retenci a-tokoferol acetatu byly testovany také modifikatory

mobilni faze s nizsi elu¢ni silou jako je ethanol, methanol/acetonitril a ethanol/acetonitril.

To vsak vedlo k neimérnému prodlouzeni analyzy. Bylo tudiz upraveno nastaveni eluce,

kdy byl na zacatek analyzy pfidan izokraticky krok s pouze 1 % modifikatoru. Eluce

tokoferold s vyssimi retenénimi casy pak byla umoznéna gradientovym zvysenim obsahu

modifikatoru na 4 %.
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Obr. 29: Separace deviti derivdti tokoferolu pomoci UHPSFC (Torus 2-PIC, Torus DEA, Torus Diol, Torus 1-AA, BEH 2-EP) a
UHPLC (Ascentis Express F5). a-TA — a-tokoferol acetdt, 1 — a-tokoferol, 2- a-tokotrienol, 3- 8-tokoferol, 4- y-tokoferol, 5-

6-tokoferol, 6-8-tokotrienol, 7-y-tokotrienol, 8-6-tokotrienol.
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Na UHPLC systému bylo taktéz testovano nékolik kolon (CSH C18, CSH PFP, CSH
phenyl, Kinetex PFP) a sloZeni mobilni faze. Po dlikladné optimalizaci bylo separace na
zakladni linii dosaZeno za pouZiti kolony Ascentis Express F5, mobilni faze (A)
acetonitril/methanol a (B) voda v poméru 75/25. Finalni chromatogramy potvrdily
komplementaritu UHPSFC a UHPLC metody, kdy elu¢ni pofadi analytl bylo témér opacné.
Pfestoze 12min vyvinutd UHPLC metoda je nejkrat$i prozatim publikovanou UHPLC
metodou pro stanoveni tokoferoll a tokotrienoll, UHPSFC metoda byla stéle vice nez 2x
rychlejsi. Dalsi nespornou vyhodou UHPSFC metody pak byl také rychlejsi proces pfipravy
vzorku, pro kterou byla zvolena extrakce z kapaliny do kapaliny. V pfipadé UHPSFC metody
tak odpadla nutnost odpareni ziskaného extraktu, nebot ho bylo mozné diky kompatibilité
s mobilni fazi pfimo davkovat. Proto byla pro dalsi analyzy pfipravkd s vitaminem E pouzita
pouze UHPSFC metoda.

Metody pro pripravu vzorkd byly optimalizovany pro kazdy typ pfipravku, tj.
tablety, granulat, kapsle a kapky. Nasledné byly vSechny tyto metody validovany dle
pozadavk( ICH Q2 [29]. Vysledky stanoveni obsahu vitaminu E v jednotlivych pfipravcich
shrnuje Tab. 5. Testované pripravky se liSily svym deklarovanym obsahem i obsahovou
l[atkou, jelikoz v nékterych byl obsazen a-tokoferol, v jinych a-tokoferol acetat nebo pfimo
rostlinny extrakt (Obr. 30). V tomto pfipravku byl potvrzen obsah 7 forem tokoferoll a
tokotrienoll. 6 z testovanych pripravkd splnilo pfisnd farmaceuticka kritéria na obsah
ucinné latky, kdy se obsah pohyboval v rozmezi 95-105 % deklarovaného obsahu. U 2

forem byl dokonce nalezen mirné vyssi obsah a-tokoferol acetatu.

Tab. 5: Obsah vitaminu E nalezeny v jednotlivych potravinovych doplricich.

Nazev produktu Deklarovany Nalezeny Deklarovany vs. RSD

obsah (mg) obsah (mg) nalezeny (%) (%)
Pfirodni vitamin E, Favea 12 11,5 95,5 4,1
Vitamin E 100, Zentiva 100 102,6 102,6 1,8
Vitamin E 100, Noventis 100 100,3 100,3 2,3
Vitamin E 100 I.U, Generica 100 101,5 101,5 2,5
Pupalka dvouleta, Vitaharmony 5 6,9 138,3 0,8
Selzink, PRO.MED 315 31,8 101,0 3,4
Dologran, Farmex 3,6mg/2g 117,1 117,1 2,5
Vitamin E, kapky, Martin Nieto 24 mg/1 ml 102,1 102,1 2,4
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Obr. 30: UHPSFC separace 9 forem vitaminu E ve standardnim roztoku a vybranych doplricich stravy. a-TA — a-tokoferol
acetdt, 1 — a-tokoferol, 2- a-tokotrienol, 3- 8-tokoferol, 4- y-tokoferol, 5- 6-tokoferol, 6-8-tokotrienol, 7-y-tokotrienol, 8-6-
tokotrienol.
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4.7. Souhrnny ¢lanek: Aktualni vyvoj v superkritické fluidni chromatografii ve spojeni
s hmotnostni detekci: Jedna se o techniku vhodnou pro analyzu komplexnich vzorka?

V ramci tohoto souhrnného ¢lanku byl popsan historicky vyvoj SFC a moderni SFC
instrumentace. Dalsi ¢ast ¢lanku je vénovdana spojeni SFC s hmotnostni spektrometrii. Jsou
popsany jednotlivé iontové zdroje i s jejich procentudlnim zastoupenim v publikovanych
studiich, a také rtzné typy rozhrani, které umoznuji spojeni SFC s MS. Jsou uvedeny vyhody
i nevyhody jednotlivych typl spolecné s nejbéznéji pouzivanymi podminkami. DalSim
Siroce diskutovanym tématem jsou matricové efekty véetné rozdili ve vyskytu v SFC-MS
oproti GC- a LC-MS.

Druhd ¢ast ¢lanku je vénovana aplikacim SFC-MS pro analyzu komplexnich vzork.
Jsou popsany moznosti chirdlnich separaci, analyz rostlinnych a pfirodnich produktd,
potravinovych a environmentélnich vzorkd. Clanek popisuje také rozvijejici se vyuziti SFC-
MS v bioanalyze a metabolomice. Zminény jsou také aplikace v petrochemickém primyslu.

Z prezentovanych studii je jasné viditelnd stoupaijici obliba SFC separaci v mnoha
aplikacnich oblastech. Na rozdil od prvotnich praci, které se zamérovaly pouze na analyzu
lipofilnich latek, moderni SFC byla jiz Uspésné pouzita také pro analyzu Sirokého spektra
poldrnich latek. Zajem o SFC separace narostl také ve chvili, kdy bylo na trh uvedeno prvni
komeréni rozhrani pro spojeni SFC a MS. Unikatni selektivita SFC vede k odliSnym
matricovym efektim, které jsou, predevSim u polarnich matric, ¢asto nizsi nez v LC-MS.

Proto lze predpokladat, Ze vyuziti SFC-MS bude i v nasledujicich letech déle rlst.

4.8. Kapitola 16: Farmaceuticka analyza

Kapitola je soucasti odborné knihy Supercritical Fluid Chromatography editované
Colinem Poolem a vydané v nakladatelstvi Elsevier Inc. Kapitola nejprve kratce predstavuje
vyvoj lé¢iv, mezindrodni smérnice a analytické metody, které se vtomto oboru vyuzivaji.
Hlavni ¢ast je pak vénovana vyuziti SFC techniky v jednotlivych oblastech jako je vyzkum
novych léciv a jejich vyvoj, analyza ucinnych latek a IécCivych pripravk( az po analyzu

biologického materialu v ramci klinickych studii.
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4.9. Kapitola 12: Ultra-vysokoucinna superkriticka fluidni chromatografie ve spojeni
s hmotnostni detekci

Kapitola je soucdasti odborné knihy Handbook of Advance Chromatography/Mass
Spectrometry Technigues editované Michalem Hol¢apkem a Craigem Byrdwelem a vydané
v nakladatelstvi Elsevier Inc. Kapitola se nejprve zabyva teorii superkritickych tekutin a
historickym vyvojem SFC techniky. Nasledné je detailné predstavena SFC instrumentace a
specificky také UHPSFC instrumentace. Jsou diskutovany podminky SFC separaci, tedy
mobilni a stacionarni faze, BPR tlak, teplota, pritok a nastfikové rozpoustédlo. Druha
polovina kapitoly je vénovdna spojeni SFC s technikou hmotnostni detekce. Jsou popsany
jednotlivé iontové zdroje a rozhrani v SFC-MS. Kapitola také nastifuje podminky béziné

pouzivané v SFC-MS a na zavér diskutuje aplikaéni oblasti SFC a SFC-MS.

4.10. Kapitola 2: Superkriticka fluidni chromatografie v bioanalyze

Kapitola je soucasti odborné knihy Supercritical Fluid Chromatography, Volume 2
editované Gérardem Rosé a vydané v nakladatelstvi De Gruyter. Bioanalyza vyZaduje
mnoho odliSnych metod pro stanoveni jak endogennich latek, tak xenobiotik v biologickych
matricich. Vzhledem ke komplexnosti vzork(i, vysoké rozmanitosti a casto nizkym
koncentracim analytd musi mit tyto metody vysokou selektivitu a citlivost.

Uvod kapitoly je vénovén pravé bioanalyze obecné a pozadavk({im na bioanalytické
metody. Dale jsou uvedeny typické podminky SFC metod pouzivanych v SFC a moznosti
spojeni SFC s hmotnostni spektrometrii. Detailné jsou také diskutovany matricové efekty,
které tvori dlleZitou soucast vsech chromatografickych bioanalytickych metod. Zavérecna
Cast je vénovana aplikacim SFC v bioanalyze a to napf. analyze |éCiv a jejich metabolitd,
analyze chiralnich Iéciv, dopingové kontrole, analyze lipofilnich vitamin(, metabolomice a

lipidomice.
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5. Zaveér

PfedloZend dizertacni prace shrnuje mou praci publikovanou béhem tfi a pal let
doktorského studia. Vénuje se vyuZiti superkritické fluidni chromatografie (SFC) pro
stanoveni ucinnych latek v |éCivech i potravinovych doplricich. SFC prokdzala svUj potencial
ve farmaceutické kontrole kvality, kdy ve dvou studiich byly vyvinuty a ndsledné porovnany
SFC a LC metody. Porovnanim téchto metod byla potvrzena jejich ortogonalita, stejné jako
schopnost SFC dosahovat stejnych pripadné lepSich vysledk( nez LC. Mezi hlavni vyhody
SFC patfila nékolikanasobné rychlejsi separace a také mensi mnozZstvi spotfebovanych
organickych rozpoustédel. V rdmci screeningové studie byly testovany staciondarni faze,
organické modifikatory a aditiva za vyuZiti 10 smési pro farmaceutickou kontrolu kvality.
Po vyhodnoceni ziskanych vysledkd navrzenym matematickym modelem byly doporucéeny
generické podminky vhodné jako vychozi bod pro vyvoj metody. Tyto podminky vyuZzivaly
diolové stacionarni faze a 0,1 % hydroxidu amonného v methanolu jako modifikatoru
mobilni faze na bazi CO,. Detailni pozornost byla vénovana jednotlivym parametriim
chromatografickych metod a jejich vlivu predevsim na rozliseni, coz je kriticky parametr
metod farmaceutické kontroly kvality. Bylo také navrieno feSeni Castych problému pfi
optimalizaci SFC metod, kdy se jako vyhodné ukdazalo pfidani acetonitrilu k methanolu jako
modifikatoru mobilni faze a také spojovani kolon. Vyznamna ¢ést je zamérena na validace
metod, kdy vSechny vyvinuté UHPSFC metody splnily parametry vyZadované
mezindrodnimi smérnicemi. V ramci mezindrodni spoluprdce byla prokdzdna také
mezilaboratorni prenositelnost SFC metody pro stanoveni nedistot salbutamolu. Byla
diskutovana také stabilita retencnich ¢ast béhem dlouhodobého pouzivani SFC kolon.
Kromé efektu aditiva, které se mlze vazat na aktivni mista stacionarni faze, je za tyto
posuny zodpovédnd také tvorba silyl-etherd. Vliv téchto faktorl byl porovnan na 8
kolonach béhem ro¢niho pouzivani.

U vSech optimalizovanych metod byl ukazan prinos SFC techniky. Nejen Ze SFC
poskytla rychlé a ekologické metody, ale splnénim doporucenych limita kvantifikace pro
necistoty byla dokdzdna dostatecna citlivost SFC metod, coZz byla v minulosti ¢asto
diskutovana nevyhoda SFC. Uspésna validace u viech vyvinutych metod prokazala také

moznost jejich vyuZiti i za pfisné regulovanych podminek ve farmaceutické kontrole kvality.
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publikace
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7.4 Pfednasky

A. Prace prezentované autorkou

VI.

Plachka K., Pezzatti J., Nicoli R., Veuthey J.-L., Guillarme D., Novakova L. lon mobility
spectrometry in doping analysis. 10. Postgradudlni a 8. Postdoktorandska védecka

conference, Hradec Kralové, CR (22. 1. - 23. 1. 2020)

Plachka K., Khalikova M., Babi¢ova B., Némcova Z., Roubi¢kova L., Jung O., Svec F.,
Novakovda L. The potential of Supercritical fluid Chromatography in
pharmaceutical analysis. Ceska chromatografickd Skola — HPLC 2019, Zaje&i, CR

(12.5. - 15. 5. 2019)

Plachka K., Khalikova M., Babi¢ova B., Némcova Z., Roubi¢kova L., Jung O., Svec F.,
Novakova L. Ultra-high performance supercritical fluid chromatography in
pharmaceutical quality control: tackling the method validation, 9. Postgradudlni a

7. Postdoktorandskda védecka 87onference, Hradec Kralové, CR (23.1.—24. 1.2019)

Plachka K., Novakova L. Applicability of ultra-high performance Supercritical fluid
chromatography in pharmaceutical quality control, 8. Postgradualni a 6.

Postdoktorandska védecka 87onference, Hradec Kralové, CR (24. 1. — 25. 1. 2018)

Plachka K., Svoboda P., Zelena L., Sklenarova H., Novakova L. Determination of
lovastatin in food samples using UHPLC-MS/MS method and automated
molecularly imprinted solid phase extraction, 23. International Symposium on

Separation Sciences (ISSS 2017), Viden, Rakousko (19.9. —22.9. 2017)
Plachka K., Dousa M., Novakova L. Development of UHPSFC-UV-MS achiral

screening approach for impurity profiling, 7. Postgradualni a 5. Postdoktorandska

védeckd 87onference, Hradec Kralové, CR (7. 2. —8. 2. 2017)
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VII.

Plachka K., Chrenkova L., Dousa M., Novakova L. Optimization, validation and
comparison of UHPSFC and UHPLC methods for the determination of agomelatine
and its impurities, Ceska Chromatografickd $kola — HPLC 2015, RoZnov pod
Radhostém, CR (3. —5. 5. 2015)

B. Spoluautorské prace

VI.

Novékova L., Plachka K., Jakubec P., Khalikova M., Svec F. Does current supercritical
fluid chromatography meet the requirements of regulated environment? 48t
International Symposium on High Performance Liquid Phase Separations and

Related Techniques, Milan, Italie (16. — 20. 6. 2019)

Novakovd L., Sejkorova M., Smolkova K., Plachka K., Svec F. Analysis of tocopherols
and tocotrienols in dietary supplements, Ceskd Chromatografickd $kola — HPLC

2019, Vinafstvi u Kaplicky, Zajeci, CR (12. — 15. 5. 2019)

Novdakova L., Plachka K., Jakubec P., Pilafova V. Supercritical fluid chromatography
in pharmaceutical analysis and in bioanalysis, Advances in Chromatography and

Electrophoresis & CHIRANAL 2018, Olomouc, CR (29. 1. -30. 1. 2018)

Novdkova L., Pilafova V., Plachka K. High-throughput analysis of vitamin E by
means of UHPSFC-MS and evaluation of matrix effects in plasma and in urine, SFC

2017, Rockville MD, USA (15.10 —17.10.2017)

Novakova L., Pilafova V., Plachka K. Development of UHPSFC-MS method for high-
throughput analysis of vitamin E isomers and evaluation of matrix effects when
using different sample preparation approaches, 45 International Symposium on
High Performance Liquid Phase Separations and related techniques, Praha, CR (17.

6.—22.6.2017)

Novakova L., Plachka K., Dousa M. Development of impurity profiling methods for
pharmaceuticals using UHPSFC-MS, SFC 2016, Viden, Rakousko (05.-07. 10. 2016)
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VII.

Chrenkova L., Plachka K., Misik J., Pilafrova V., VI¢kova H., Novdkova L. Development
of SPE and UHPLC-MS/MS methods for the determination of quercetin and its 9
metabolites, Ceska Chromatografickd gkola — HPLC 2015, Roznov pod Radhostém,
CR (3.-5.5.2015)

7.5 Plakatova sdéleni

A. Prvoautorské prace

VI.

Plachka K., Jakubec P., Svec F., Novakova L. Effect of different make-up solvent
compositions on ionization in supercritical fluid chromatography-mass
spectrometry, SFC 2019, Filadelfie, USA (30.9. — 1.10. 2019)

Plachka K., Jakubec P., Novdkovd L. Hyphenation of supercritical fluid
chromatography with a single quadrupole mass spectrometry, SFC 2018,
Strasbourg, Francie (17.-19.10. 2018)

Plachka K., Svec, F. Novakova L. Is supercritical fluid chromatography applicable in
pharmaceutical quality control? 32" International Symposium on

Chromatography (ISC 2018), Cannes-Mandelieu, Francie (23.9. - 27.9. 2018)

Plachka K., Novakova L. Aging of columns for supercritical fluid chromatography
packed with eight different stationary phases, SFC 2017, Rockville MD, USA (15.10
—-17.10.2017)

Plachka K., Svoboda P., Zelena L., Sklenarova H., Novakova L. Determination of
lovastatin in food samples using UHPLC-MS/MS method and automated
molecularly imprinted solid phase extraction, 23™ International Symposium on

Separation Sciences (ISSS 2017), Viden, Rakousko (19.9. —22.9. 2017)

Plachka K., Zelend L., Svoboda P., Sklendrova H., Novdkova L. Determination of
lovastatin using UHPLC-MS/MS method and automated SPE procedure with

laboratory-made molecularly imprinted polymer sorbent, 45" International
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Symposium on High Performance Liquid Phase Separations and related techniques,

Praha, CR (17. 6. —22. 6. 2017)

B. Spoluautorské prace

VI.

Jakubec P., Plachka K., Novakova L. Chrial.cloud — a tool enabling the comparison
of chiral columns enetioselectivity and chiral separations library exchange, SFC
2019, Filadelfie, USA (30.9. — 1.10. 2019)

Novdakova L., Plachka K., Jakubec P., Pilafova V. Supercritical fluid chromatography
in pharmaceutical analysis and dietary supplements control, 32" International
Symposium on Chromatography (ISC 2018), Cannes-Mandelieu, Francie (23.9. —
27.9.2018)

Zelena L., Svoboda P., Plachka K., Novdkova L., Sklenatova H. MISPE procedure for
lovastatin determination — comparison of on-line and off-line approaches, 19t
International Symposium on Advances in Extraction Technologies, Santiago de

Compostela, Spanélsko (27. 6. —30. 6. 2017)

Pilafova V., Plachka K., Chrenkova L., Novak O., Novakova L. Conventional and
modern extraction approaches to the determination of quercetin and its
metabolites in rat plasma, 45™ International Symposium on High Performance

Liquid Phase Separations and related techniques, Praha, CR (17. 6. — 22. 6. 2017)

Chrenkova L., Pilafova V., Plachka K., Novadk O., Novakovd L. Challenges in
development of extraction and chromatographic methods for the determination
of quercetin and its metabolites. Ceska chromatografickd Skola — HPLC 2017,

RoZnov pod Radhostém, CR (12.3. - 15. 3. 2017)

Novakova L., Plachka K., Chrenkova L., Dousa M. Development of UHPSFC and
UHPLC methods for the determination of agomelatine and its impurities in

tablets, SFC 2015, Philadelphia, USA (22. — 23. 7. 2015)
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8. Ucast na projektech, zahraniéni staze

STARSS project, reg. no. CZ.02.1.01/0.0/0.015_003/0000465

Clen vyzkumného tymu — Specialista na kapilarni elektroforézu a superkritickou fluidni
chromatografii

GA UK 1828218/2018

Studie zabyvajici se spojenim superkritické fluidni chromatografie a hmotnostni
spektrometrie (hlavni fesitel)

GA UK 274216/2016

Syntéza molekularné vtisténych polymer( pro selektivni SPE extrakci lovastatinu ze vzorka
potravy a snizeni vlivu matricovych efektl na LC-MS analyzu (spolufesitel, hlavni fesitel)
GA UK 1574517/2017

Vyvoj metod pro chirdlni separace za vyuZiti superkritické fluidni chromatografie
(spoluresitel)

GA UK 1948214/2014

SFC-MS metoda pro analyzu biologického materidlu s dlirazem na matricové efekty

(spoluresitel)

03-05/2018 Vyzkumna staz (Francie), projekt Erasmus+

Université de Toulouse, Centre national de la recherche scientifique, Laboratoire des
Interactions Moléculaires et Réactivités Chimiques et Photochimiques

Skolitel: Dr. Jean-Christophe Garrigues

Prace: Vyvoj metody pfipravy vzork( pro stanoveni tokoferoll a tokotrienold v moci a

plazmé za vyuziti systému ActiVials

09-12/2019 Vyzkumna staz (Svycarsko), projekt STARSS
Université de Genéve, Centre Médical Universitaire, Section des sciences pharmaceutiques
Skolitel: Dr. Davy Guillarme

Prace: lontova mobilita v dopingové analyze
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9. Prilohy

Seznam publikacnich pfiloh

Priloha ¢.1: Development, validation and comparison of UHPSFC and UHPLC methods for

the determination of agomelatine and its impurities

Priloha €.2: Ultra-high performance supercritical fluid chromatography in impurity control:

Searching for generic screening approach

Pfiloha €. 3: Ultra-high performance supercritical fluid chromatography in impurity control

Il: Method validation

Pfiloha €. 4: First inter-laboratory study of a supercritical fluid chromatography method for

the determination of pharmaceutical impurities

Priloha €. 5: The benefits of ultra-high-performance supercritical fluid chromatography in

determination of lipophilic vitamins in dietary supplements

Pfiloha €. 6: Effect of column history in supercritical fluid chromatography after one-year

use — practical implications

Pfiloha €. 7: Recent developments in supercritical fluid chromatography — mass

spectrometry: Is it a viable option for analysis of complex samples?

Priloha €. 8: Supercritical Fluid Chromatography, Volume 2, Kapitola 2: Supercritical fluid

chromatography in bioanalysis
Pfiloha €. 9: Handbook of Advanced Chromatography /Mass Spectrometry Techniques,

Kapitola 12: Ultra-high performance supercritical fluid chromatography-mass

spectrometry
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Priloha €. 10: Supercritical Fluid Chromatography, Kapitola 16: Pharmaceutical Applications

Priloha €. 11: Simultaneous determination of quercetin and its metabolites in rat plasma

by using ultra-high performance liquid chromatography tandem mass spectrometry

Pfiloha €. 12: Development of matrix effect-free MISPE-UHPLC-MS/MS method for

determination of lovastatin in Pu-erh tea, oyster mushroom, and red yeast rice
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