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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

A plocha pod pikem

ACN acetonitril

by strmost gradientu

Cm koncentrace analytu v mobilni fazi

Cs koncentrace analytu ve stacionarni fazi
Fm pratok mobilni faze

h vyska piku

H vySkovy ekvivalent teoretického patra
HILIC hydrofilni interakéni chromatografie
HPLC vysokoucinnd kapalinova chromatografie
k retencni faktor

Ko distribu¢ni konstanta

ke kapacitni faktor

Kl jodid draselny

L délka kolony

LLE extrakce z kapaliny do kapaliny

MTBE methyl-terc-butylether

N pocet teoretickych pater

n kapacita separace

NHasAc octan amonny

NP-HPLC chromatografie na normalnich fazi
oDS oktadecylsilikagel

RIF rifampicin

RNA ribonukleova kyselina

RP-HPLC chromatografie na reverznich fazi

S konstanta pro elu¢ni silu rozpoustédla
SPE extrakce na tuhé fazi

to mrtvy retencni ¢as

ty doba trvani gradientové eluce

tr retenéni ¢as

t'r redukovany retencni ¢as

UHPLC ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie
uv ultrafialova oblast svétla

Vo mrtvy retencni objem

Vi objem mobilni faze

%Z: retenéni objem

Vs objem stacionarni faze

Wi/2 Sitka piku v poloviné vysky

Wp Sirka piku v jeho zakladné

Ap zména ve sloZzeni mobilni faze



ABSTRAKT

Prace se zabyva nalezenim vhodnych HPLC podminek pro stanoveni rifampicinu
v bunécné tekutiné se zamérenim na maximalizaci citlivosti fluorescen¢ni detekce.

Byla pouZita kolona ZORBAX Eclipse XDB-C18; 50x4,6 mm; 1,8 um a gradientova
eluce mobilni fazi voda/acetonitril. Detekéni podminky byly: Aex = 234 nm,
Aem =394 nm.

Za uvedenych podminek bylo dosazeno kvantitativniho limitu 0,1 umol/I, cozZ je

hodnota velmi nizka.

Klicova slova: HPLC, rifampicin, fluorescencni detekce, kalibra¢ni kfivka



ABSTRACT

The thesis deals with finding suitable HPLC conditions for determination
of rifampicine in a cell fluid with a focus to maximize the sensitivity of the fluorescence
detection.

ZORBAX Eclipse XDB-C18; 50x4,6 mm; 1,8 um column was used and gradient
elution with the mobile phase water/acetonitrile was applied. Detection conditions
were: Aex = 234 nm, Aem = 394 nm.

Under these conditions limit of quantitation was 0.1 umol/I, which represents

a very low value.

Key words: HPLC, rifampicine, fluorescence detection, calibration curve



1. UVOD

JelikoZ je vysokoucinna kapalinova chromatografie pomérné velmi univerzalni
kvalitativni i kvantitativni metodou, tvofi nedilnou soucast vétsSiny analytickych
laboratofi. Diky velmi Siroké nabidce stacionarnich fazi, jsme pfi sprdvném zvoleni
separa¢niho mechanismu schopni analyzovat prakticky vSechny typy molekul od
nejmensich iontl az po makromolekuly. Dal$i vyhodou je, Ze se jednd o pomérné rychlou
metodu, jelikoZ nejcastéjsi jedna analyza trva 10-30 min.

Ve farmaceutickém primyslu a biochemickych laboratofich nachazi HPLC Siroké
uplatnéni. Diky vysoce citlivym detektorim lze v biologickém materialu stanovit i velmi
malé mnozstvi analytu. HPLC se vyuZiva napf. pfi stanoveni hladin Iéciv v organismu.

V této praci se zaméruji na chromatografickou separaci antibiotika rifampicinu.



2. CiL A POPIS ZADANI PRACE

Zadani této prace vychazi z pozadavku PharmDr. Tomase Smutného, Ph.D.
na nalezeni vhodné separa¢ni metody pro stanoveni rifampicinu v bunécné tekuting,
pfipadné v dalsSich biologickych matricich, svelmi vysokou citlivosti (jednotky
az stovky nmol/l). Pristrojové vybaveni katedry biofyziky a fyzikalni chemie poskytovalo
jedinou $anci — vyzkousSet HPLC s fluorescenéni detekci.

Cilem této bakaldfské prace snazvem HPLC stanoveni rifampicinu proto
je pokusit se nalézt takovou metodu s vyuZitim vySe zminéného pfistrojového vybaveni
katedry. Prvotni pokusy provedené na katedife s dlouhou (250 mm) kolonou byly
neuspésné, proto se tato prace zaméfila na poufZiti kolony vyrazné kratsi (50 mm)

s malou zrnitosti stacionarni faze (1,8 um).
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3. TEORETICKA CAST

3.1 Chromatografické metody

3.1.1 Princip chromatografie

Chromatografie patfi mezi separacni metody zaloZené na rozdéleni slozek mezi
dvé nemisitelné faze — mobilni a stacionarni. Pohybem mobilni faze se vzorkem pres
stacionarni fazi dochazi k opakovanému ustalovani rovnovahy mezi témito dvéma
fazemi a nasledné separaci méreného analytu od ostatnich molekul ve vzorku (Obr. 1).
Vznikaji interakce mezi fazemi a délenymi latkami, které jsou zdkladnim predpokladem
pro separaci. Cim silné&ji se latka poutd ke staciondrni fazi, tim vice je v ni zadrzovéna
a dochdzi tak kjeji retenci. Retence je selektivni charakteristikou latek, kazda latka
je ve staciondrni fazi zachytdvana jinou silou a vytvofi se tak zény jednotlivych slozek
ze smési. Naopak pfi vyssi interakci latky s mobilni fazi dochazi k tzv. eluci. Mobilni faze
je pak charakterizovéna svou eluéni silou, pomoci které dochazi k vyplavovani analytu
ze stacionarni faze.

Pro chromatografickou separaci je nutné, aby platily zdkladni podminky.
Jako prvni musi platit vzajemna nemisitelnost fazi. Dale plati, Ze se vzorek aplikuje
na zacatek stacionarni faze a mobilni faze pak musi nevyhnutelné protékat pres tuto
stacionarni fazi. Treti obecnou podminkou chromatografické separace jsou odlisné
distribucni konstanty (viz dale) jednotlivych latek. Pokud maji latky totoZnou distribuéni
konstantu neni mozné je od sebe odseparovat. Abychom dokdazali zhodnotit,

jak se jednotlivé slozky smési odseparovaly, musime zajistit jejich detekci neboli

vizualizaci.
mobilni
fize 7 stacionarni faze
= B vzorek chromatogram
g % = |
Obr. 1: Princip separace dvou latek v chromatografickém systému [4]
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Podle ucelu mGZieme chromatografii rozdélit na preparativni a analytickou.
Preparativni chromatografie slouZi k izolaci Cistych analytl vyuZivanych pro dalsi pouZiti.
Analytickd chromatografie slouzi ke stanoveni mnozstvi téchto analytl a k méreni
relativnich podild jednotlivych latek ve smési. Obecné je chromatografie vysoce ucinna
kvalitativni i kvantitativni analytickd metoda, kterd nachazi uplatnéni v mnoha oborech.

[2;3; 4; 8]

3.1.2 Rozdéleni chromatografickych metod
JelikoZ existuje velké mnozstvi chromatografickych metod, je uZitecné tyto
metody rozdélit. Vznika tak nékolik kategorii rozdélenych podle nasledujicich kritérii.
a) Rozdéleni dle skupenstvi mobilni fdze
e Kapalinova chromatografie — mobilni faze v podobé kapaliny
e Plynova chromatografie — mobilni fazi je nosny plyn.
b) Rozdéleni dle uspordddni staciondrni faze
e Kolonové usporadani — stacionarni faze je v koloné.
e Plosné usporadani:
-> papirova chromatografie — stacionarni faze je umisténa
na chromatografickém papiru
-> tenkovrstva chromatografie — stacionarni fazi je napf. silikagel na hlinikové
folii.
¢) Rozdéleni dle separacniho mechanismu
e Adsorpcni chromatografie
Stacionarni fazi je tuhda latka (tzv. adsorbent) a na jeji povrch se vazou délené
slozky z mobilni faze. Separace je zalozena na rozdilné afinité latek ke stacionarni
fazi, jako staciondrni faze se nejcastéji vyuziva silikagel.
e Rozdélovaci chromatografie
Zde je stacionarni faze kapalina prichycena na inertnim nosici, nej¢astéji se jako
nosi¢ pouziva celuléza a jako kapalina voda. Vlivem rlznych rozdélovacich
koeficientli dochdzi k odlisSné rozpustnosti latek mezi dvé vzdjemné nemisitelné

faze. Mobilni fazi maze byt kapalina nebo plyn.
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e |ontové-vymeénna chromatografie
Stacionarni fazi je iontoménié, na jehoz povrchu dochazi k chemické reakci
a nasledné vyméné iontd. Samotnou separaci zpUsobuji rGzné velké
elektrostatické sily mezi iontoméni¢em a ionty vzorku.
e Gelova chromatografie
Jako stacionarni faze je pouzit gel s pdry, ktery vypliiuje kolonu. Pfi separaci zalezi
na rGzné velikosti molekul, a vznika tak molekulovy sitovy efekt. Mensi molekuly
prostupuji hloubéji do gelu a jsou ve stacionarni fazi déle drzeny. Je tak moiné
separovat i velké molekuly.
Vybér chromatografické metody zdavisi také na molekulové hmotnosti analyzovanych
latek. Tabulka 1 udava prehled v jakych mezich molekulovych hmotnosti jednotlivé

metody pracuji. [1; 2; 8; 9]

Metoda Relativni molekulova hmotnost M,
Plynova chromatografie 1-100
Vysokoucinna kapalinova chromatografie 70-10000
Papirova a tenkovrstva chromatografie 100 -2 000
Gelova chromatografie 800 -1 000 000

Tabulka 1: Rozmezi molekulovych hmotnosti analytd pro jednotlivé chromatografické metody

3.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

3.2.1 Uvod k HPLC

HPLC (High-performance liquid chromatography) predstavuje kolonovy typ
chromatografie, kdy staciondrni faze je umisténa v koloné. HPLC mUze vyuzivat témér
vSechny separaéni mechanismy, podle kterych ma stacionarni faze pak mnoho podob
(od ukotvenych kapalin na nosici, pres gely az po pevné Castice). Mobilni fazi je kapalina,
nejcastéji voda a organické polarni rozpoustédlo, kterd je do systému privadéna pomoci
vysokotlakého ¢erpadla a protéka pres kolonu.

V roce 1903 polozil rusky botanik M. S. Cvet zaklady kapalinové adsorpéni
chromatografie. Jako prvni odseparoval listova barviva a podle toho metodu pojmenoval
(Fecky chroma = barva). Jako staciondrni fazi pouzil uhli¢itan vdpenaty z rozemleté ktidy

a podarilo se mu tak vytvofit jednotlivé barevné zény z extraktu rostlin. Tyto zony
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se pohybovaly rozdilnou rychlosti diky interakci se stacionarni fazi a hybné sile
rozpoustédla, a tak doslo k jejich odseparovani. Po tomto vyznamném objevu vsak
chromatografie upadla v zapomnéni a trvalo nékolik desitek let, nez se opét dostala

do popredi. [3; 6; 7]

3.2.2 Zakladni chromatografické charakteristiky

Po nastfiku vzorku na kolonu dochazi kinterakci jednotlivych slozek
se staciondrni fazi, tim dojde k odseparovani a vytvoreni zén. Nasledné jsou tyto zény
zaznamendny detektorem a dochazi k prevedeni signdlu do podoby chromatogramu.
Chromatogram (Obr. 2) predstavuje zdvislost intenzity signalu na Ccase

a je charakteristicky elu¢nimi krivkami, tzv. piky.

FLD1 A, Ex=234, Em=394 {MS\RIF001.D}

=
1530—-:
14041—-:
1203—-:
1500%

800 !

800 1
400
200— § : 1 ] ]

1 £, ‘ , . ‘

0 3 = ——

480
3.974
| 4336
5,080
17.608

Obr. 2: Ukazka chromatogramu

Zakladni charakteristickou kvalitativni veli¢inou, ktera popisuje retenci kazdého
analytu ve staciondrni fazi, je retencni ¢as tz [min]. Jednd se o dobu, kterd uplyne mezi
nastfikem vzorku na kolonu a maximem piku. Prakticky uddava cas, ktery analyt stravi
ve stacionarni a mobilni fazi. DalSi obdobnou charakteristikou je tzv. reten¢ni objem
Vg [ml] a ten predstavuje mnozZstvi mobilni faze, ktera protece kolonou za tr. Je to tedy
objem mobilni faze potfebny pro eluci daného analytu pfi daném pritoku Fmn [ml/min]
a plati vztah 1.

Vr=Fm - tr. (1)

Tzv. mrtvy retencni objem ci ¢as Vy, to je charakteristicky pro latku, kterd se na
koloné nezadrzZuje a je pouze unaSena mobilni fazi. VSechny slozky ze vzorku stravi stejné

dlouhou dobu v mobilni fazi, odliSny je pouze Cas, ktery latka stravi ve stacionarni fazi.
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Tuto dobu popisuje tzv. redukovany retencni Cas t’z. Mezi jednotlivymi Casy plati
nasledujici vztah 2.

tr=tr+to (2)

Chromatograficky pik popisujeme pomoci jeho $itky a vysky. Sitka piku se mGze
méfit v jeho zakladné (wp), avsak Castéji se pracuje se Sitkou piku v poloviné jeho vysky
(wi/2), ktera se udava ve stejnych casovych jednotkach jako tz. Vyska piku h, nebo plocha
pod pikem A, slouZi jako kvantitativni charakteristiky analytu. Pomoci kalibraéni k¥ivky,
ktera uddva zavislost plochy ¢i vySky piku na koncentraci, lze vypocitat nezndmou
koncentraci stanovovaného analytu.

Pomoci wi/, vypocitame ucinnost kolony. U&innost kolony, a tedy i celé separace,
pak vyjadfuje tzv. poCet teoretickych pater N. Jednd se o bezrozmérnou veli€inu
a predstavuje miru rozmyvani elu¢nich zén. Cim vy3si je N, tim méné se jednotlivé zény
rozmyvaji a kolona je ucinnéjsi. N je pak zavislé na délce dané kolony, teploté, viskozité
mobilni faze, tr, Fim a také na velikosti Castic, které vypliuji kolonu. Pro praktické vypocty

se nejcastéji pouziva vzorec 3.

N =5,54 - (<2-)2, (3)
Wi/2
K porovnani ucinnosti kolon riznych délek pak slouzi tzv. vyskovy ekvivalent

teoretického patra H [um]. Ten se vypocitd jako pomér délky kolony (L) a N (vzorec 4).

L
H== (4)

Rozdéleni analytu mezi dvé faze popisuje distribuéni konstanta Kp. Vypocita se
jako podil koncentrace analytu ve staciondarni fazi a koncentrace analytu v mobilni fazi

(vzorec 5).
Kp=— (5)

Pomoci Kp pak ziskdme retencni faktor k (vzorec 6). Jednd se o pomér objemt

stacionarni a mobilni faze vynasobeny pravé Kp:

k=Ko--= (6)

m
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Udava stupen retence latky a diky nému pak mazeme vyjadfit tg i Vr (vzorce 7,8).
Ve=Vp- (1+k) (7)
tr=to- (1+k) (8)

V praxi pfedstavuje k podil t’z a to. Jednoduchou Upravou rovnic (7 a 8) ziskame vztah (9)

pro vypocet k:

tp—t Vr—V
k = R 0 ~ R 0 (9)
to Vo

Pozadované hodnoty k pro vétSinu analyz leZzi v rozmezi od 1 do 20. Hodnota k>20
naznacuje, Ze je analyt vysoce zadrZovan staciondrni fazi a jeho detekce je obtizna,
nebot dochazi k nadmérnému rozmyvani pikd. Analyt s nulovou hodnotou k naopak

neni zadrzovan stacionarni fazi vibec. [3; 5; 8]

3.2.3 Stacionarni faze

V této praci byl vyuzit adsorpéni separacni mechanismus. Dochdzi k zachyceni
neutrdlni rozpusténé latky z mobilni faze k povrchu tuhé staciondrni faze v tzv. aktivnich
centrech. Obecné plati, Ze poldrni analyt se bude vazat k polarni stacionarni fazi,
a naopak nepoldrni analyt bude mit vétsi afinitu k nepolarni stacionarni fazi.

Jelikoz HPLC pracuje za vysokého tlaku a rliznych pH, musi byt stacionarni faze
mechanicky i chemicky odolna. Ddle by neméla bobtnat ani se zmensovat pfi styku
s mobilni fazi. Sorbent je sloZzen z poréznich mikrocastic. Velikost péra hraje daleZitou
roli, nebot Castice s malymi pory predstavuji velkou adsorpéni plochu pro interakci
s analytem, a tak zde dochazi k vétsi retenci. Pro separaci velkych molekul, jako
jsou napf. proteiny, se vSak pouzivaji stacionarni faze s vétSimi péry, aby nedochézelo
k jejich vylouceni z malych péru. U vétSiny HPLC analyz je dlleZité, aby velikost péra byla
v celé stacionarni fazi rovnomérna. Porézni mikrocastice mohou mit kulovy
¢i nepravidelny tvar a jejich velikost je nejéasté&ji v rozmezi 3—5 pm. Castice <2 pm jsou
typické pro UHPLC. Malé ¢astice maji za nasledek vyssi u€innost a kratsi dobu analyzy,
na druhé strané u nich vSak dochazi ke zvysenému zpétnému tlaku, proto je u UHPLC

nezbytné nutné pracovat za vyssich tlakd.
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Nejrozsifenéjsi stacionarni fazi je silikagel, coz je forma oxidu kfemicitého.
Ten mlzZeme vyuZivat jako nemodifikovany pro NP-HPLC ¢&i pro HILIC, ale také
modifikovany pro RP-HPLC. Na slabé kyselém povrchu obsahuje silikagel silanolové
skupiny Si-OH, které slouZi pro interakci s polarnimi latkami a vice interaguji s bazickymi
l[atkami. Na tyto silanolové skupiny lze chemicky navazat jiné funkcni skupiny.
Pfi navazani alkylového fetézce na kyslik zOH skupiny vznikda nejcastéjsi
typ modifikovaného silikagelu vyuzivaného pro RP-HPLC. Alkylovy fetézec s 18 uhliky
navazany na silikagel se nazyva ODS. Dale m(izeme silikagel modifikovat pomoci fenylu
Ci alkylfenylu, a tim zvysit retenci aromatickych latek na stacionarni fazi.

Oxid kfemicity (silikagel) je mechanicky pevny a vydrzi vysokotlaké podminky
v HPLC systému. Dalsi vyhodou je jeho snadna chemicka modifikovatelnost, a diky tomu
Siroké vyuZziti. AvSak hlavni nevyhodou silikagelovych staciondrnich fazi je jejich nizka
chemicka stabilita. Silikagel je pouZitelny pouze v rozmezi pH 2-9 a teploty do 60 °C.
V prostfedi o pH mensi nez 2 mizZe dochazet k hydrolyze funkénich skupin navazanych
na silikagelovém nosici. Naopak pfi pH vétsim nez 8 se zacne oxid kiemicity rozpoustét,
a to vede ke sniZeni az ztraté ucinnosti separace.

Dale jsou vyuZivdny staciondrni fdze na bdzi oxidu hlinitého ¢i zirkonicitého,
polymerni pryskyfice na bazi polystyren-divinyloenzenu a hybridni stacionarni faze.
Ty jsou pouzitelné prakticky v celém rozsahu pH a také pfi vyssich teplotach, i kdyz jejich
mechanicka odolnost je nizsi.

Oxid zirkoni¢ity ma na svém povrchu mimo jiné Lewisovy kyseliny a ty silné
reaguji s hydroxylovymi (OH), fluoridovymi (F), fosfatovymi (POs>) a karboxylovymi
(COO") skupinami. Proto je nutny pfidavek pufru do mobilni faze. Polymerni faze
obsahuji mikropdry o velikosti 1 nm a vyuZivaji se pro separaci vétsich molekul, jejichz
separaci tyto mikropdry neovliviiuji. Hybridni stacionarni faze vyuzivaji methylové
a ethylenové skupiny k nahrazeni OH skupin silikagelu, a tim se snizi pomér silanolovych
skupin. Vznikla hybridni faze ma stejné vysokou ucinnost jako silikagel, ale zaroven

je chemicky i teplotné stabilni. [3; 5; 6]
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3.2.4 Mobilni faze

U HPLC pouZivame jako mobilni fazi smés rozpoustédel. Tok mobilni faze
predstavuje hybnou silu, ktera posouva analyty pres kolonu smérem k detektoru.
Pfed samotnou separaci je nutné mobilni fazi prefiltrovat, a tim ji zbavit mechanickych
nedistot. Cistota mobilni faze je klicova, nebot netistoty snizuji citlivost detekce a také
mohou zpUsobovat interference. DalS$im dilezitym krokem je odplynéni mobilni faze,
které probiha bud’ pfimo v HPLC systému v tzv. odplyrfiovaci, nebo se u starSich metod
vyuziva odplynéni pomoci probubldvani inertnim plynem, ¢i ultrazvukem mimo HPLC
systém.

Mezi vlastnosti, které by méla idealni mobilni faze mit, patfi nizka viskozita, nizka
toxicita a nizka tékavost. Tékavé latky jsou casto vysoce hotlavé a také u nich dochazi
k vétSimu vzniku bublin. Mobilni faze musi slouzit jako dobré rozpoustédlo pro analyty,
ale zaroven nesmi ovliviiovat jejich detekci. Interakce s analytem je tim vétsi, ¢im vétsi
ma mobilni faze elucni silu, a tim dochazi ke zkraceni tr.

Vybér mobilni faze zaleZzi na typu chromatografického mddu. Elu¢ni sila
rozpoustédla a jeho selektivita pak zavisi na jeho polarité. U NP-HPLC pracujeme
s nepolarni mobilni fazi a dochazi k hydrofobnim interakcim mezi rozpoustédlem
a analytem. U RP-HPLC naopak pouzivdme polarni rozpoustédla a vznikaji hydrofilni
interakce.

Dalsi dileZitou charakteristikou mobilni faze, ktera ovliviiuje analyzu, je jeji pH.
Zejména pH vodné slozky mobilni faze muize mit velmi zdsadni vliv na retenci
ionizovatelnych analytl. V RP-HPLC, kterda je vpraxi daleko vice vyuZivana,
se ionizovatelnd forma analytu hlre separuje. Nedochazi k interakci se stacionarni fazi
a tyto analyty se eluuji v to. Vyuzivaji se pufry, které jsou nutné pro kontrolu pH mobilni
faze. Mezi béiné pouzivané pufry patfi trifluoroctova kyselina, fosfatové, amoniové
¢i uhlic¢itanové soli. Nesmime zapomenout, Ze pufry jsou uc¢inné pouze v rozmezi
pH £ 1,0-1,5 od jejich hodnot pKa. Pro slabé kyselé analyty poZadujeme pH = 2-5,

u slabych bazi naopak zvysujeme pH na hodnotu 7-8. Tim zvysSime retenci analytu. [3; 5]
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3.2.5 Chromatografie s normalnimi fazemi

Na zdkladé mechanismu retence existuje mnoho separa¢nich médua. Jednim
typem chromatografické separace je NP-HPLC. Pfi tomto mddu pracujeme s polarnéjsi
stacionarni fazi, zatimco mobilni faze je méné polarni ¢i nepolarni. Neutralni latky
jsou zde od sebe separovany na zakladé své polarity. Dochazi k polarnim interakcim mezi
povrchem stacionarni faze a analytem. Cim je analyt polarné&jsi, tim je jeho retence
na koloné vétsi.

U NP-HPLC je moziny rozdélovaci mechanismus separace, avSsak dominantni
je mechanismus adsorpcni. Adsorpce je zde popsdana dvéma zpUsoby. Prvni zplsob
predstavuje kompetici molekul analytu a molekul mobilni faze o adsorpcni misto
na stacionarni fazi. Druhy zpUsob je zaloZen na existenci dvojvrstvy mobilni faze kolem
stacionarni faze. V této dvojvrstvé pak dochdzi k interakci s molekulami analytu.

Typickymi stacionarnimi fazemi pro NP-HPLC jsou porézni adsorbenty.
Nejrozsitenéjsi jsou silikagel a oxid hlinity. Silikagel je upfednostriovan, nebot je snadno
dostupny a levny. Také se pouzivda modifikovany silikagel s navazanymi polarnimi
funkénimi skupinami, jako napt. diolové ¢i nitro (NO;z) skupiny. Kyano (CN)
a aminoskupiny (NHz) jsou slabé poldarni a jsou vyuZivany pro normalni i reverzni mad.

Jako mobilni faze se vyuZivaji nepolarni organickd rozpoustédla, jejichz vybér
se fidi dle tzv. eluotropni fady rozpoustédel. Pouziva se napf. pentan, isooktan,
tetrachlormethan ¢i  benzen a toluen. Ktémto nepolarnim rozpoustédlim
je vsak pfiddno malé mnozstvi polarnéjsi kapaliny, jako napf. 2-propanol. Tato aditiva
urcuji selektivitu mobilni faze.

Pomoci NP-HPLC lze separovat zejména poldrni latky, avSak dnes uZ je tato
metoda nahrazovana HILIC. Mezi nevyhody NP-HPLC patfi prace s tékavymi nepolarnimi
rozpoustédly a nemoznost pracovat s vodnymi vzorky. Dalsi nevyhodou je nezadouci
ucinek vody na stacionarni fazi. Dochazi k adsorpci vody z atmosféry do stacionarni faze,
a tim se sniZuje retence daného analytu. Stouto technikou se pracovalo zejména

do 70. let minulého stoleti, poté se zacala rozvijet RP-HLPC. [3; 6]
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3.2.6 Chromatografie s reverznimi fazemi

RP-HPLC je nyni nejpouzivanéjsi chromatograficky rezim vyuZivajici polarni
mobilni fazi a nepolarni stacionarni fazi. K separaci neutralnich latek v tomto rezimu
dochdzi na zdkladé jejich hydrofobicity. Molekula analytu se vaze na povrch stacionarni
faze a je v ni zadrZovana prostiednictvim hydrofobnich interakci. Mezi molekulami
analytu a molekulami mobilni faze dochazi naopak k hydrofilnim interakcim. Nejdfive
se eluuji polarni latky, poté latky nepoldrni, které silné interaguji s hydrofobnimi
skupinami navazanymi na staciondrni fazi.

NejpouzivanéjSim typem stacionarni faze u RP-HPLC je modifikovany silikagel
s chemicky navdzanymi nepolarnimi funkénimi skupinami na silanolovych skupinach.
Nejcastéji dochdzi k navazani uhlikovych retézcl, typicky Cs Ci Cis, pficemi retence
exponencidlné roste s délkou retézce. Také se ale mizZe pouzit kyano ¢i amino skupina.
Ovsem ze stérickych dlivod(i neni mozné, aby zreagovaly vsechny silanolové skupiny,
proto dochazi k modifikaci nezreagovanych silanoll napt. trimethylchlorsilanem.
Tento proces se nazyva end-capping. Ddle se mohou pouzivat polymerni stacionarni
faze, jako je polystyren, polymethakrylat, nebo pevné stacionarnifaze jako napf. porézni
grafitovy uhlik.

Jako mobilni faze je vyuzivana smés velmi polarniho rozpoustédla, typicky vody,
a dalsSiho méné poldrniho organického rozpoustédla misitelného s vodou, nejéastéji
methanolu ¢i ACN. Tato pfidand rozpoustédla opét urcuji selektivitu mobilni faze.
Voda jako dobry donor protonl prednostné interaguje s bazickymi latkami (napf.
aminy). Naproti tomu alkoholy jsou dobrymi akceptory protonli, a reaguji
tak s hydroxylovymi slou¢eninami (napf. kyselinami a fenoly). Plati, Ze ¢im polarné;jsi
mobilni fazi pouZijeme, tim vice se analyt bude vazat ke stacionarni fazi a dojde
ke zvyseni tg.

Prestoze byla RP-HPLC zavedena do praxe pozdéji, dnes je daleko vice vyuzivéna.
Pouziva se u vice nez 70 % vSech HPLC analyz. RP-HPLC je vhodnd pro separaci
nepolarnich neionizovanych latek. Mezi nevyhody patfi chemicka nestabilita silikagelu
vUci pH mensim nez 2 a vétsSim nez 8. Jeji vyhodou je prace s polarnimi mobilnimi fazemi

a moznost prace s vodnym roztokem vzorku. [3; 5; 6]
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3.2.7 Isokraticka, gradientova eluce

Veliciny a vzorce (1-9) uvedené v kapitole 3.2.2 plati pouze pro isokratickou
eluci. Jedna se o usporadani chromatografického systému, kdy se neméni sloZeni
mobilni faze. Mobilni faze se vétsinou sklada ze dvou rozpoustédel a pfi isokratické eluci
jejich vzajemny pomér z(stdva po celou dobu analyzy konstantni. Tento typ eluce se
vyuziva zejména u latek s podobnym Kp, a tedy i s podobnymi vlastnostmi.

U sloZitéjSich vzorkd, ve kterych jednotlivé slozky maji Siroké rozmezi Kp,
rozdilnou polaritu a odlisné fyzikdlni i chemické vlastnosti, se uplatiuje tzv. gradientova
eluce. U takovych latek by isokraticka eluce byla pfili§ zdlouhava. Pfi gradientové eluci
se v pribéhu analyzy méni slozeni mobilni faze, resp. se méni vzajemny pomér jejich
sloZzek. Mobilni faze se sklada z kapalin, které maji odliSnou elucni silu a b€hem separace
se zvySuje podil slozky s vyssi elucni silou, a tim se zkracuje ts.

K vytvoreni gradientu mobilni faze slouzi tzv. smésovac, ktery micha mobilni fazi
dle predem naprogramovanych pokynl. Na rozdil od isokratické eluce, kde dochazi
k postupnému rozsifovani pikl, maji vSechny elucni kfivky u gradientové eluce
v idedlnim pripadé stejnou Sirku, jelikoZz dochazi k jejich eluci stale silnéjsi mobilni fazi.
Dalsi vyhodou této metody je lepsi citlivost detekce pro pozdéji eluované latky.
Mezi nevyhody vSak patfi asova narocnost pfi vyvoji gradientu, jelikoz musi dochazet
ke stabilizovani kolony. Pro gradientovou eluci je také vyZzadovan slozitéjsi pfistroj
s bindrnim az kvartérnim ¢erpadlem.

U gradientové eluce plati jiné vzorce a rovnice, nez tomu bylo u isokratické eluce.
Namisto k zde pouzivame faktor ke. Jedna se o kapacitni faktor slozky pfi daném slozeni
mobilni faze a vyjadfujeme ho pomoci strmosti gradientu by, ktera by méla zlstat po

celou dobu stejna (vzorec 10).

1

K. =
© 723 py

(10)

Strmost gradientu pak zavisi na dobé trvani gradientové eluce tg, zméné ve sloZeni

mobilni faze A, konstanté pro elucni silu rozpoustédla S a také to (vzorec 11).

to: 4@ S
by = 2= (11)

tg
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Zména ve sloZzeni mobilni faze se vypocita jako rozdil procentudlniho finalniho
a pocatecniho obsahu mobilni faze. Narozdil od isokratické eluce ma na retenci
v gradientu velky vliv také Fm. PFi zvySujicim se pratoku se tak zvysSuje ke.

Také ucinnost separace vyjadiena pomoci N, je zde popsana novou veli¢inou —
tzv. kapacita separace n. Dovoluje popis ucinnosti separace jak pro isokratickou, tak i pro
gradientovou eluci a udava maximalni pocet pikl, které mohou byt v chromatogramu

s rozliSenim rovnym jedné. Vypocita se podle vzorce 12. [3; 5]

n=1 +t—g, (12)
Wh

3.2.8 Instrumentace HPLC

Na konstrukci HPLC jsou dnes kladeny pozadavky zejména ve smyslu citlivosti
detektord a mechanické odolnosti vici vysSimu tlaku. Pfi pouZiti co nejmensich ¢astic
sorbentu v koloné dochazi ke zkraceni analyzy a zvySeni separacni ucinnosti. Maly
rozmér castic sorbentu s sebou nese ale omezeni, nebot ¢im mensi ¢astice jsou, tim vétsi
kladou odpor a musi se tak vyuzit vyssi tlak mobilni faze. Na tomto principu je zaloZena
UHPLC. DalSim pozadavkem pfi konstrukci chromatografu je, aby mrtvé objemy byly
minimalni, jinak dochazi k rozmyvani elu¢nich kfivek.

Chromatograf pro HPLC je sloZen z téchto zakladnich ¢asti: zasobniky mobilnich
fazi, odplyriova¢ mobilni faze, smésovac (pro pripad gradientové eluce), vysokotlaké
Cerpadlo, davkova¢ vzorku, predkolona, analytickd kolona, kolonovy termostat
a detektor. Celd analyza je programovand a zaznamenavana pomoci pocitace
a vhodného softwaru.

Zasobniky neboli rezervoary mobilnich fazi jsou nejcastéji sklenénymi nadobami,
museji byt dobre uzaviené, zejména pfi pouzivani tékavych a hotlavych rozpoustédel,
a také kvali zamezeni kontaminace z okoli. Zaroven vsak musi byt zajiStén dobry pratok
mobilni faze z nddob. Rezervodry musi byt umistény vyse neZ vysokotlaké cerpadlo.
Pomoci teflonovych hadi¢ek je mobilni faze cEerpdna pres filtr do odplyriovace.
Filtr propousti ¢astice mensi jak 0,20 um, a dochazi tak k zabranéni vstupu mechanickych

necistot do naplné kolony.
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Odplynovac neboli degaser slouzi k odstranéni bublinek vzduchu z mobilni faze.
Bublinky vzduchu jinak vyvolavaji zmény tlaku ¢i pfimo snizuji citlivost detekce, jako
napf. kyslik u fluorescenéniho stanoveni. Pravdépodobnost vzniku bublin se zvysuje
pfi gradientové eluci, jelikoZz dochazi ke zméndm poméru dvou slozek mobilni faze.
Nejcastéji se pouziva tzv. vakuovy degaser, ktery je slozen z kapildry s polopropustnou
membranou umisténou ve vakuové komore. Diky rozdilu tlaku a selektivité membrany
prochdzeji pres membranu pouze plyny, a dochazi tak k jejich odstranéni z mobilni faze.
Dalsi technikou, avsak drazsi, pro odplynéni mobilni faze je tzv. probublavani heliem.
Helium je pfrivadéno pfimo do zdsobnikd mobilnich fazi, a jelikoZ je rozpustnost helia
ve vétsiné rozpoustédel velmi mald, dochazi k vytésnéni ostatnich béznych plyna.

Pti pouZiti gradientové eluce se vyuziva tzv. sméSovac. Ten micha sloZzeni mobilni
faze v predem nastaveném poméru a v pribéhu analyzy toto sloZzeni méni. Mobilni faze
je pak pohanéna vysokotlakym cerpadlem. Objemovy pritok mobilni faze musi byt
bezpulsni a v §irokém rozmezi, od 0,1 a7 10,0 ml/min. Cerpadlo vytladuje mobilni fazi
z rezervodrll pomoci membrany nebo pistu. Rozdil je vSak vtom, jakym zplsobem
dochdzi k rozpohybovani pistu a podle toho pak éerpadla rozdélujeme na cCerpadla
pracujici s konstantnim tlakem a cerpadla pracujici s konstantnim objemovym
pratokem.

Vzorek je pred samotnou analyzou upraven, a to zejména LLE nebo SPE.
Tim dochazi ke zkoncentrovani vzorku, ¢imz se zvysSuje citlivost detekce, a také dochazi
k odstranéni balastd, ¢imZz se zvySuje selektivita metody. Vzorek je dale rozpustén
bud’ v mobilni fazi, nebo v organickém rozpoustédle z mobilni faze. Vzorek je davkovan
ze sklenéné Ci plastové vialky, kterd miva objem cca 1-2 ml. Jestlize mame k dispozici
mensi objem vzorku, pouzijeme inserty o objemu stovek pul, které se vlozi do vialky,
aby doslo ke spravnému nastfiku.

Vialky se umisti do zasobniku v chromatografu a pomoci autosampleru dochazi
k davkovani vzorku, nejéastéji v jednotkach ¢i desitkdch pl. Davkovace vyuZivaji
davkovaci jehly, Sesticestného ventilu a pistu injekéni strikacky. Mobilni faze neustéle
protékd pres Sesticestny ventil a davkovaé, tim dochazi k promyti davkovaci jehly.
PFi davkovani se zméni poloha Sesticestného ventilu a pist injekcni stfikacky, pohanény

krokovym motorem, nasaje poZzadované mnoistvi vzorku do davkovaci jehly. Poté se
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opét zméni poloha ventilu a vzorek je nastfiknut na kolonu s minimalnim porusenim
toku mobilni faze.

Dalsi nedilnou soucasti chromatografu je tzv. pfedkolona. Je naplnénd stejnou
stacionarni fazi jako analyticka kolona, je vSak mnohem kratSi a slouZzi k ochrané
a prodluzovani zZivotnosti analytické kolony. Analyticka kolona spolu s predkolonou
jsou umistény v kolonovém termostatu chromatografu. Nejcastéji je kolona vyrobena
z nerezové oceli, aby nedochazelo ke korozi. Kolona byva nejéastéji 50-150 mm dlouhd
a ma primér 3-4,5 mm. Délka kolony md vliv na ucinnost i rychlost separace.
Delsi analytické kolony vedou k del$i dobé analyzy, proto je snaha pouZivat kratké
kolony. Separaci také ovliviiuje pramér kolony. Plati, Ze ¢im vétsi primér kolona m3,
tim je vyssi prltok mobilni faze. Kolony s prlmérem 2 mm a mensi se pouzivaji
pro separaci, kde je nutnd vysoka citlivost. Zakladnim pozadavkem na kolonu je jeji
mechanicka i chemicka odolnost. Kolona se skldda z rovné trubice a koncovky, ktera
zajistuje tésnost, udrzuje uvnitf stacionarni fazi a také zajistuje stejny pratok mobilni
faze v celém prostoru kolony.

Ihned za analytickou kolonou je umisténo detekéni zafizeni. Detektor
zaznamenava jednotlivé odseparované slozky a slouzi k jejich indikaci, proto musi byt
schopny rychle reagovat. Je kladen velky ddraz na vysokou citlivost, ale také
univerzalnost a linearitu detektoru. Dale nesmi byt odezva detektoru zavisla na slozeni
mobilni faze. Nejstarsim typem detektoru je refraktometricky, ten je vsak malo citlivy.
Nejvice se v praxi vyuziva spektrofotometrického detektoru. DalSimi pfiklady
jsou fluorescenéni, elektrochemické, vodivostni ¢i chemiluminiscencni detektory. Velmi
citlivym a v posledni dobé hojné vyuzivanym detektorem je hmotnostni detektor, ktery
mUze poskytnout také spektralni informace o dané latce. Je vSak pomérné drahy
a narocny na udrzbu i obsluhu.

Z detektoru ddle putuji informace do pocitacového zafizeni, které slouzi k fizeni
celého analytického procesu a ke zpracovani dat. Pomoci specidlniho softwaru

pak zaznamenavame a vyhodnocujeme dané chromatogramy. [3; 5; 6; 8]
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3.2.9 Fluorescencni detekce

Fluorescence je opticky déj zaloZzeny na emisi sekundarniho zareni po absorpci
primarniho zareni molekulou analytu. Primarni zafeni se nazyva excitacni, sekundarni
emisni. Jakmile latka absorbuje elektromagnetické zareni z UV oblasti dochazi k excitaci
elektronu ze zakladniho singletového stavu do energeticky vysSiho excitovaného
singletového stavu. Molekula vlivem srazek s jinymi molekulami ztraci vibraéni energii
a dostdva se na zakladni vibraéni hladinu excitovaného stavu. Pfi nasledném prechodu
do zakladniho elektronového stavu molekula prebytek energie vyda v podobé zareni,
které je detekovano. Sekundarni zareni ma nizsi energii a tim vyssi vinovou délku
nez zareni primarni.

Zdrojem primarniho UV zareni byva rtutova ¢i xenonova vybojka. Primarni zareni
pak prochazi pfes monochromator, ktery propousti pouze vybranou ¢ast spektra podle
nastavenych vinovych délek. Dale zareni prochazi pres Stérbinu a dopada na pratokovou
celu, kterd je zabudovana v cut-off filtrech. Cut-off filtry redukuji mnoZstvi emisniho
zareni, které vznikd po rozptylu a odrazu na ¢&asticich. Slouzi tedy také k presnému
vybéru vinové délky. Priitokovou celou postupné protékaji odseparované slozky vzorku
z kolony a dochazi k absorpci primarniho zareni, excitaci molekuly a nasledné emisi
fluorescencniho zareni. Fluorescence je mérena kolmo ke sméru primarniho zareni,
prochazi pres mikrococky, Stérbinu a monochromator do fotondsobice. Fotondasobic
detekuje fluorescenci a propojenim s pocitatem zaznamename detekci analytu.

Fluorescencni detektory jsou citlivé a linearni zdavislost fluorescence
na koncentraci analytu plati pouze u nizkych koncentraci. Tato linearita umoznuje
stanoveni koncentrace analytu. Fluorimetrické detektory jsou také velmi selektivni,
coz mlzZe byt povazovano za vyhodu, ale i nevyhodu. Stanovované latky museji
obsahovat tzv. fluorofory (¢asti molekul zodpovédné za emisi zareni). Pokud tyto latky
fluorofory neobsahuji, musime je derivatizovat, aby vznikly fluoreskujici derivaty.
Obecné plati, Ze schopnost fluoreskovat maji molekuly obsahujici systém konjugovanych

dvojnych vazeb. Pfi fluorescencni detekci je velmi dalezité, aby mobilni faze byla radné

odplynéna, jelikoz kyslik je zhasecem fluorescence. [1; 3; 8]
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3.3 Rifampicin

RIF (Obr. 3) je makrocyklické antibiotikum ziskané z bakterie Amycolaptosis
rifamycinica (drive pojmenované jako Streptomyces mediterranei). Ma baktericidni
ucinek zejména na mykobakterie Mycobacterium tuberculosis (zpusobujici tuberkulézu)
a Mycobacterium leprae (zpUsobujici lepru). Mechanismem pusobeni tohoto léciva
je blokace RNA polymerdzy bakterii. Pfi |écbé lepry se RIF kombinuje s dalSimi dvéma
antibiotiky, a to dapsonem a clofaziminem. PouzZiva se také jako preventivni lék u lidi,
ktefi se setkali s pacienty trpicimi meningitidou zplsobenou bakteriemi Haemophilus

influenzae B a Neisseria meningitis.

Obr. 3: Struktura RIF [10]

Mycobacterium tuberculosis je puvodce infekéniho onemocnéni tuberkuldzy,
RIF je tedy jedno z antituberkulotik. Lé¢ba tuberkuldzy je zdlouhava a namahava,
antituberkulotika se pouzivaji témér vidy v kombinaci. Konkrétné RIF se kombinuje
s isoniazidem a pyrazinamidem. Tyto latky jsou vSak hepatotoxické, proto zde mize
dochazet k posSkozeni jater, které mlze byt az smrtelné. Lécba je také spojend
se zvySenou hladinou bilirubinu a u 10-20 % pacientli také se zvysenou hladinou
aminotransferaz v séru. Mezi nezadouci Ucinky u rifampicinové terapie patfi horecka,
vyrazka, zvraceni, nevolnost, nechutenstvi, bolest kloub( a svall. OranZové zabarveni
RIF typicky zplsobuje také oranzové zabarveni télesnych tekutin, jako moci, potu a slz.

Pfi |éCbé musime dbat zvySené opatrnosti na lékové interakce, jelikoz RIF
je silnym induktorem cytochromu P450, coz je hlavni jaterni enzym metabolismu 1. faze
xenobiotik. PFi [éCbé se tedy sleduje jaterni funkce a pfi jeji zméné dochazi k preruseni

davkovani. RIF se pozZiva perordlné nebo intravenézné a vylucuje se zejména ZIudi.
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Molekulovd hmotnost RIF je 822,94 a je tedy vhodny pro HPLC analyzu. Jedna
se o latku rozpustnou ve vodé, methanolu i ethylacetatu. Maximdlni absorpce UV zafeni
molekulou RIF nastava pfi vinové délce 237, 255, 334 a 475 nm. RIF je nestabilni vici
svétlu, teplu a vlhkosti, proto je nutné vzorky uchovdvat v lednici. Kapsle tohoto léku
je vhodné uchovdvat vtmavych obalech pfiteploté 15-30 °C a nemély

by byt vystavovany nadmérnému teplu. [10; 11; 12]

3.3.1 Nékteré prace publikované o chromatografickém stanoveni
Rifampicinu

RIF byl objeven na pfelomu 50. a 60. let 20. stoleti a za tu dobu se stal predmétem
mnoha védeckych praci voboru analytické chemie. Byla vyvinuta tada
chromatografickych metod za uc¢elem stanoveni RIF pomoci UV detekce.

Napfriklad v roce 2003 autofi Mohan, Sharda a Singh [13] testovali tfi typy kolon
v gradientové HPLC metodé s UV detekci. Cilem bylo kvantitativni stanoveni RIF
ve farmaceutickych formulacich a také uréeni schopnosti metody rozlisit hlavni produkty
degradace. Bylo zjisténo, Ze rozliSovaci schopnost metody byla mimo jiné zdvisla
na znacce separacni kolony. Jednou z testovanych kolon byla kolona Zorbax XDB C18,
ktera byla pouzita v experimentalni ¢asti této bakalarské prace.

O pét let pozdéji byla vyvinuta autory Liu a spol. [14] rychl3, citlivd
a reprodukovatelnd metoda HPLC-UV vyuzivajici monolitickou kolonu Chromolith
Performance RP-18e pro analyzu RIF a jeho ¢ty pribuznych sloucenin.

V roce 2016 Goutal a spol [15] vyvinuli HPLC-UV metodu s pouzitim kolony
AtlantisT3®C18. U&elem prace bylo srovnani kinetiky RIF ve vendzni a arteridlni plazmé
u pavianl. Byl prokazan vyznamny arteriovendzni koncentra¢ni gradient v jeho
farmakokinetice.

Velmi citlivého stanoveni RIF bylo dosazeno pomoci hmotnostnich
spektrometrd. V roce 2007 publikovali Hartkoon a spol. [16] pfesnou metodu
kvantifikace RIF v plazmé i mononuklearnich burikdch s pouzitim Betasil Phenyl-Hexyl
kolony a MS detekce. V praci Prasada a Singha [17] v roce 2009 bylo identifikovano

celkem 21 biotransformacnich produktl RIF. Analyza probihala na koloné Zorbax C18
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a byl vyuzit detektor s diodovym polem a hmotnostni detektor spolu s analyzatorem
doby letu (UV-DAD a MS/TOF).

V roce 2011 autofi Oswald a spol. [18] stanovovali RIF, klarithromycin a jejich
hlavni metabolity na koloné XTerra® MS C18 pomoci MS/MS detekce. Komedikace
téchto dvou Iék(i mlzZe predstavovat zvySené riziko |ékovych interakci v organismu,
a tim mlzZe dochazet k nezadoucim ucinkim. RIF i klarithromycin byly extrahovany
pomoci MTBE. MTBE byl pouZit jako extrakéni Cinidlo pfi pripravé biologického vzorku

v experimentalni ¢asti této bakalarské prace.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie, ptFistroje a pomucky

Chemikalie

Roztok RIF (pfipraveno na katedre farmakologie a toxikologie, FaF)
ACN (VWR Chemicals BDH®)

NH4AC (Ing. Petr Svec — PENTA s.r.0.)

CH3COOH (Erba Lachema, s.r.o.)

MTBE (Merck spol. s r.0.)

KI PhEur (RNDr. Jan Kulich, Hradec Kralové)

Ultra Cista voda (FaF)

Kapalinovy chromatograf Agilent® Series 1200 SL (Agilent Technologies)

Kolona

Vakuovy mikrodegaser

Binarni ¢erpadlo 1200 SL

Autosampler 1200 SL plus

Termostat autosampleru

TCC cluster tvoreny dvéma kolonovymi termostaty TCC Infinity 1290 a dvéma
osmipozicovymi deviticestnymi ventily

Detektor s diodovym polem 1200 SL

Fluorescencni detektor 1200

Software: Agilent ChemStation, verze B. 04.02.

ZORBAX Eclipse XDB-C18; 50x4,6 mm; #1,8 um

Pristroje a pomticky

Analytické vahy (Sartorius)

pH metr inoLab 720 (WTW Series)

Centrifuga (Hermle Z100M)

Laboratorni tfepacka Vibramax 110 (Heidolph)
Automatické pipety Finnpipette (Thermo Labsystems)

Vialky (Agilent Technologies)
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e Inserty 300 ul (Agilent Technologies)
e Aparatura pro vakuovou filtraci
e Laboratorni sklo

e Mikrozkumavky, typ Eppendorf

4.2 Pracovni postup

4.2.1 Priprava octanu amonného pro mobilni fazi

Navdazku (0,5788 g) NH4AC jsem rozpustila v cca 450 ml H,0 v kadince. K Upravé
pH jsem pouZila CH3COOH a pomoci pH metru inoLab 720 jsem pfipravila roztok
o pH =4,0. Roztok jsem prelila do 500 ml odmérné barky a doplnila po rysku ultra ¢istou
vodou a promichala. Takto pripravenou mobilni fazi o koncentraci 0,015 ml/l jsem

vakuovou filtraci zbavila mechanickych necistot a uchovavala v lednici pro dalsi poutziti.

4.2.2 Priprava pracovnich roztokl pro experimenty
Méla jsem k dispozici pfipraveny roztok RIF v ACN o koncentraci 100 umol/I. Dale
jsem pfi méreni pracovala s koncentracemi 10 umol/I, 1 pmol/l a 0,1 umol/Il, které jsem

si pfipravila desetindsobnym fedénim.

4.2.3 Uprava vzork biologického materialu pred HPLC

JelikoZ biologicky materidl tvofi komplexni matrici, je nutné pred vlastni HPLC
takovy vzorek upravit. V této praci jsem pracovala s bunéénou tekutinou obsahujici RIF.
Vzorek jsem upravovala LLE: V mikrozkumavce Eppendorf jsem smichala
200 pl bunécéné tekutiny se 100 pl roztoku NHsAc (50 mmol/l; pH = 5,5)
a se 300 ul MTBE. Zkumavka byla poté 10 min. tfepana pomoci mechanické tfepacky
Vibramax 110 a nasledné 3 min. odstfedovana na centrifuze Hermle Z100M. MTBE
vrstva byla odebrana pipetou do Cisté mikrozkumavky a MTBE ponechan odpafit v
digestofi. Odparek byl rekonstituovan 100 ul mobilni faze a preveden do vialky s

inzertem.
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4.2.4 Chromatografické podminky

V ramci analyzy RIF pomoci HPLC byly postupné ménény chromatografické
podminky pro ziskdni co nejvice informaci o chovani RIF v HPLC. Ziskané optimalni
podminky analyzy byly vyuzZity pro stanoveni RIF v biologickém materidlu.

Nejdfive byly méreny vSechny koncentrace RIF v reZimu isokratické eluce
s nastfikem 20 upl, Fm 0,5 ml/min a pfi teploté kolony 25 °C. V kazidém méreni
byl zvySovan podil organické slozky mobilni faze — ACN. Druhou sloZzkou mobilni faze byla
ultra Cista voda.

Dale byl vyuZzit NHsAc jako sloZzka mobilni faze misto vody. Opét analyza probihala
u vsech koncentraci RIF vreZimu isokratické eluce s nastfikem 20 pl,
Fm 0,5 ml/min a pfi teploté 25 °C. Dochazelo k obdobnému zvySovani méné polarni
slozky v kazdém méreni.

Nasledné byl zkouman nastfik vzorku na kolonu za ucelem zjistit, jaky nejvétsi
mozny objem RIF je kolona schopna zméfit. Nastfik vzorku byl postupné zvySovan
0 20 pl. Pocatecni nastrik byl 20 pl a koncovy 100 pl. SloZzeni mobilni faze bylo konstantni,
RIF, s Fm 0,5 ml/min a pfi teploté 25 °C.

Jako dalsi byla zkoumana separace gradientovou eluci u vzork( s koncentraci
1 umol/I, 10 umol/l a 100 pumol/l. Prvnich pét minut bylo sloZzeni mobilni faze nastaveno
na 45 % H>0 a 55 % ACN. Poté se na dalSich pét minut sloZzeni zménilo a doslo ke zvyseni
poméru ve prospéch organické slozky, tedy na 15 % H,O a 85 % ACN.
Poslednich pét minut dochdzelo k wvyrovnani slozeni mobilni faze opét
na 45 % H,O a 55 % ACN. Nastfik byl 20 ul, F» 0,5 ml/min a teplota kolony 25 °C.
Gradientova eluce byla také pouzita pro méreni mrtvého ¢asu, kalibrace a u analyzy
biologickych vzorku.

Pro gradientovou eluci byly nalezeny tyto detekéni podminky: Aex = 234 nm,

)\em = 394 nm.
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5. VYSLEDKY A DISKUSE

5.1 Pouzita slozeni mobilni faze

PFi praci v isokratickém modu byla nejdfive pouzita mobilni faze slozena z ACN
a vody. Kazdy roztok o dané koncentraci byl méren 4x, vidy s jinym procentualnim
slozenim mobilni faze. Pfi zvySovani podilu organické slozky mobilni faze dochazelo

ke zkracovani tg, které jsou zahrnuty v tab. 2-5. Tabulka 5 také poukazuje na to, Ze pfi

evvs

Mobilni faze tr [min]
45 % H,0, 55 % ACN 20,1
40 % H20, 60 % ACN 14,5
35 % H,0, 65 % ACN 10,1
15 % H20, 85 % ACN 3,4

Tabulka 2: Hodnoty tz RIF o ¢ = 100 umol/I pro dané slozeni mobilni faze

Mobilni faze tr [min]
45 % H20, 55 % ACN 20,1
40 % H,0, 60 % ACN 14,4
35 % H20, 65 % ACN 10,1
15 % H20, 85 % ACN 3,5

Tabulka 3: Hodnoty tz RIF o c = 10 pmol/I pro dané slozeni mobilni faze

Mobilni faze tr [min]
45 % H,0, 55 % ACN 21,1
40 % H20, 60 % ACN 14,4
35 % H,0, 65 % ACN 10,1
15 % H20, 85 % ACN 3,5

Tabulka 4: Hodnoty tz RIF o c = 1 umol/l pro dané slozeni mobilni faze
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Mobilni faze tr [min]
45 % H,0, 55 % ACN X
40 % H>0, 60 % ACN 14,4
35 % H0, 65 % ACN 10,1
15 % H20, 85 % ACN 3,5

Tabulka 5: Hodnoty tzRIF o ¢ = 0,1 umol/I pro dané slozeni mobilni faze
Dale byla pouzita jako mobilni faze smés ACN a NHsAc. Opét byly roztoky
o rliznych koncentracich méreny 4x a dochazelo k obdobnému zvySovani podilu méné

polarni slozky mobilni faze jako v predchozich pokusech, coz vedlo také ke zkracovani tz

(tab. 6-9).
Mobilni faze tr [min]
45 % NHaAc, 55 % ACN 21,3
40 % NHsAc, 60 % ACN 14,2
35 % NH4Ac, 65 % ACN 10,2
15 % NHsAc, 85 % ACN 3,3

Tabulka 6: Hodnoty tz RIF o ¢ = 100 umol/I pro dané slozeni mobilni faze

Mobilni faze tr [min]
45 % NHsAc, 55 % ACN 21,0
40 % NHaAc, 60 % ACN 14,3
35 % NH4Ac, 65 % ACN 10,1
15 % NHaAc, 85 % ACN 3,5

Tabulka 7: Hodnoty tz RIF o c = 10 pmol/I pro dané slozeni mobilni faze

Mobilni faze tr [min]
45 % NHaAc, 55 % ACN 21,0
40 % NHsAc, 60 % ACN 14,3
35 % NH4Ac, 65 % ACN 10,1
15 % NHs4Ac, 85 % ACN 3,4

Tabulka 8: Hodnoty tzRIF o ¢ = 1 umol/I pro dané slozeni mobilni faze
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Mobilni faze tr [min]
45 % NHsAc, 55 % ACN 20,8
40 % NHsAc, 60 % ACN 14,3
35 % NH4Ac, 65 % ACN 10,0
15 % NHsAc, 85 % ACN 3,4

Tabulka 9: Hodnoty tz RIF o ¢ = 0,1 umol/l pro dané sloZzeni mobilni faze

Z hodnot vyplyva, Ze pro obé varianty mobilni faze vychazely tg pro urcita slozeni
mobilni faze témér shodné.

5.2 Testovani mozné velikosti nastriku

Pti testovani nejvyssiho mozného objemu nastfiku vzorku na kolonu byla pouzita
mobilni faze slozena z35 % H,O a 65 % ACN. Byly pouzity pracovni roztoky
RIF o koncentracich 0,1 pmol/l a 100 umol/I.

Pro koncentraci 0,1 umol/I byly zjistény hodnoty A v zavislosti na objemu nastfiku
vzorku. Tyto Udaje jsou zahrnuty v tab. 10. Z grafu 1 je patrné, Ze do objemu ndéstfiku
pfiblizné 50 pl platila mezi témito dvéma veli¢inami linedrni zavislost. Nad touto
hodnotou prestala byt zavislost linedrni. Nejvy$sim moznym nastfikem pro koncentraci

RIF 0,1 umol/l je tedy patrné 50 pl.

NastFik [pul] tr [min] A [Lu*s]
20 10,2 376
40 10,1 808
60 10,0 1019
80 10,0 1209
100 10,0 451

Tabulka 10: Hodnoty tg a A RIF o0 ¢ = 0,1 pmol/I pro dany nastfik
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Graf zavislosti velikosti plochy na objemu nastriku
RIFoc=0,1 umol/l
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Objem nastriku [pul]

Graf 1: Zavislost velikosti A na objemu nastfiku pro c = 0,1 umol/I

Pro koncentraci RIF 100 pumol/l byly také zjistény hodnoty A v zdvislosti
na objemu nastfiku vzorku (tab. 11). Pfi zvySovani nastfiku o 20 ul dochazelo
k postupnému rozmyvani piku, coZ je patrné z prilozenych chromatograma (Obr. 4-8).
Z tabulky 11 a obr. 4-8 je vidét, Ze nejvyssi mozny nastrik RIF o koncentraci 100 umol/I

byl patrné 20 pl.

Nastrik [pl] tr [min] A [Lu*s]
20 10,3 8 * 10*
40 10,3 2*10°
60 10,3 2*10°
80 10,4 1*10°
100 10,4 1*10°

Tabulka 11: Hodnoty tg a A RIF 0 ¢ = 100 umol/| pro dany nastfik
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FLD1 A, Ex=234, Em=394 (MS'\RIF035.0)

| 7]
2500—
2000—
1500
1000—|
500_: i S T [y} om o =] [=] = [=] [
§ = g © ta & K 2 2 5 B
e =Rl I B L 5 s @ ; LI i
E| T T T T T T T T T T T T T T T T T T
2 L] 2 10 12
Obr. 4: Chromatograficky zaznam analyzy RIF, nasttik 20 pl, c = 100 pmol/I
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Obr. 5: Chromatograficky zaznam analyzy RIF, nastfik 40 ul, ¢ = 100 umol/I
FLD1 A, Ex=234, Em=394 (MS'RIF038.D)
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Obr. 6: Chromatografickd zaznam analyzy RIF, nastfik 60 ul, ¢ = 100 umol/I
FLD1 A, Ex=234, Em=394 (MS\RIF039.D)
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Obr. 7: Chromatograficky zaznam analyzy RIF, nastfik 80 pl, c = 100 umol//
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FLD1 A, Ex=234, Em=394 (MS\RIF040.D)
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Obr. 8: Chromatograficky zaznam analyzy RIF, nastfik 100 pl, ¢ = 100 umol/I

5.3 Stanoveni mrtvého retencniho casu

Pomoci roztoku Kl byl zjistén ty, ktery odpovida 0,951 min. Méteni probihalo

gradientovou eluci. Prlibéh gradientové eluce je popsan v kapitole 4.2.4.

5.4 Gradientova eluce

K pouZiti gradientové eluce bylo prikro¢eno ve snaze zlepsit citlivost detekce
snizenim polarity mobilni faze, v niz je analyt detekovan. Prlibéh gradientové eluce
je popsan v kapitole 4.2.4. Byly pouZity pracovni roztoky o koncentracich 100 umol/I,
10 umol/l a 1 pumol/l. Byl zjistén tg RIF (tab. 12) vreZimu gradientové eluce, ktery
odpovida 8,1 min. Zjisténi tzg RIF v modu gradientové eluce bylo nezbytné pro nasledujici

analyzu biologickych vzorkd.

Koncentrace RIF [umol/Il] | tr [min]
100 7,9
10 8,1
1 8,1

Tabulka 12: Hodnoty tz RIF pro danou koncentraci v rezimu gradientové eluce
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5.5 Analyza biologickych vzorku

Byly vyZzadany 4 biologické vzorky neznamé koncentrace. Jejich analyza probihala
gradientovou eluci a kazdy vzorek byl méren 3x. V prvnim méreni byl nastfik vzorku
20 pl (tab. 13). Ve druhém méreni byl nasttik také 20 pl, avSak vzorek byl zpracovan
dvakrat LLE (tab. 14). V poslednim méreni byl nastfik zvySen na 60 ul (tab. 15).

Pro kazdé méreni platil F» 0,5 ml/min a teplota kolony 25 °C. Je vidét, Ze pfi
nastfiku 60 pl je kolona zahlcena analytem. Dvoji LLE zlepSuje vytéZnost analytu
z matrice, ale trpi presnost stanoveni, nebot plochy pfi dvoji LLE jsou rdznymi nasobky

ploch pfi extrakci jednoduché.

e nastrik 20 pl

Vzorek tr [min] A [Lu*s]
¢.1 8,1 541
¢.2 8,1 588
¢.3 8,1 198
c.4 8,1 162

Tabulka 13: Hodnoty tz a A RIF pro dany biologicky vzorek

e nastrik 20 pl, dvoji LLE

Vzorek tr [min] A [Lu*s]
¢. 1 8,1 259
¢.2 8,1 242
¢.3 8,1 122
¢.4 8,1 355

Tabulka 14: Hodnoty tza A RIF pro dany biologicky vzorek
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nastrik 60 ul

Vzorek tr [min] A [Lu*s]
¢.1 8,1 480
&2 8,1 944
¢.3 8,1 667
¢.4 8,1 561
Tabulka 15: Hodnoty tg a A RIF pro dany biologicky vzorek

U vSech chromatogram biologickych vzork( je v ¢ase 8,1 min pik vypovidajici o

pfitomnosti RIF.

5.6 Slepy vzorek

vzorkem byl

neobsahovala RIF. V tz RIF (8,1 min) se v chromatogramu (Obr. 9) slepého vzorku

Nastrik slepého vzorku byl proveden v reZimu gradientové eluce. Slepym

rekonstituovany extrakt (viz kap. 4.2.3) bunécné tekutiny,

neobjevil Zadny pik. Tim bylo dokazano, Ze v biologické matrici neni pfitomna Zadna

balastni latka, kterd by s RIF interferovala a znehodnocovala jeho stanoveni. Byla

prokazana selektivita metody.

FLD1 A, Ex=234, Em=394 (RIFAMWRIFAD32.D)

200—

T
'

Obr. 9: Chromatograficky zdznam analyzy slepého vzorku
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5.7 Kalibracni prfimka

Kalibra¢ni pfimka byla mérena v rezimu gradientové eluce za pouziti kalibraénich

roztokl s koncentracemi 0,05 umol/Il; 0,1 umol/I; 3,3 umol/l; 6,6 umol/l a 10 umol/I,

vzdy ve Ctyrech replikatech. Nastfik kalibracnich vzorkd byl 20 pl, F, 0,5 ml/min a teplota

kolony 25 °C. V tab. 16 jsou uvedeny hodnoty A pro jednotlivé koncentrace.

Graf 2 znazorfuje kalibracni kfivku, dale je uvedena rovnice kfivky a koeficient

determinace R2.

Koncentrace A [Lu*s]
[umol/I1] Méfeni ¢. 1 Meéfeni ¢. 2 Meéreni €. 3 Méfreni ¢. 4
0,05 35 63 58 44
0,1 121 99 92 106
3,3 223 243 258 257
6,6 413 419 389 405
10 570 589 553 614
Tabulka 16: Hodnoty A RIF pro dané koncentrace kalibracnich vzorkd
Kalibracni kfivka
700
600
w500
% 400
£ 300
200
100
0
0 2 4 6 8 10

Koncentrace [umol/I]

Graf 2: Zavislost plochy na koncentraci — kalibra¢ni krivka

e Rovnice kalibraéni kfivky: y = 50,705x + 74,224

e Korelaéni koeficient: R =0,9873
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5.8 Stanoveni limitu kvantifikace

LOQ (limit of quantification), neboli mez stanovitelnosti, pfedstavuje nejmensi
koncentraci analytu, kterou Ize analytickou metodou stanovit s dohodnutou presnosti.
Dle FDA (U.S. Food and Drug Administration) [19] je dohodnutd prFesnost
pro LOQ nejvyse 20 %. Tato presnost se udava jako variacni koeficient (téz relativni
smérodatnad odchylka) v %. Vypocitd se pro jednotlivé koncentrace jako stondsobek
podilu smérodatné odchylky a prlimérné hodnoty plochy piku (Tabulka 17).
Jestlize je presnost >20 %, dand hladina jiZz je pod LOQ. K vypoctu LOQ byly pouzity

hodnoty ziskané pfi méreni kalibracni primky.

Koncentrace
Pramérna Smérodatna Pfesnost stanoveni
kalibraénich vzorku
hodnota A [Lu*s] odchylka [%]
[umol/I]

0,05 50 11,113 22,2
0,1 104,5 10,735 10,3
3,3 245,25 14,149 5,8
6,6 406,5 11,258 2,8
10,0 581,5 22,677 3,9

Tabulka 17: Hodnoty presnosti stanoveni pro dané koncentrace kalibracnich vzorkdi

Koncentracni hladina 0,05 umol/I jiz nevyhovuje stanoveni. LOQ je tedy 0,1 umol/I.
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7. ZAVER

V této praci byly testovany chromatografické podminky pro stanoveni
RIF v biologické matrici se zaméfenim na maximalizaci citlivosti fluorescencni detekce
pfi pouziti kratké HPLC kolony s nizkou zrnitosti ¢astic stacionarni faze. Ukazalo se,
Ze pfi poutziti takové kolony je objem nastfiku limitujicim faktorem.

Mezi nékolika riznymi testovanymi chromatografickymi podminkami byla pro
dalsi zkoumani vybrana gradientova eluce, protoze pfi této eluci prichazi na detektor
mobilni faze s relativné nizkou polaritou, coz zesiluje intenzitu fluorescence a pfispiva
tim ke zvyseni citlivosti detekce. Ze stejnych dlvodud bylo vyhodou pouziti H,O namisto
roztoku soli.

Byla namérena kalibracni pfimka a vytyCen limit kvantifikace. Za nejmensi
moznou stanovitelnou koncentraci byla uréena hodnota 0,1 umol/Il. To je dosti nizka
hodnota, kterd je ovSem, bohuzel, na horni hranici poZadovaného rozmeazi
stanovitelnych koncentraci. Hodnotu nelze srovnat s néjakou hodnotou literdrni,
protoze odbornou praci, kterd by pouzivala fluorescencni detekci ke stanoveni RIF,
se nepodafilo nalézt. Autofi praci zahrnutych do mé reserse spoléhaji bud na UV detekci
[13], [14], [15], [17] nebo na detekci MS [16], [17], [18].

Tato prdace ukazuje, Ze lze nalézt HPLC metodu s vysokou citlivosti fluorescencni
detekce. Tato vysoka citlivost vSak v tomto pfipadé neni dostatec¢na pro pozadovany

ucel.
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