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Seznam pouzitvch zkratek:

CE-MS  kapilarni elektroforéza-hmotnostni spektrometrie
GC-MS plynova chromatografie-hmotnostni spektrometrie
LC-MS  kapalinova chromatografie-hmotnostni spektrometrie
HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie

ACE angiotensin konvertujici enzym

CAP captopril

ENA enalapril

LIS lisinopril

QUI quinapril

TRA trandolapril

FOS fosinopril

BEN benzapril

MOE moexipril

CIL cilazapril

IMI imidapril

DEL delapril

PER perindopril

SPI spirapril

TEM temocapril

ZOF zofenopril

Uuv ultrafialova ¢ast spektra

VIS viditelna ¢ast spektra

BCD biochemicka detekce

LLE extrakce v systému dvou nemisitelnych kapalin
SPE extrakce na tuhé fazi

IS vnitini standard

TIS turboiontovy sprej

RSD relativni smérodatna odchylka
FIA pritokova injek¢ni analyza
SIA sekvencni injek¢ni analyza

L-AAOD  oxidaza L-aminokyselin
D-AAOD  oxidaza D-aminokyselin



DDQ
TCNQ
TCNE
CL
p-CA
HLB
mMRM

2,3-dichlor-5,6-dikyano-p-benzochinon
7,7,8,8-tetrakyanochinodimetan
tetrakyanoethylen

chloranilin

p-chloranilova kyselina
hydrofilni-lipofilni rovnovéha

multiple reaction monitoring



Cil prace:

Hypertense, neboli vysoky krevni tlak, je v dnesni dobé zavaznym problémem, postihujicim
velkou ¢ast nasi populace. Jedny z nejvice pouzivangjsich 1éki, fesicich tento problém, jsou
zalozeny na inhibici enzymu konvertujiciho angiotensin- tzv. ACE inhibitory.

Kwviili této skutecnosti je nutné znat presné a citlivé metody stanoveni téchto 1é¢iv, popiipadé
jejich metaboliti ve vzorcich biologického materialu, jako je mo¢, plasma atd., ale také
napiiklad v odpadnich vodach.

Cilem této prace je poskytnout piehled modernich analytickych metod, pouzivanych ke
stanoveni ACE inhibitorti ve vzorcich biologického materidlu. Zvlastni pozornost je vénovana
dvéma zastupciim z této skupiny, a to perindoprilu a enalaprilu.

K vyhledavani informaci a odbornych ¢lankt byly pouzity databaze ScienceDirect, Web of

Science a Scopus.



1. Vzorky biologického materialu

Biologickym materialem se v klinické praxi oznacuje materidl biologického ptivodu, tj.
pochazejici z organismu clovéka. Nejcastéjsi vzorky urcené k vysSetteni jsou krev, moc, hlen,
stolice, vzorky z biopsie aj., poptipad¢ organy a tkané odstranéné pii operaci a dalsi.
Vzhledem k mozZné ptitomnosti choroboplodnych zarodki se s biologickym materidlem musi
zachazet jako s potencialn¢ infek¢nim — véetné jeho likvidace. Podobné se postupuje v

piipadé nastroju ¢i jinych predmétd, které s nim piisly do styku.[1]

2. Inhibitory enzymu konvertujiciho angiotenzin

Captopril ( CAP), enalapril (ENA), lisinopril (LIS), quinapril (QUI), trandolapril (TRA),
ramipril (RAM), fosinopril (FOS), benzapril (BEN), moexipril (MOE), cilazapril (CIL),
imidaplril (IMI), delapril (DEL), perindopril (PER), spirapril (SPI), temocapril (TEM),
zofenopril (ZOF)- tyto latky nalezi do skupiny inhibitorti enzymu konvertujiciho angiotenzin.
Z enzymatického hlediska to jsou peptidyldipeptidhydrolasy. V terapii se vyuZivaji jako velmi
ucinnd a bezpecna antihypertenziva, v léceni srde¢ni nedostatecnosti, infarktu myokardu,
chronického srdecniho selhdni. Jsou to latky, které ovliviiji renin-angiotenzinovy systém.

Snizuji Gmrtnost i u vysoce rizikovych pacienti.[2]

2.1 Chemické vlastnosti:

Chemické struktury a chiralita:

V literatuie se zatim vyskytuje jedina klasifikace chemickych struktur ACE inhibitora. Prvni
tfida zahrnuje 1é¢iva obsahujici sulthydrylovou skupinu ( napi. CAP a jeho analogy), druha
zahrnuje lé¢iva na bazi karboxyalkyldipeptid ( napi. ENA a jeho analogy) a tieti tfida- 1éCiva
obsahujici atom fosforu (FOS). V soucasnosti bylo navrzeno dalsi kritérium. Vyvazengjsi
rozdéleni je zalozeno na vymezeni tfi hlavnich spole¢nych struktur. ACE inhibitory jsou
déleny do tii skupin: derivaty prolinu (1.skupina), N-[(1-methyl-2-oxo)ethyl]glycinethylesteru
(2.skupina) a ethyl-2-amino-4-fenylbutyratu (3.skupina).
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Obrazek 1: skupina 1 skupina 2 skupina 3

Kazda prislusnad molekula slouceniny obsahuje alespon 2 centra chirality, ktera se nachazeji

v zakladni struktufe i v postrannich fetézcich. Bylo zjisténo, Zze S- sterecizomery jsou
biologicky aktivni, zatimco R- stereoizomery nevykazuji Zadnou inhibi¢ni ¢innost. Proto musi
byt stereoizomerni Cistota béhem syntézy 1€¢iv piisné monitorovana, napf. metodou HPLC.

S ohledem na to, ze vSechna tato 1éCiva jsou z pohledu chemické struktury karboxylové
kyseliny, nebo piipadné jejich soli, bude se toto projevovat i v jejich elektroforetickych
vlastnostech. Karboxyskupina bude po rozstépeni fetézce vykazovat zaporny naboj a to se

projevi v rychlosti jejich migrace.
Cis/trans izomerie:

Vliv cis a trans izomerie na chromatografické chovani ACE inhibitord ( LIS, ENA) byl
popsan Tsakalovem a spol. a Kocianem a spol. Konfigurace prolinovych vazeb LIS a ENA
molekul mtize byt cis, nebo trans. Obecné je u peptidi preferovana konfigurace trans, ale

v latkach, které obsahuji prolin, pravdépodobné nastane cis konfigurace. Vzajemna pfeména
cis a trans izomeru se mize odehrat v disledku sniZzené energetické bariéry, ale rotace kolem
peptidové vazby je omezena z ditvodu ¢astecného charakteru dvojné vazby. Béhem
chromatografické separace ENA a podobnych slou¢enim miiZze vzajemna preména izomeri
ovlivnit tvar piku, nebo dokonce pik rozstépit. To pak mize vést k chybné interpretaci. Udava
se, ze tvar piku siln¢ zavisi na teploté, pH a pritokové rychlosti mobilni faze: ACE inhibitory

eluuji jako jeden ostry pik pii vysoké teploté kolony ( 80°C) a nizkém pH (2). [3]

2.2 Farmakologie:

Inhibici enzymu konvertujiciho angiotensin tyto latky brani preméné netcinného
angiotenzinu | na vysoce u¢inny angiotenzin II, dale brani rozpadu bradykininu a tim zvySuji
jeho koncentraci a Gc¢inek. Bradykinin je vSak spole¢né se substanci P pravdépodobné
odpovédny za jejich nezddouci Gi¢inky, ¢imz jsou suchy kaSel a angioneuroticky edém.

Vysledny efekt piisobeni ACE inhibitort je tedy vyrazny pokles periferni cévni rezistence,



mirny venodilatacni u¢inek a pokles plazmatické koncentrace aldosteronu. Inhibitory ACE

poklesem tlaku vSak nezvySuji baroreceptory zprosttedkované zrychleni srde¢ni akce, zvyseni

srde¢niho vydeje, ani zvySeni myokardialni kontraktility. Nemaji zddné metabolické Gcinky,

¢imz neovliviuji sérové lipidy a glycidy. [2]

Captopril- prvni ze skupiny ACE inhibitord byl syntetizovan v roce 1977, nasledovan dal$imi

novymi slou¢eninami podobnych Gcinki a del$imi biologickymi polocasy. Piislusné aktivni

metabolity byly zkraceny ptidanim ptfipony —at ( napi. BEN- at pro benazaprilat). CAP a LIS

jsou aktivni jako takové, vétSina ostatnich ACE inhibitorti jsou prolé€iva, kterd vyzaduji

jaterni aktivaci na farmaceuticky aktivni metabolity. [3]

Tabulka 1: Nazvy, zkratky, systematické nazvy a vzorce ACE inhibitort. [4]

Ace Zkratka | Systematicky nazev Vzorec
inhibitor
Captopril CAP (25)-1[(2S)-2-methyl-3-
sulfanylpropionyl]pyrolidin-2- HS O o
karboxylova kyselina N
)
Enalapril ENA (2S)-1-[(2S)-2{[(2S)-1-ethoxy-1- EtOOC
oxo-4-fenylbutan-2- MH 0
yllamino}propionyl]pyrrolidin-2- _;_4
CH
karboxylova kyselina HOOC 3@
Lisinopril LIS N2-[(1S)-1-karboxy-3-fenylpropyl]- NH,

L-lysyl-L-prolin




Quinapril

QUI

(35)-2-[(2S)-2-{[(2S)-1-ethoxy-1-
oxo-4-fenylbutan-2-
yllamino}propionyl]-1,2,3,4-
tetrahydroisochinolin-3-karboxylova

kyselina

Trandolapril

TRA

(2s,3aR,7aS)-1-[(2S)-2-{[(2S)- 1-
ethoxy-1-oxo-4-fenylbutan-2-
yllamino}propionyl]-oktahydro-1H-

indol-2-karboxylova kyselina

Ramipril

RAM

(2S,3aS,6aS) )-1-[(2S)-2-{[(2S)- 1-
ethoxy-1-oxo-4-fenylbutan-2-
ylJamino}propionyl]-
oktahydrocyklopenta[b]pyrrol-2-

karboxylova kyselina

Fosinopril

FOS

(2S,4S)-4-cyklohexyl-1-(2-{[2-
methyl-1-(propionyloxy)propoxy](4-
fenylbutyl)fosforyl}acetyl)pyrrolidin-

2-karboxylova kyselina
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Benzapril

BEN

2-[(3)-3-{[(2S]- 1-ethoxy-1-ox0-4-
fenylbutan-2-ylJamino}-2-oxo-
2,3,4,5-tetrahydro-1H-1-

benzazepinl-yljoctova kyselina

Moexipril

MOE

(39)-2-[(2S)-2-{[(2S)-1-ethoxy-1-
oxo-4-fenylbutan-2-
yllamino}propionyl]-6,7-dimethoxy-
1,2,3,4-tetrahydroisochinolin-3-

karboxylova kyselina

Cilazapril

CIL

(1S,9S) {[(2S)-1-ethoxy-1-0x0-4-
fenylbutan-2-ylJamino}-10-oxo-
oktahydro-1H-pyridazino[1,2-
a][1,2]diazepine-1-karboxylova

kyselina

Imidapril

IMI

(4S5)-3-[(2S)-2-{[(2S)-1-ethoxy-1-
oxo0-4-pentylbutan-2-
yllamino}propionyl]-1-metyl-2-
oxoimidazolidin-4-karboxylova

kyselina
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Delapril DEL 2-[(2S)-N-(2,3-dihydro-1H-inden-2- S
yl)-2-{[(2S)-1-ethoxy-1-0x0-4- o
fenylbutan-2-ylJamino}propanamid] @—\_2'10
octova kyselina

HN
0
N O
OH
Perindopril | PER "H-indol-2-karboxylova kyselina »
O
o
[_NJH
o
H
M (D
oH
H

Spirapril SPI (8S)-0-[(2S)-2-{[(2S)-1-ethoxy-1- o 0
oxo-4-fenylbutan-2- © NH jo \
ylJamino}propionyl]-1,4-dithio-7- F <N OH
azaspiro[4.4]nonan-8-karboxylova d
kyselina s =

\/

Temocapril | TEM [(2S)-6-{[(1S)-1-(ethoxykarbonyl)-3- O
fenylpropyl]amino}-5-oxo-2-(2- Ho}l\\N 0
thienyl)-1,4-thiazepan-4-yl] octovéa [ }NH

. 5.
kyselina Q i S o VAR
D—\\ —
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Zofenopril | ZOF (4S)-1-[(2S)-3-(benyoylthio)-2- .

methylpropionyl]-4-(fenylthio)-L- O : S
_ o W
prolin N 0

3. Stanoveni ACE inhibitoru:

V diive popsanych testech byla pro stanoveni ACE inhibitori pouzita Siroka skala
bioanalytickych technik. V piedchozich studiich ( 80. Léta a zacatek 90. let) byly pouzivany
enzymatické metody a radioimunoanalyza. Ac¢koli velmi citlivé, byly tyto metody velmi drahé
a k dosazeni zadouci ptesnosti byla nutna trojita analyza vzorku. Navic bylo obtizné uréit
prolécivo a koncentraci metabolitu v jedné analyze.

Naproti tomu, mnoho HPLC testti s UV-VIS, fluorescencni, elektrochemickou a
voltametrickou detekci v tomto sméru dosahovalo lepSich vysledkd. Vétsina z nich vSak
vyzadovala sloZitou predpiipravu vzorku a ¢asové naro¢nou chromatografickou separaci.
Hlavni nevyhodou byla ale citlivost, kterd obvykle nebyla dostacujici pro farmakokinetické
studie.

Byly také publikovany prace vyuzivajici tenkovrstvou radiochromatografii a kapilarni
elektroforézu s laserem indukovanou fluorescen¢ni detekci.

Od samého zacatku byly pro uréeni ACE inhibitorti v biologickém materialu $iroce pouzivany
tandemové hyphenacni techniky. Pouziti GC-MS a LC-MS nejenze v mnoha bioanalytickych
laboratotich nahradilo nebezpecné a drahé radioaktivni znaceni sloucenin, ale také umoznilo
soubézné stanoveni proléciva a jeho metabolitii. Metoda GC-MS byla pouzita pro analyzu
1é¢iv v roce 1980. GC-MS poskytla spolehlivé vysledky, ale stale zahrnovala ptedpiipravu
vzorku a to jak jeho extrakci, tak i naro¢né derivatizacni kroky.

Metoda hmotnostni spektrometrie ve spojeni s kapalinovou chromatografii ( MS-LC) byla
prvné pro stanoveni ACE inhibitorti pouzita v roce 1999. Mezi hlavni diivody pro pouziti
LC-MS v bioanalyze byla lepsi selektivita a citlivost, z niz vyplynulo zjednoduSené

predcisténi vzorku i kratsi doba analyzy.
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Predpiiprava vzorku:

Prestoze je hmotnostni detekce velmi selektivni, nelze ipln€ vynechat ptipravu vzorku.
NejenZe z komplexu biomatrice odstranime interferujici endogenni latky, ale také miiZzeme
zvysit koncentraci analytu. D4 se konstatovat, ze GC-MS metoda vyzaduje rozsahlejsi
predcisténi vzorku. Analyty vétSinou vyzaduji derivatizacni preménu do tékavé a tepelné
stabilni molekuly. Postupy piipravy vzorkli popsané u témeér poloviny metod jsou komplexni,
zahrnuji extrakci mezi dvé nemisitelné kapaliny (LLE), vysrazeni proteint, extrakci na tuhé
fazi ( SPE) a sloupcovou chromatografii, vS§echny kombinované v rizném potadi. Nejvice se

pouziva SPE nasledovana derivatizaci, dale LLE v kombinaci s derivatizaci.

Nejcastéji pouzivané naplné u HPLC jsou zaloZeny na oktadecylu a na principu HLB, dalsi
napfiklad na cyklohexylu. Analyty jsou obvykle eluovany metanolem. V nékterych ptipadech
byla u LC-MS pouzita precipitace proteinti a LLE. Nejpouzivangjsi organické rozpoustédlo
pro LLE je ethylacetat ( dale diethylether, dichlormethan, dichlorethan, isopropanol,

hexan,toluen...). [3]

4. Stanoveni perindoprilu a enalaprilu:

4.1 Chromatografie:

Chromatografie je rozdélovaci separacni metoda, pii niz se odd¢€luji slozky obsazené ve
vzorku. Svym urcenim je to predevsim kvalitativni a kvantitativni analyza vzorku. Vzorek se
vnasi mezi dveé nemisitelné faze- stacionarni, kterd je nepohybliva a mobilni, ktera je
pohybliva. Vzorek je umistén na zacatek stacionarni faize a pohybem mobilni faze pres fazi
stacionarni je touto soustavou unasen. Slozky vzorku jsou béhem pohybu zachycovany na
stacionarni fazi a tim dochazi ke zpomaleni jejich pohybu. Vice jsou zachycovany slozky
vzorku, které jsou stacionarni fazi poutany silné€ji. Tim se slozky od sebe postupné separuji.

Ze stacionarni faze se eluuji diive ty analyty, které jsou méné zachycovany. [5]
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LC:

V kapalinové chromatografii je mobilni fazi kapalina. Jsou vyuzitelné v§echny mozné
mechanismy separace: adsorpce, rozd€lovani na zédkladé rizné rozpustnosti, iontova vymena,
molekulové sitovy efekt nebo specifické interakce v afinitni chromatografii. Dle uspofadani

stacionarni faze rozlisSujeme kolonovou a tenkovrstvou ¢i papirovou chromatografii. [5]

GC:

Vzorek se davkuje do proudu plynu, ktery jej dale unasi kolonou. Proto se mobilni faze
nazyva nosny plyn. Aby vzorek mohl byt transportovan, musi se ihned pfeménit na plyn.

V koloné¢ se slozky separuji na zakladé rizné schopnosti poutat se na stacionarni fazi. Slozky
opoustéjici kolonu indikuje detektor. Signal z detektoru se vyhodnocuje a z ¢asového pribéhu

intenzity signalu se ur¢i druh a kvantitativni zastoupeni slozek. [5]

HPLC:

Aparaturou protéka mobilni faze, ktera je ze zasobnich lahvi vedena ptes vysokotlakou
pumpu do kolony, z ni do detektoru a dale pak do odpadu. Davkovacem je do proudu mobilni
faze nadavkovan vzorek (fadoveé n€kolik malo pl). Vzorek je unasen mobilni fazi do kolony,
kde dochazi k separaci jednotlivych slozek. Vystup z kolony vede do detektoru, kde jsou
jednotlivé slozky detekovany. Signal z detektoru je zaznamenavan pomoci PC a tisknut

v podob¢ chromatogramu. [6]

Stanoveni perindoprilu a enalaprilu pomoci chromatografie:

Pro stanoveni perindoprilu a jeho aktivniho metabolitu perindoprilatu ve vzorcich lidské
plasmy byla vyvinuta vysokoucinnd bioanalyticka metoda zaloZen4 na extrakci na tuhé fazi
(SPE) a kapalinové chromatografii tandemové spojené s hmotnostni spektrometrii (LC-
MS/MS). Jako vnitini standard (IS) je pouzit ramipril, dalsi ze skupiny ACE inhibitord.
Extrakce perindoprilu, perindoprilatu a ramiprilu z plasmy zahrnuje oSetieni kyselinou
fosfore¢nou, nasledované SPE na zaklad¢ hydrofilni a lipofilni rovnovéhy. Eluat je bez suSeni
analyzovan LC-MS/MS systémem, vybavenym zdrojem turbo iontového spreje (TIS).
Celkovy chromatograficky cas byl 1,5 minuty s reten¢nimi ¢asy 0,33 min pro perindopril,
0,35 min pro perindoprilat a 0,30 min pro ramipril.

Metoda byla validovana ve vzorku lidské plasmy s citlivosti 0,5 ng/ml ( RSD, 7, 67%) pro
perindopril a 0,3 ng/ml ( RSD, 4,94%) pro perindoprilat. Navratnost metody je 78,29% pro
perindopril, 76,32% pro perindopriliat a 77,72% pro IS. Korela¢ni koeficient r=0,9998 a
0,9996. [7]
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Metoda kapilarni plynové chromatografie je zalozend na derivatizaci perindoprilu
pentafluorbenzylbromidem v acetonu, za pouziti uhlic¢itanu draselného jako katalyzatoru. Za
optimalnich podminek byl vysoce polarni a net€kavy perindopril derivatizovan do vhodného
chromatografického stavu. Vzorek byl separovan na kapilarni koloné a detekovan

plamenovou ionizaci. [8]

Perindopril mé dvé hlavni cesty degradace: hydrolytickou a cykliza¢ni. Metoda je zaloZena na
stanoveni degradacnich rychlosti pouzitim mikrokalorimetrie a HPLC.

Mikrokalorimetr, pracujici v izotermdlnim modu a HPLC systém s UV detekci se pouziji pro
charakterizaci vodnych roztokt perindoprilu a pro stanoveni jejich stabilit. V roztocich
analytu o rtiiznych hodnotach pH byly za raznych teplotnich podminek méfeny koncentrace a
degradacni produkty. Béhem degradace je vyprodukované teplo méfeno mikrokalorimetrem
jako funkce teploty a pH. Z namétenych dat byla ur¢ena zména entalpie a rychlost reakce.
HPLC systém méti koncentrace perindopriu a jeho degradacnich produktt v zavislosti na
case.

Bylo zjisténo, ze pti pH 6,8 ma perindopril jedinou degradac¢ni cestu a to hydrolyzu. [9]

Pro stanoveni enalaprilu a jeho hlavniho aktivniho metabolitu enalaprilatu v plasmé byla
vyvinuta rychld, jednoduchd a specifickd metoda na bazi kapalinové chromatografie-
ionizace elektrosprejem- hmotnostni spektrometrie ( LC-ESI-MS). Jako vnitini standard byl
pouzit benzapril. V plasmé byly acetonem vysrazeny proteiny a byla zcentrifugovana.

Hmotnostni spektra byla méfena v ESI a APCI pozitivnim i negativnim modu. [10]

Rychla, citliva a vysoce selektivni metoda pro soucasné stanoveni enalaprilu a enalaprilatu
Vv lidské plasmé je kapalinova chromatografie tandemové spojena s hmotnostni spektrometrii.

Analyty jsou ze vzorku plasmy separovany metodou LLE. [11]
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Pro separaci enalaprilu ze vzorkl plasmy s minimalni ptedptipravou vzorku lze pouzit
reverzni kapalinovou chromatografii ve spojeni s ionizaci elektrosprejem a hmotnostni

spektrometrii. Detek¢éni limit metody je 1 ng/ml. [12]

Metoda HPLC lze pouzit i pro nepiimé stanoveni enalaprilu ve vzorcich lidské plasmy. ACE
inhibitor byl ur¢en reakci s hippuril-histidil-leucinem za vzniku kyseliny hippurové, jez je

nepiimo umérna obsahu enalaprilu v plasmé. [13]

Citliva a rychla metoda pro kvantifikaci enalaprilu a enalaprilatu v plasmé je zalozena na LC-
MS-MS kombinované s rychlou extrakci na pevné fazi, ktera nasleduje po ptidani vnitiniho
standardu do vzorku. Extrakty jsou analyzovany metodou HPLC. Souc¢asna detekce enalaprilu
a enalaprilatu je provadéna metodou MS v mRM modu. Rozmezi koncentraci je 0.2 az 1.0

ng/ml. [14]

Enalaprilat 1ze stanvit také pomoci reverzni vysokoucinné kapalinové chromatografie s UV
detekci. Metoda stanoveni dava linearni odpovéd’ pies koncentraci 1,200 pg/ml s ptesnosti

97,35 +/- 4,93%. Koncentra¢ni rozmezi se pohybuje mezi 0,125 a 0,5 pg/ml. [15]
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Tabulka 2: Prehled GC a HPLC metod stanoveni perindoprilu a enalaprilu
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4.2 Prutokové metody:

FIA:

Priitokova injek¢ni analyza je kinetickd metoda, pfi niZ je miseni vzorku a ¢inidla neuplné a
chemicka reakce nedosahuje rovnovahy. Malé objemy vzorki jsou postupné injektovany
pomoci davkovaciho ventilu s vyménitelnou smyc¢kou do proudu ¢inidla. Ziskany signal je
nestacionarni, ma tvar nesymetrického piku. Vyhodnocovat lze vysku piku, plochu piku, sitku
piku ve zvolené vySce, dobu od nadavkovani vzorku po maximum piku. Diky aspiraci
presného objemu vzorku a presnému dodrzovani experimentalnich podminek ma tato metoda

vysokou reprodukovatelnost. [16],[17]

SAMPLE
PUMP
UV-vis
| MIXING COIL DETECTOR
T\
CARRIER

Obrazek 2 : Systém FIA. [16]
SIA:

Sekvenéni injek¢ni analyza byla odvozena od FIA, obé metody jsou si podobné, avSak SIA
predstavuje samostatny pfistup k analyze v pratokovém uspofadani. V metod¢ SIA je
davkovaci ventil s vyménitelnou smyckou nahrazen obvykle 6 az 10 pozi¢nim selekénim
ventilem. Jako Cerpadlo se nejcastéji pouziva mikropistova pumpa pohanéna piresnym
krokovym motorem. Nosny roztok spolecné s ¢inidlem proudi skrz selek¢ni ventil do reakéni

civky, soucasné unasi zonu vzorku a dochazi k reakci mezi vzorkem a ¢inidlem. [17]
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Obrazek 3: Systém SIA. [16]

Amperometrické biosenzory:

V amperometrii je na pracovni elektrodu vlozen konstantni potencial a méfi se proud, ktery ji
protéka v zavislosti na ¢ase. V pritomnosti analytu je velikost tohoto proudu mirou jeho
koncentrace. Potencial pracovni elektrody je zvolen tak, aby ji tekl limitni proud analytu.
Jedna se o metodu odvozenou od metod voltametrickych a polarografickych a lze pouzit

stejnou instrumentaci. [18]

Stanoveni perindoprilu priutokovou injekéni analyzou a amperometrickym biosenzorem:
Priatokové metody ( FIA, SIA) jsou dobrou alternativou chromatografie pro stanoveni S a R
enantiomerd. Hlavni vyhoda oproti chromatografii spoc¢iva ve vysoké presnosti, citlivosti a
spravnosti, bez nutnosti slozité ptedptipravy vzorku a v nizsi cené analyzy. [19]

Pro soucasné stanoveni S- a R- perindoprilu se uzivaji 2 metody: pritokova injek¢ni analyza
(FTA) a sekvencni injek¢ni analyza (SIA). SIA systém je ucinnéjsi diky vyssi pfesnosti,
spravnosti a nizsi spotieb¢ vzorku a pufru. Systém zanalyzuje ptiblizné 30 vzorkl za hodinu.
Jako detektor byl pouzit amperometricky biosenzor, zalozeny na enzymu oxidéza L-
aminokyselin (L-AAOD), ktery je diky své vysoké citlivosti a enantioselektivité idealni
detekéni zafizeni pro stanoveni S-perindoprilu injek¢ni pritokovou analyzou. [20]
Biosenzor obsahuje 2 elektrody, které byly zhotoveny smisenim parafinového oleje a
grafitové pasty, do jedné ptidan roztok enzymu L-AAOD a do druhé D-AAOD. Elektricky
kontakt zajistuje stiibrny dratek v grafitove paste.

V obou systémech byla pouzita optimalni pritokova rychlost 3,61 ml/min. [19]

21



Elektroda se ukazala byt velmi uzite¢na pro testy Cistoty enantiomerti S-perindoprilu urované
chronoamperometricky. Vyslednd navratnost testu byla 99,92% a smérodatna odchylka 0,36%
(n=10). [20]

Stejnou metodu lze pouzit i pro stanoveni enantiomert enalaprilu.

=)

<

~

; SAMPLE

%.E mL/min

e = v

30 3.90 S-Pd R-Pd

2o /\/\:-( Cell Cell

P 1.40 30 uL

% l

2 2.00 >WASTE Y]
PUMP WASTE

Obrazek 4: Schéma systému FIA pouzitého ke stanoveni S- a R- perindoprilu. [19]

Chemiluminescen¢ni metoda vyuZivajici pritokovou injekéni analyzu 1ze vyuzit k rychlému a
velmi citlivému stanoveni enalaprilu. Metoda je zaloZzena na CL reakci enalaprilu s tris(2,2'-
bipyridyl) rutheniem a manganistanem draselnym Vv kyselém prosttedi. Toto stanoveni bylo
uspesné aplikovano v analyze enalaprilu obsazeného jak v tabletach, tak v biologickych

tekutinach. [21]

4.3 Spektrofotometrie:

Molekuly maji schopnost pohlcovat elektromagnetické zateni pouze urcitych vinovych
délek. Je to dano tim, ze mohou existovat v urcitych kvantovych stavech, které se lisi
obsahem energie. Jestlize ma molekula prejit ze stavu s nizsi energii do stavu s energii vyssi,
musi absorbovat zatfeni o frekvenci v, ktera pravé odpovida rozdilu energii mezi
energetickymi hladinami Ep a Eq obou kvantovych stavii podle Bohrovy frekven¢ni
podminky:

AE=Ep-Egq=hv=hc/i;

kde c je rychlost svétla, A vinova délka a h je Planckova konstanta.

Pii absorpénim meéteni je ze vstupujiciho toku zafeni @0 ¢ast absorbovana vzorkem
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(absorbovany zativy tok ®A) a v idedlnim pripadé zbytek projde a je zaznamenan jako
vystupujici zativy tok @. [22]

Absorbance je velicina, ktera se vyuziva ve fotometrii a spektrofotometrii. Udava, jak mnoho
svétla bylo pohlceno méfenym vzorkem. Absorbance je bezrozmérné veli¢ina. Lze vyjadifit
Lambert-Beerovym zakonem, ze kterého vyplyva, Ze absorbance je pifimo

umérna koncentraci absorbujici latky. [4]

@, .
&

 —— .
zafivy tok zativy  tok
vstupujici vystupujici

& zafivy  tok
absorbovany

Obrazek 5: Spektrofotometrie

Atomova absorp¢ni spektrometrie:

Podstatou metody je absorpce vhodného elektromagnetického zateni volnymi atomy

V plynném stavu. Absorbovat se bude zaieni, které spliiuje podminku E1-Eg=hc/A;,
E2-Eo=hc/\; atd. kde Eg je energie zakladni hladiny a E; E; atd. jsou energie excitovanych
hladin. [5]

Jako dalsi moznost stanoveni perindoprilu a ramiprilu 1ze pouzit spektrofotometrii a atomova
absorp¢ni spektrometrii. Latky byly stanovovany ve farmaceutickych ptipravcich ( tabletach).
Spektrofotometrickd metoda je zaloZena na tvorbé ternarniho komplexu pfislusného léciva

s Cu?" a eosinem, ktery je extrahovan do chloroformu. Za optimalnich podminek vykazoval
komplex absorpéni maximum pii 535 nm. Koncentra¢ni rozmezi 10-60 pg/ml pro perindopril
a 20-100 pg/ml pro ramipril.

Metoda atomové absorp¢ni spektrometrie byla stanovenim obsahu médi v extrahovaném

komplexu pouzita pro zvyseni Citlivosti analyzy. [23]
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Podobné je stanoveni enalaprilu. Metoda je také zaloZena na spektrofotometrii a atomové
absorp¢ni spektrometrii a na tvorbé ternarniho komplexu.

Ternarni komplex ( méd’, eosin a enalapril) byl méfen dvéma metodami. Prvni je extrakce
chloroformem a proméfeni pti 533.4 nm. Rozmezi koncentraci se pohybovalo mezi 56 a 112
pg/ml. Druhd metoda je zalozena na pfimém méfeni po ptidani etylceluldzy pii 558.8 nm.
Koncentra¢ni rozmezi 19-32 pg/ml.

K této problematice existuje vice studii, které jsou provedenim velmi podobné, lisi se

slozenim ternarnich komplexd. [24]

Tabulka 3: Spektrofotometrické stanoveni

Ternarni komplex Metoda Absorp¢ni Rozmezi Citace
maximum koncentraci
M¢éd’.eosin.perindopril/ramipril | Extrakce 535 nm 10-60 pg/ml [23]
chloroformem (perindopril)
20-100 pg/ml
(ramipril)
Meéd’.eosin.enalapril Extrakce 533.4 nm 56-112 pg/ml | [24]

chloroformem

Pfimé méfeni | 558.8 nm 19-32 pg/ml | [24]
po pridavku

etylcelulozy

Jednoduchd, rychld, pfesnd a velmi citliva spektrofotometrickd metoda je zalozena na reakci
1é¢iva perindopril jako donoru elektronu s 2,3-dichloro-5,6-dikyano-p-benzochinonem
(DDQ), 7,7,8,8-tetrakyanodimethanem (TCNQ), tetrakyanoethylenem (TCNE),
chloranilinem (CL) a p-chloranilinovou kyselinou, jako s akceptory m-elektrond. Vysledkem
reakce jsou riazné barevné produkty. Absorbance barevnych produktti byla
spektrofotometricky proméfena pii 588, 843,419, 550 a 520 nm. Pfi stanoveni byl pouzit
spektrofotometr Shimadzu UV 260. Koncentra¢ni rozmezi 20—200 mg/ml.

Reakce DDQ s perindoprilem dava oranzovo-Cerveny produkt, vykazujici 3 absorpéni

maxima: pii 588, 547 a 450 nm. Pfi vlastnim stanoveni byla mé&fena absorbance pti 588 nm.
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Roztok perindoprilu a TCNQ dava intenzivni modré zbarveni a zpisobuje charakteristické

absorp¢ni pasy s dlouhymi vinovymi délkami a ¢etnymi vibracnimi maximy v elektronovém

spektru.

Perindopril a TCNE dava Zluty komplex s 2 maximy pti 390 a 419 nm.

Reakce perindoprilu s CL a p-CA dava fialovo-oranzovo-¢ervené produkty s absorpénimi

maximy pii 550 a 530 nm. [25]

Tabulka 4: Spektrofotometrické podminky

Akceptor 7- Absorp¢ni Barevny produkt | Detekce Citace
elektronu maxima
DDQ 588 (547,450) Oranzovo- VIS [25]
nm cerveny
TCNQ Vibra¢ni Modry VIS [25]
maxima
Vv elektronovém
spektru
TCNE 390,419 nm Zluty VIS [25]
CL 550,530 nm Fialovo- VIS [25]
oranzovo-
cerveny
p-CA 550,530 nm Fialovo- VIS [25]
oranzovo-
cerveny
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Obrazek 6: Absorp¢ni spektra reakénich produktt perindoprilu (60 mg/ml) s DDQ (a), TCNQ

(b), TCNE (c), CL (d), p-CA (e) a odpovidajici slepé vzorky proti acetonitrilu[24].

Kineticka spektrofotometrie je jednoducha a citlivd metoda pro stanoveni perindoprilu ve
farmaceutickych ptipravcich. Je zalozena na interakcei 1-chlor-2,4-dinitrobenzenu ( CNDB) s
analytem v dimethylsulfoxidu ( DMSO) pii teploté 40 +/- 1°C. Pribéh reakce je sledovan
spektrofotometrickym métfenim zmény absorbance pii vinové délce 420 nm. Za
optimalizovanych podminek a v rozmezich koncentraci 20 — 140 pug/ml se kalibraéni kiivka

jevila jako linearni zavislost.
Aktivaéni parametry:Ea= 27,31 kJ/mol, AH= 24,69 kJ/mol, AS= -138,84 kJ/mol, AG= 61,50
kJ/mol. [26]
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5. Zavér:

Resersni prace je ¢lenéna do nékolika oddili. Postupné jsou vypsany staté o vzorcich
biologického materialu, farmakologickych a chemickych vlastnostech ACE inhibitort a
zpusobtl jejich separace. Nakonec jsou uvedeny konkrétni ptiklady analytickych separaci

1é¢iv perindopril a enalapril.
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