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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra analytické chemie

Kandidat: Agata Birkova

Skolitel: PharmDr. Ludmila Matysova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Optimalizace a vyvoj HPLC metody pro stanoveni diklofenaku

sodného a jeho degradaé¢niho produktu v tabletach

V této diplomové praci byla optimalizovdna a validovana HPLC metoda pro stanoveni
diklofenaku sodného (DF) a jeho degradac¢niho produktu 1-(2,6-dichlorfenyl)indolin-2-onu
antipyretickymi ucinky. Degradacni produkt DPIl vznikd v Iékovych formach pii del§im
skladovani, zejména po expozici svétlem a teplem. Pfi vyvoji metody se vychazelo z metody
vyvinuté na Farmaceutické fakult¢ Univerzity Karlovy pro stanoveni DF, jeho degrada¢niho
produktu a konzervaénich latek v topickém emulgelu. Metoda byla optimalizovana pro
stanoveni V tabletach. Byla zvolena monoliticka kolona Chromolith® Performance RP-18e
(100x3 mm, Merck) a vnitini standard flurbiprofen. Mobilni fazi ptedstavovala smés methanolu
a vodného roztoku kyseliny fosfore¢né o pH 2,5 v poméru 65:35 s prutokem 1 ml/min. Detekce
probihala pii 254 nm UV detektorem. Byla testovana téinnost chromatografického systému a
metoda byla validovana. Byly ovéfeny tyto parametry: piesnost metody (relativni smérodatna
odchylka RSDy, pro DPI 0,96%, pro DF 0,46 %), linearita (linearni zavislost pro DPI prokazana
v koncentraci 0,05-0,5 mg/ 100 ml, rovnice regresni ptimky y = 0,4202x + 0,0019, R = 0,99978,
pro DF 10-35 mg/ 100 ml, y = 0,2788x — 0,09, R = 0,99951), spravnost (pouze pro DF metodou
standardniho ptidavku s RSDy, 0,90% a hodnotou vytéznosti v rozmezi 100,51 az 102,78), pro
degradaéni produkt DPI byla stanovena nejnizsi detekovatelna koncentrace 0,0028 mg.1™ a jako
kvantitativni limit koncentrace 0,0095 mg.I".Dale byla testovana robustnost a selektivita. Dle
vysledku validace lze usuzovat, Ze metoda poskytuje presné a spravné vysledky a je vhodna pro
stanoveni diklofenaku sodného a jeho degradac¢niho produktu v ptipravku Veral tablety. Vyuziti

monolitické kolony snizilo ¢as analyzy o 75 % (ptvodni metoda < 17 min, nyni < 4 min).



ABSTRACT

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Analytical Chemistry

Candidate: Agata Birkova

Supervisor: PharmDr. Ludmila Matysova, Ph.D.

Title of Diploma Thesis: Optimization and validation of HPLC method for the
determination of sodium diclofenac and its degradation product in tablets

This diploma thesis deals with the optimisation and the validation of the HPLC method
determination of sodium diclofenac (DF) and its degradation product 1-(2,6-dichlorphenyl)-
indolin-2-on (DPI) in tablets. DF is a non-steroidal anti-inflammatory drug with analgesic,
antipyretic and anti-inflammatory effects. The degradation product DPI has been produced in
formulations after a long-term storage, especially after exposure to light or heat. The method
development was based on a method created by the Pharmaceutical Faculty of Charles
University for the determination of DF, its degradation product and preservatives in topical
emulgel and the method was optimised for determination of DF and DPI in tablets. The
monolithic column Chromolith® Performance RP-18e (100x3 mm, Merck) and flurbiprofen as
an internal standard were chosen. The mobile phase was prepared of methanol and aqueous
solution of phosphoric acid (pH 2,5) in the ratio of 65:35 and the flow rate of 1 ml/min. An UV
detector at 254 nm was used. The suitability of chromatographic system was tested and the
method was validated. The following parameters were verified: accuracy (relative standard
derivation RSDy, 0,96% for DPI, 0,46% for DF), linearity (linear dependence for DPI was
demonstrated in range of 0,05-0,5 mg/100 ml, regression line y = 0,4202x + 0,0019,
R =0,99978, for DF on 10-35 mg/100 ml, y = 0,2788x - 0,09, R = 0,99951), precision (only for
DF, recovery in range of 100,51-102,78%, RSDy, 0,90%), the limit for detection (0,0028 mg.I™)
and limit of quantitation (0,0095 mg.I") was determined for the degradation product. The
robustness and selectivity were also tested. According to the results of validation, the method
provides precise and accurate results and it is suitable for the determination of sodium
diclofenac and its degradation product in Veral tablets. The use of monolithic column reduced

the time of analysis by 75% (the original method < 17 min, now < 4 min).



SEZNAM ZKRATEK

ACN Acetonitril

APCI Chemicka ionizace za atmosférického tlaku
ATC Anatomicko-terapeuticko-chemicka klasifikace 1é¢iv
COX Cyklooxygenaza

CZE Kapilarni zénova elektroforéza

CL Cesky lékopis

CSAV Ceskoslovenska akademie véd

DAD Diode array detector

DF Diklofenak sodny

DPI 1-(2,6-dichlorfenyl)indolin-2-on

EME Elektromembranova extrakce

ESI lonizace elektrosprejem

GC Plynové chromatografie

GLC Chromatografie (separace) kapalina — plyn
GPC Gelova chromatografie

GSC Chromatografie (separace) pevna latka — plyn
FoP Fosforec¢nanovy pufr

FTIR Fourier transform infrared (spectroscopy)
HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie
HPTLC Vysokou¢inna tenkovrstva chromatografie
IBU Ibuprofen

IEC Iontové vyménna chromatografie

IS Vnitini standard

LC Kapalinova chromatografie

LLC Chromatografie (separace) kapalina — kapalina
LSC Chromatografie (separace) kapalina — pevna latka
MeOH Methanol



MF
MS
NK
NP
NSAID
ORL
PC
PEEK
PTFE
RF
RSDy,
SAC
SD
SF
SFC
SPC
SSRI
SUKL
TEA
THF
TLC
UHPLC
uv

a-CD

Mobilni faze

Hmotnostni spektrometrie

Nukleova kyselina

Systém normalnich fazi

Nesteroidni antiflogistikum
Otorhinolaryngologie

Papirova chromatografie
Poly(ether-ether-keton)
Polytetrafluorethylen

Systém reverznich fazi

Relativni smérodatna odchylka
Salicylova kyselina

Smérodatna odchylka

Stacionarni faze

Chromatografie s nadkritickymi tekutinami
Souhrn udajt o pripravku

Selektivni inhibitor zpétného vychytavani serotoninu
Statni ustav pro kontrolu 1é¢iv
Triethylamin

Tetrahydrofuran

Chromatografie na tenké vrstve
Ultrat¢inna kapalinova chromatografie
Ultrafialova oblast spektra
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1 UVOD

Metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) je, stejné jako ostatni
chromatografické metody, zaloZena na rozdilu v distribuci latek mezi dvé vzajemné nemisitelné

faze, z nichz mobilni fazi je kapalina, ktera prostupuje stacionarni fazi tvotici napli kolony [1].

HPLC a zejména pak jeji modifikace za pouziti reverznich fazi je nejpouzivangjsi technikou,
umoznujici analyzu Sirokého spektra vzorkli — od anorganickych iontl pfes polymerni
slouceniny az po slozité smési pfirodnich latek. Pro analyzu 1éCiv se pouziva velmi Casto
predevsim proto, ze jako separaéni metoda umoznuje jak kvalitativni, tak kvantitativni
hodnoceni separovanych slozek s vysokou selektivitou, citlivosti a v kratkém ¢ase. Pro analyzu

sta¢i velmi malé mnozstvi vzorku a cely proces je mozné pln¢ automatizovat [1, 2].

Diklofenak sodny (DF) je nesteroidni antiflogistikum, derivat kyseliny octové, inhibujici obé
formy cyklooxygenazy (COX-1 a COX-2), coz zpusobuje inhibici biosyntézy prostaglandinu a
vyvolava tak analgetické, protizanétlivé a antipyretické ucinky. Je siln¢ uc¢inny a je mozno ho
podavat v nizkych davkach. Diky jeho Sirokému pouziti je znamo, Zze nezadouci ucinky se
projevuji u 12 % pacientd, travici obtize u 10 %, ¢imz se piiznivé lisi od jinych
antiflogistickych kyselin [3, 4].

Degradacni produkt 1-(2,6-dichlorfenyl)indolin-2-on (DPI) se muze vyskytnout ve

farmaceutickych formulacich pfi dlouhodobém skladovani [5].
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2 CIL A POPIS ZADANI PRACE

Cilem mé diplomové prace bylo optimalizovat a validovat HPLC metodu pro stanoveni
diklofenaku sodného a jeho degrada¢niho produktu 1-(2,6-dichlorfenyl)indolin-2-onu
Vv tabletach. Z validacnich parametri byly testovany presnost, spravnost, linearita, robustnost

a selektivita.

Teoreticka Cast prace se zabyva teorii chromatografickych metod, zejména pak HPLC,

vlastnostmi diklofenaku sodného a poskytuje struény prehled o metodach stanoveni této latky.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Chromatografické metody

Chromatografické metody jsou vysoce ucinné separacni metody, které¢ slouzi k odde€leni

stanovovanych latek ze smési a zaroven k jejich kvalitativni i kvantitativni analyze [6].

Zakladni podminkou uspéSné separace latek je odliSnost alesponi v nékterém fyzikalné-
chemickém parametru, ktery uruje miru interakce délenych latek se stacionarni nebo mobilni

fazi [7].

Separace latek je zalozena na riznych fyzikalné-chemickych principech, je jim vSak spolecné,
ze u nich dochazi k mnohonasobnému ustavovani rovnovahy soucasti analyzované smési mezi
dvéma vzajemné¢ nemisitelnymi fazemi. Pfedpokladem nestejnomérnosti rozdéleni je nestejna
afinita jednotlivych slozek k uvedenym fazim nebo jejich nestejna schopnost difundovat do nich
[6, 7, 8].

Prvni fazi je nepohybliva, stacionarni faze, ktera rliznou mirou zadrzuje jednotlivé soucasti
analyzované smési. Muze byt kapalna nebo tuha (sorbent). Druha faze je pohybliva, mobilni
faze, ktera eluuje jednotlivé soucasti ze stacionarni faze a odnasi je ve sméru toku, pfiCemz
dochazi k déleni smési. Mlze byt kapalna nebo plynna — podle skupenstvi této faze délime

metody na plynovou a kapalinovou chromatografii [6].

Pfi styku mobilni a stacionarni faze s analyzovanymi latkami dochazi k interakcim, které jsou
zékladnim ptedpokladem separace. Hybnou silou v systému je tok mobilni faze. Vlastni déleni
je zavislé na retenci (brzdici sile), ktera piisobi selektivné. Rychlost postupu latky je zavisla
na dynamické rovnovaze, ktera se ustavuje mezi vratnou sorpci na staciondrni fazi a desorpci
zpét do mobilni fize. Dochazi k nestejnému rozdélovani slozek smési mezi jednotlivé faze. Cas,
za ktery latka opusti kolonu je zavisly na tom, jak pevné se latka sorbuje na stacionarni fazi

[6, 7 8].

Chromatografickych metod je cela fada a l1ze je délit podle riznych kritérii.
3.2 Rozdéleni chromatografickych metod

3.2.1 Rozdéleni podle charakteru mobilni fize

Z hlediska charakteru mobilni faze délime chromatografii na plynovou, kapalinovou a

chromatografii s nadkritickou mobilni fazi.
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3.2.1.1 Plynovd chromatografie

Plynova chromatografie (Gas Chromatography, GC) je separa¢ni metoda, pfi niz, stejné jako u
ostatnich typt chromatografie, dochazi k déleni latky mezi dvé faze — mobilni a stacionarni,

mobilni fazi je v tomto pfipadé vzdy plyn [9].

Mobilni fazi tvoii inertni plyn, ktery transportuje slozky kolonou. Nosny plyn by se svymi
vlastnostmi mél blizit plynu idealnimu, k ¢emuz se blizi helium, je viak pomémé drahé. Casto
se uziva dusik, argon nebo vodik. Na ¢istotu plynt je kladen velky diraz, nebot’ necistoty jako
napt. voda a kyslik mohou vyvolat nezddouci interakce se sorbentem nebo analyzovanymi

latkami [10].

Stacionarnimi fazemi jsou tuhé sorbenty (GSC) a separace latek je v tomto piipadé zalozena na
adsorpci nebo sitovém efektu, nebo kapalinové filmy zakotvené na inertnich nosic¢ich (GLC),

kdy je rozdélovani mezi obé faze zaloZeno na rozpousténi [10].

Jako pevné stacionarni faze se uzivaji grafitizované termické saze, porézni polymery, silikagel
nebo aluminosilikaty. V praxi se vSak vice uplatnuji kapalné faze na nosicich, napf.

polyethylenglykoly, polypropylenglykoly, polyestery nebo polysiloxany [10].

Vzorky pro GC je nutno do kolony vpravit co nejrychleji. Kapalné vzorky musi byt zplynény
tak, aby na kolonu vstoupily v podobé par. Davkovani se provadi mikrostiikackou, ktera
propichne septum, nebo autosamplerem. Davkovat je mozné i ,,do kolony*, coZ se vyuziva pro

analyzu latek nestabilnich nad bodem teploty varu [10].

Kolony se pouzivaji bud’ napliiové, Siroké 2-5 mm, dlouhé od desitek centimetrti po nékolik
metrl, ze skla nebo z nerezové oceli, naplnéné sorbenty nebo nosici pokrytymi kapalnou fazi,
nebo kapilarni, kde je stacionarni faze rozprostiena na vnitini sténé kapilary (vnitini sténa je
nosi¢em stacionarni faze). Ty maji primér 100-700 pm, dlouhé jsou 15-100 m, vyrabéji se

z ktemenu potazeného polyamidem nebo z kovu s vnitini polyamidovou sténou [10, 11].

Detektort se uziva cela fada, jednotlivé typy se lisi jak principem a konstrukei, tak selektivitou,
citlivosti, mezi detekce a linedrnim dynamickym rozsahem. Nejpouzivangjsi je tepelné-
vodivostni detektor, ktery je univerzalni, dalsi rozsifeny je plamenovy ionizacni, vhodny pro
stanoveni vétSiny organickych latek, ptipadné jeho modifikace s alkalickym kovem (Rb,SOy,
CsBr, KCI), ktery se uziva zejména k stanoveni organickych latek s obsahem dusiku, siry nebo
fosforu. Pro stanoveni halogent je vhodny detektor elektronového zachytu, dale se uziva
heliovy ioniza¢ni detektor a hmotnostné spektrometricky detektor, pro jehoz vyhodnoceni se

uzivaji knihovny MS spekter [10].

K vyhodnoceni kvality se uZivaji retencni charakteristiky — retencni ¢as, retencni objem nebo

reten¢ni index. Ke kvantitativnimu stanoveni se jako parametr uZiva plocha pod pikem [6].
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Metoda je jednoducha, vysoce citliva, umoziuje stanovit stopové mnozstvi latek a to nejen u
plynnych vzorkt, ale i u kapalin a pevnych latek, které je mozno bez rozkladu uvést do
plynného stavu, z ¢ehoZz vypliva omezeni této metody t€kavosti a tepelnou stabilitou. Separace
touho metodou je U¢innd, rychla, postacuje malé mnozstvi vzorku, s pouzitim jednoduché

aparatury [6, 10].

3.2.1.2 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie (Liquid Chromatography, LC) umoziiuje separaci vétSiny
anorganickych i organickych latek. Na rozdil od plynové chromatografie, kde je mobilni faze
inertni a jeji role je pasivni, hraje mobilni faze v tomto typu chromatografie aktivni roli. Retence
je tedy ovlivnéna nejen vlastnostmi faze stacionarni, ale i mobilni faze. Vyhodou je i to, Ze ji lze

uzit i k separaci netékavych nebo termicky labilnich smési latek. Nevyhodou ve srovnani

vvvvvv

[10, 12].

3.2.1.3 Chromatografie s nadkritickymi tekutinami

Chromatografie s nadkritickymi kapalinami (Supercritical Fluid Chromatography, SFC) neni
prili§ rozsifenou metodou, uplatnéni nachazi pii analyze malo t€kavych nebo tepelné labilnich
latek, které nelze stanovovat plynovou chromatografii a jejichz stanoveni metodou HPLC by
bylo zdlouhavé a s nizkou ucinnosti, zejména vysokovrouci a vysokomolekularni latky jako

vosky, oligomery, polyaromatické uhlovodiky, fosfolipidy, oleje [12].

Nadkriticka tekutina vznikd zahtatim plynu nebo kapaliny na teplotu vyssi, nez je teplota
kriticka Ty, a soucasnym stlacenim na hodnotu vyssi nez je kriticky tlak py. Vznikne tak zvlastni
skupensky stav, ktery spojuje vyhody jak plynd, tak kapalin: tyto tekutiny jsou stlacitelné, l1ze
meénit jejich hustotu a tim i rozpustnost, viskozita byva o jeden fad niz$i neZ u kapalin, maji
tudiz piiznivéjsi tokové charakteristiky, neexistuje v nich povrchové napéti a jeho absence a
velkd difuzivita umoziiuje pronikani do portt tuhé faze. Zakladnim omezenim je vSak
skute¢nost, Ze jen velice malo latek ma kritické parametry pfijatelné pro pouziti v praxi. Tyto
podminky splituji oxid uhli¢ity, oxid dusny, amoniak, pentan, xenon nebo trifluormethan. Pro
praxi je nejlépe pouzitelny oxid uhlicity, jehoz hodnoty Ty a pk jsou nizké a snadno dosazitelné,
navic je netoxicky, nehoflavy, snadno se Cisti a je kompatibilni s plamenovym ioniza¢nim
detektorem, spektrofotometrickym nebo FTIR detektorem. Je vSak nepolarni, coz omezuje
aplikace pouze na nepolarni latky. Zvysit polaritu lze diky polarnim modifikatortiim, nejéastéji

methanolu, acetonitrilu, vody nebo tetrahydrofuranu v koncentracich 1-20% [12].
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Retence v SFC je zavisla na hustot&, jelikoZ rozpustnost se zvysuje s rostouci hustotou. Cim
vy$$i je hustota nadkritické tekutiny, tim vyssi je rozpustnost latek v mobilni fazi a tim nizsi je
retence. Dale retence zavisi na tlaku (s rostoucim tlakem klesa retencni faktor a na teploté -

s rostouci teplotou nejprve roste a poté postupné klesa) [12].

Instrumentace je podobna jako v zafizenich pro HPLC, obsahuje navic regulator zpétného tlaku,
ktery udrzuje v celém systému nadkriticky tlak. Kolony se uzivaji napliové (podobné jako
v HPLC porézni, polopropustné), monolitické se stejnymi staciondrnimi fazemi nebo kapilarni,
které jsou obdobou kolon zoxidu kiemicitého, uzivanych pro plynovou chromatografii.
Kapilarni kolony maji oproti nédpliovym nizsi tlakovy spad a vyssi G€innost separace. Detektory

se uzivaji stejné jako v plynové chromatografii [12].

3.2.2 Rozdéleni podle usporadani stacionarni faze

Podle usporadani stacionarni faze délime techniky na plosné a kolonové.

3.2.2.1 Plosné techniky

Plosné (planarni) techniky patii mezi instrumentalné nejjednodussi metody kapalinové
chromatografie. Slozky na chromatogramu putuji ve formé¢ skvrn a jsou detekovany vhodnou
chemickou nebo fyzikalni metodou. Vyhodou je soucasna analyza libovolného poétu standardd

K potvrzeni identity, neni v§ak mozné nijak ovliviiovat pritok mobilni faze [10].

Podle pouzité stacionarni faze lze plosné metody rozdélit na chromatografii papirovou a na

chromatografii na tenké vrstve.

Postup je stejny u obou plosnych metod, roztoky smési latek se nanesou na start v podobé
skvrnky nebo prouzku a po zaschnuti se papir nebo deska umisti do uzaviené nadoby nasycené
mobilni fazi. Po dostate¢ném vyvzlinani mobilni faze od startu se papir vyjme a oznaci se, kam
kapalina dosahla (¢elo). Pomér vzdalenosti stfedu skvrny od startu k vzdalenosti ¢ela od startu
se oznacuje jako retardacni faktor Ry, hodnota tohoto faktoru je zavisla na stacionarni i mobilni
fazi, na teploté a na zpisobu provedeni. Pouhé porovnavani retardacnich faktora s tabulkovymi
hodnotami lze pokladat pouze za orientacni, proto se soucasn¢ za stejnych podminek vyviji

chromatogram standardu [6].

Detekce je provadéna chemickou cestou (postiik univerzalnim nebo pro urCité skupiny
specifickym c¢inidlem za vzniku barevného produktu reakce) nebo fyzikalni (zafeni urcité
vlnové délky dopadajici na chromatogram a tvorba fluoreskujicich skvrn nebo naopak zhaseni,

radioaktivni indikatory) [6].
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Chromatogramy lze hodnotit i kvantitativné a to metodami pfimymi i nepfimymi. Nepfimym
postupem je extrakce latek z vrstvy a nasledné probiha spektrofotometrické stanoveni v UV,
VIS nebo IC, piipadné fluorimetricky, nejsou-li latky barevné, nechaji se reagovat s vhodnym
barvotvornym c¢inidlem. Pfimé stanoveni se provadi denzitometrickym méfenim hustoty a

plochy skvrny nebo piimou fluorimetrii skvrn na desce [10].
Chromatografie na papiie

Roku 1944 Cosden, Gordon, Martin a Synge objevili metodu, ktera umoznila detekci,
identifikaci a separaci malych kvant latek. Posledni dva jmenovani za jeji objev obdrzeli v roce

1952 Nobelovu cenu [13, 14].

Chromatografie na papife (Paper Chromatography, PC) vyuziva specidlni velmi cisty a
stejnorody filtra¢ni papir na bazi Cisté celulosy s definovanou hustotou a délkou vlaken, ktery
obsahuje asi 5% vody, ktera je zde stacionarni fazi (pro praci v systému obracenych fazi je
nutné impregnovat smési hydrofobnich rozpoustédel). Provadi se bud’ ve vzestupném (mobilni
faze vzlind po papife do vysky plsobenim kapilarnich sil) nebo sestupném uspotadani
(pGisobenim gravita¢ni sily) v utésnéné komofte, ktera je nasycena parami mobilni faze. V obou
ptipadech 1ze po dokonceni chromatografie papir ususit a uskutecnit déleni ve sméru kolmém na

smér puvodni — jedna se o tzv. dvourozmérnou chromatografii [1, 6, 10].

Tato metoda je jednoduchd a instrumentalné nenaro¢na, doba vyvijeni je vSak dlouha.
Vyhodngjsi v tomto ohledu je chromatografie na tenké vrstvé. Pro reprodukovatelnost vysledka

je dulezita kvalita rozpoustédel [1, 14].
Chromatografie na tenké vrstvé

Druhou plosnou metodou je chromatografie na tenké vrstvé (Thin Layer Chromatography,
TLC), ktera je ve srovnani s chromatografii na papife podstatné rychlejsi. Ve farmacii nachazi

Siroké uplatnéni pro dikazy a pro identifikaci 1é¢iv podle 1ékopisu [6, 15].

Jedna se o aplikaci adsorpcni a rozdélovaci chromatografie do plo§ného uspotadani. Staciondrni
fazi je tenka vrstva sorbentu (silikagel, oxid uhlicity, praskovana celulosa) na inertni podlozce
(hlinikova folie, sklenéna nebo plastova deska). Tyto tenké vrstvy lze vyrobit v laboratofi
(ruénim nanesenim stacionarni faze na tenkou sklenénou desticku), ale povrch byva
nerovnomé&rny a manipulace s nimi je dosti omezena, nebo jsou dodavany komeréng (Silufol® -
silikagel, Lucefol” — praskovana celulosa, Alufol® — oxid hlinity na hlinikové folii, Silufol® UV
254 nebo 366 s pridavkem fluorescenc¢niho indikatoru) a ty je pak mozno stiihat na potiebné

velikosti [1, 10, 15].

Vyvijeni probiha podobné jako u papirové chromatografie v utésnéné komote nasycené parami

mobilni faze, je rovnéz mozné pouzit dvourozmérnou chromatografii [1].
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Metoda TLC umoziiuje pomérné vykonné déleni (400 az 3000 teoretickych pater), v kratké

dob¢ a bez naroku na nakladna zatizeni [16].
Vysokoucinna tenkovrstva chromatografie

Vysokoucinna tenkovrstva chromatografie (High Performance Thin Layer Chromatography,
HPTLC) je metoda, ktera vyuziva chemicky modifikované sorbenty na bazi silikagelu s malou a
presné definovanou velikosti ¢astic a mobilni faze je dodavana na vrstvu pomoci mikrocerpadel.
Dosahuje se vyssi separacni G¢innosti nez U TLC a PC a kromé¢ identifikace umoziuje tato

metoda i stanoveni Cistoty latek [6, 10].

3.2.2.2 Chromatografie kolonova

Pii kolonové chromatografii je stacionarni faze v uzaviené trubici (kolon¢) [11].

Sloupcova chromatografie

Sloupcova neboli kapalinova kolonova chromatografie je metoda znama jiz celé jedno stoleti a
Vv klasickém provedeni se bézné uzivala az do poloviny 60. let. Uzivaji se sklenéné kolony
S vnitinim pramerem okolo 1 ¢cm, dole opatiené kohoutem, naplnéné stacionarni fazi s ¢asticemi
sorbentu o velikosti 0,05 az 1 mm (silikagel, oxid hlinity, skrob, praskovana celulosa). Pohyb
mobilni faze je zajiStovan plisobici gravitacni silou, prutok tak fadové dosahuje jednotek
ml/min, z &ehoZ vyplyva dlouhd doba analyzy (aZ nékolik hodin). Uéinnost je mala (desitky
teoretickych pater) a je vyzadovano jimani jednotlivych frakci a jejich analyza dals$i metodou
(napt. spektrofotometricky). Tato metoda se stale uziva, napt. pro oddé€leni rusivych slozek pied

jinou metodou hodnoceni, pro separaci komplikovanéjsich smési se v8ak nepouziva [10, 12].

Vysokoucdinna kapalinova chromatografie
Vysokouéinna kapalinova chromatografie (High Performance Liquid Chromatography, HPLC)
je metoda uzivajici kolony, které umoznuji rychlé separace slozitych smési [10].

Vice viz. kapitola 2.4 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Ultravysokotlaka kapalinova chromatografie

Ultravysokotlaka kapalinova chromatografie (Ultra High Pressure Liquid Chromatography,
UHPLC) vyuziva sorbentil pfipravenych patentovanou technologii “bridged hybrid particle,
které jsou mimofadné mechanicky pevné a Gc¢inné. Cely proces tak mize probihat i za velmi
vysokych tlakti (100 MPa) a oproti klasické HPLC technice vynika kratsi dobou analyzy,
mens$imi naklady (mensi potieba rozpoustédel), vyssi separacni ucinnosti, zvySenim citlivosti a

je schopen podat vice kvalitativnich informaci [10].
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3.2.3 Rozdéleni podle usporadani fazi

O kvalité separace rozhoduje pifedevS§im pouzity chromatograficky systém — kombinace
stacionarni a mobilni faze. Podle relativni polarity téchto fazi rozliSujeme chromatografii
S normalnimi fazemi a s obracenymi fazemi. Toto rozdéleni je platné jak pro kapalinovou

chromatografii v kolonovém uspotadani, tak pro plosné techniky [17].

3.2.3.1 Chromatografie s normdlnimi fazemi

Pii klasickém provedeni kapalinové chromatografie je stacionarni faze polarnéjsi nez faze
mobilni. Z historickych divodi je toto usporadani oznacovano jako systém S normalnimi fdzemi

(Normal Phase, NP), ackoli systémy s obracenymi fazemi se pouzivaji astéji [10, 17].

Jako absorbent se pouZzivaji silné polarni latky (silikagel, oxid hlinity) a jako mobilni faze se
pouziva nepolarni nebo slabé polarni kapalina (n-heptan, izooktan, hexan, benzen, n-pentan).
Silikagel je amorfni suSeny gel kyseliny kfemiCité a jeho nevyhodou je rozklad pii vysSsich
hodnotach pH. Naopak v kyselém prostedi je staly. Modifikované silikagely se uzivaji i pro
chromatografii na opacnych fazich. Pro pH vrozmezi 8-11 Ize pouzit oxid hlinity. Jako

stacionarni faze mize byt pouzita dale napt. voda ukotvena na celulose [6, 8, 10].

3.2.3.2 Chromatografie s obrdcenymi fazemi

Systémy s nizkou polaritou stacionarni faze a polarni mobilni fazi jsou oznaCovany jako

systémy s obracenymi fazemi (Reversed Phase, RP) [10].

Jako stacionarni faze se uzivaji nepolarni uhlovodikové faze imobilizované na anorganickych
nosicich, dale ¢isty uhlik, organické polymery a silikagel, jehoZ polarni silanolové skupiny jsou
nahrazovany nepolarnimi nebo stfedné polarnimi funkénimi skupinami. Nejcastéji se takto
uziva nahrada skupinami -CigHs7, -CgH17, -CoHs, -CHs, -NH,, -CN, fenylovou a jinymi. Casto
uzivané jsou i kolony vyrabéné z oxidu zirkonicitého, vétSinou s povrchovou upravou

polybutadienem nebo uhlikem, pfipadné s modifikaci C18 alkyly [10, 17].

Mobilni fazi byvaji vodné roztoky acetonitrilu, dioxanu, diethyletheru, tetrahydrofuranu nebo
methanolu, obvykle stabilizované tlumi¢em o vhodném pH. Malo polarni latky je mozné

separovat i pomoci Cisté organickych mobilnich fazi [10, 17].

Tento systém umoznuje separaci velkého mnozstvi organickych latek, je vhodny i pro déleni
mén¢ polarnich latek. V soucasné dobé predstavuji tyto fazové systémy vice nez 80 % HPLC

aplikaci [18].
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3.2.4 Rozdéleni podle podstaty separa¢niho procesu

Podle povahy separacniho d¢je mizeme chromatografické metody rozdélit na absorpéni,
rozdélovaci, iontovyménné, gelové a afinitni. Nutno dodat, Ze toto rozdé€leni je platné zejména

Vv roving teoretické, ve skutecnosti se tyto mechanismy ¢asto navzajem prolinaji [6, 10].

3.2.4.1 Adsorpcni chromatografie

Adsorpéni chromatografie, nejstars$i z chromatografickych metod, vyuziva jevu, kdy slozky
rozpusténé v jedné fazi vykazuji zmény koncentrace na rozmezi s druhou fazi — adsorpci.
V dasledku toho dochazi k naadsorbovani slozky z mobilni fize na aktivni povrch faze
stacionarni a hromadéni této slozky na mezifazi a tim k separaci. Zpusob a sila adsorpce je
zavisla na povaze absorbentu, chemickém sloZeni adsorbované latky a na slozeni mobilni faze
(povrch absorbentu je obsazen monovrstvou molekul mobilni faze a molekuly analytu s nimi

soutézi o aktivni mista) [8, 15, 12, 19].

Adsorpc¢ni interakce jsou pomérné slozité, molekuly adsorbované latky (absorbatu) vétSinou
interaguji s vice aktivnimi centry povrchu absorbentu. K fyzikalni adsorpci dochazi vlivem
disperznich, orienta¢nich a induk¢nich sil, vznikem vodikovych vazeb nebo specifickou
interakci absorbati s perifernimi maximy elektronové hustoty a absorbenty obsahujici
koordina¢ni centra nebo kationty. Mlize dojit ke vzniku koordina¢ni slouceniny, pak se jedna o

chemisorpci, ktera vSak neni pfili§ zadouci [12].

Stacionarni fazi je obvykle pevny absorbent, ktery je schopen absorbovat latky z kapalného
roztoku nebo z plynu (LSC, GSC). Nejcastéji se pouziva silikagel, dostupny za pfijatelnou cenu,
avSak stabilni pouze pfi pH v rozmezi 2-8, dale alumina (oxid hlinity) ve formé poréznich

kuli¢ek, stabilni az do pH 12, oxid hofeénaty nebo praskovana celulosa [6, 8, 12].

Tento typ chromatografie je vhodny pro separaci latek s rozdilnymi funkénimi skupinami nebo

izomert [12].

3.2.4.2 Rozdélovaci chromatografie

Rozd€lovaci chromatografie je zaloZena na déleni latek v zavislosti na jejich rozdélovacich
koeficientech, coz je pomér rovnovazné koncentrace jedné slozky ve stacionarni fazi ke
koncentraci téZe latky ve fazi mobilni za pfedpokladu, ze se dana latka vyskytuje v obou fazich
ve stejné form¢. D& probihd v soustavé dvou nemisitelnych nebo jen omezené misitelnych
kapalin (LLC) a k déleni dochazi podle afinity k nim. Stacionarni faze je kapalina zakotvena na
inertnim nosi¢i (Casto kiemelina, silikagel, celulosa). Pii prichodu mobilni faze dochazi
k opakovanému rozd&lovani souéasti smési mezi obé faze. Uinnost tohoto déleni je imérna
velikosti rozdilu rozdélovacich konstant [6, 8].
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Tento typ separace je pouzitelny i pro separaci v systému kapalina — plyn (GLC), podstatou je

Vv tomto ptipadé rozdilna rozpustnost délenych latek v kapalné stacionarni fazi [15].

3.2.4.3 lontovyménnd chromatografie

Iontovyménna chromatografie (lon Exchange Chromatography, 1EC) je technika pro déleni

elektrolyti schopnych existence v iontové podobg, zaloZena na elektrostatické interakci [6].

Stacionarni fazi jsou iontoménice, coz jsou nerozpustné latky, které maji na svém povrchu
specifické funkéni skupiny, na nichz jsou navazany elektrostatickymi silami protiionty, které¢ ve
styku s vodnymi roztoky botnaji a uvolfiuji je elektrolytickou disociaci. Tyto uvolnéné ionty
jsou pak nahrazovany stejné nabitymi ionty ze vzorku, které maji k méni¢i vyssi afinitu.
Protiionty jsou shodné s jednim ziontd, obsazenym ve vzorku, jejich pfebytek zptsobi, Ze
vytésni ionty z méniée a ty jsou dale unaseny mobilni fazi k dalsi ¢astici sorbentu, kde se postup
opakuje. Proces je zvratny a zavisi nejen na afinité iontl k méniéi, ale pfedev§im na jejich

koncentraci. Vice jsou zadrzovany ionty s vét§im nabojem a hmotnosti [1, 20].

Zakladem stacionarni faze je nosic, tvofeny syntetickym styrenovym polymerem nebo poréznim
silikagelem, na némz jsou chemicky navazana iontova mista, ktera nesou pfislusny protiion
[1, 20].

Iontoménice, které uvolnuji a vyménuji kationty, se oznacuji jako katexy, na nosi¢i je vazana
kysela skupina (karboxylova, sulfonova), analogicky méniCe aniontli oznacované jako anexy
obsahujici vazanou bazickou skupinu (kvartérni dusikaté baze, primarni nebo sekundarni amin)
uvoliiuji a vyménuji anionty. Amfoterni iontoméniée pak obsahuji v matrici jak katexové, tak

anexové funkéni skupiny. Castice neobsahujici naboj prochézi kolonou bez zadrzeni [1, 20].

Mobilni fazi jsou pievdzné vodné roztoky soli, kyselin nebo zasad a jsou charakterizované

koncentraci iontt, nabojem a pH [1].

Tento typ separace se provadi pouze jako kapalinova chromatografie. K detekci se uziva ve

vétsiné piipadl vodivostni detektor, ktery registruje zmény vodivosti eluentu [1, 15].

3.2.4.4 Gelovd chromatografie

Tato metoda je v nekterych publikacich rovnéz uvadéna jako chromatografie na molekulovych
sitech, piipadné jako gelova permea¢ni chromatografie (Gel Permeation Chromatography,
GPC), a umoziuje separaci molekul na zakladé odlisnosti jejich rozméri a piedstavuje tak

nejjednodussi princip separace [1, 10, 15].

Stacionarni fazi je gel, ktery tvofi inertni zesiténa nerozpustna polymerni matrice nasycena

kapalinou (vétSinou vodou), a dochazi k permeaci molekul odlisnych velikosti nesenych
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mobilni fazi do téchto poru. K déleni dochazi na zaklad¢ velikosti molekul — malé molekuly
pronikaji do vSech port, vétsi jsou omezeny velikosti poru a molekuly, jejichz velikost
prekracuje velikost port, nepronikaji do pérG vibec a jsou bez retence vynaseny z kolony.
Nejmensi molekuly tak vykonavaji nejdelsi drahu a eluuji se s nejvySSim eluénim Casem
[1, 10, 15, 21].

Nejrozsifengjsi stacionarni fazi jsou gely na bazi zesitovaného polystyrenu, které jsou odolné i
pfi praci s vétSinou polarnich rozpoustédel, jsou urceny pro déleni latek molekulovych
hmotnosti v rozmezi 10° — 10°%. Pro praci s vodnymi roztoky se pouziva zesitovany dextran
(Sephadex™), pouzitelné pro déleni latek molekulovych hmotnosti 10° — 10°. Dale se uzivaji se
organické polymery (kopolymer styrenu a divinylbenzenu), porézni rigidni skla nebo silikagel.
Mobilni faze musi analyty rozpoustét, nesmi vSak s nimi reagovat a poskytovat reakci se
stacionarni fazi, musi viak smaget jeji povrch. Casto se uZiva voda nebo vodné roztoky pufiii

[1, 10].

Tato metoda nachazi uplatnéni zejména v biochemii pii separaci polypeptidi a bilkovin [1].

3.2.4.5 Afinitni chromatografie

Afinitni chromatografie (oznaCovana rovnéZ jako bioafinitni nebo biospecifickd afinitni
chromatografie) je metoda k separaci, ¢isténi a izolaci slozek vzorku, vyuziva schopnosti
biologicky aktivnich latek specificky se vazat na urcité latky (Specifickou interakci napf.
protilatka-antigen, enzym-substrat nebo lecitin-glykoprotein). Vyuziva matrice podobné gelim,
do nichz jsou zabudovany funkéni skupiny, které specificky reaguji se separovanymi latkami
(ligandy). Stacionarni faze ma velkou afinitu pro stanovovanou substanci a ostatni latky
odchazeji bez zachytu kolonou. Zménou experimentalnich podminek je pak mozno rozrusit
vazbu analyzované latky na stacionarni fazi a latku vyplavit z kolony (napf. zménou slozeni

rozpoustédla) [10, 22].

Ligandy jsou navazany na inertni nosi¢ kovalentni vazbou. Interakci ligand — délena latka
ovlivituje vzdalenost ligandu od struktury nosice, ohebnost skupiny mezi ligandem a matrici a
u¢inky vazby na stereochemii ligandu, povaha a zpisob ptipojeni ligandu a jeho koncentrace
[23].

Inertni nosi¢ by mél byt nerozpustny, volné poérovité struktury, se stejnorodymi plnymi
casticemi kulovitého tvaru, chemicky a fyzikalné staly, s dobrymi chromatografickymi
vlastnostmi a s minimalni nespecifickou adsorpci. Jako matrice se uziva cela fada materialt,
zadny z nich vSak neni zcela idealni a ma své specifické nevyhody. Vzhledem k rigidité miize
byt vyhodné vyuziti porézniho skla a kifemicitych materialti, u nichz ale dochazi k nespecifické

adsorpci bilkovin. Polyakrylamid byva malo porézni nebo pfili§ m&kky, vlaknita celulosa nema
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dobré chromatografické vlastnosti, navic ma nizkou permeabilitu, nizkou kapacitu pro
makromolekuly a nespecificky adsorbuje nukleové kyseliny. Sephadex se s vyhodou uziva tam,
kde je zadouci rozlozitelna matrice. Pro obecné pouziti tento material neni dostatecné porézni.
Komerc¢né nejvice uzivana je Sepharosa, které vSak pfili§ nevynika svou pevnosti. V roce 1976
byla vyvinuta Ustavem makromolekuldrni chemie CSAV Vv Praze makroporézni perlova
celulosa, pripravovana solidifikaci xantogenatu celulosy v inertnim rozpoustédle a naslednou

regeneraci, jejiz perlové Castice jsou velmi mechanicky stabilni [23, 24].

Metoda se da vyuzit k ¢iSténi proteini (enzymd, protilatek, nukleovych kyselin, kofaktort,
represoril nebo receptorovych proteintl). Je takto mozné koncentrovat zfedéné roztoky proteint,

odd¢lovat denaturované proteiny od biologicky aktivnich forem a délit proteinové slozky [23].

3.2.5 Rozdéleni podle zpiisobu vyvijeni chromatogramu

3.2.5.1 Frontdlni chromatografie

Tato metoda je zaloZena na kontinualnim piivadéni vzorku rozpusténého v mobilni fazi na

kolonu az do konce chromatografického procesu [8, 25].

Kontinualni pfivod analyzované latky v konstantni koncentraci S mobilni fazi vede nejprve
k frontalni chromatografii a nasledné k nasyceni sorbentu vSemi slozkami analyzovaného
materialu. Chromatogram se vyviji dvéma zptsoby. Prvnim je vyvoj pii pokracujicim ptivodu
smési. Nejprve se vymyje fronta nejméné sorbované slozky, po ni nasledné smeés prvni
(nejméné sorbované slozky) se silng&ji sorbovanou slozkou a tak dal, az nakonec z kolony
odchazi smés o stejném slozeni, jako smes privadéna. V Cistém stavu je tak mozné ziskat pouze

nejslabé&ji sorbovanou slozku [12, 25, 26].

Pfi poruseni pfivodu smesi do nasycené kolony a pfipojeni privodu cCisté mobilni faze dochazi
K vyvoji opa¢ného — desorpéniho frontalniho chromatogramu. U tohoto postupu z kolony
nejprve odchazi smés vsech slozek, poté, co dojde k odeluovani nejméné sorbované slozky,
kolonu opousti jen smés ochuzena o tuto slozku, postupné je smes ochuzovana o silngji
sorbované slozky (obsahuje ¢im dal tim méné jednotlivych slozek), az nakonec odchéazi pouze

Cista mobilni faze [26].

Grafickym vystupem je pak schodovity chromatogram, kde prvni stupein odpovida dcisté
nejméné sorbované slozce, dalsi stupné slozkam s postupné rostoucimi rozdélovacimi pomeéry,

vzdy vSak kontaminovany latkami ptedchozimi [12, 26].

Tato technika ma velice fidké vyuziti, ob&as se uziva pro méteni adsorpénich izoterem [12].
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3.2.5.2 Elucni chromatografie

e

Podstatné jednodussi a z hlediska separace smési efektivngjsi je metoda elucni chromatografie.
U tohoto zplisobu je analyzovana smés na kolonu piivedena jednorazove a promyva se mobilni
fazi. Dochazi k sorbci a tvoii se elucni zony, které za pfivodu mobilni faze migruji kolonou a
dochazi k jejich postupnému vymyvani z kolony (postupné od nejméné sorbovanych slozek az
po slozky sorbované nejvice). Slozky vzorku jsou na staciondrni fazi sorbovany silnéji, nez

molekuly mobilni faze [25, 26].

Grafickym vystupem je série pikti jednotlivych slozek, zjejichz parametri miizeme latky

identifikovat a urcit jejich mnozstvi [26].
Elu¢ni technika je provadéna tfemi zplisoby:

Jednoducha eluce (isokratickd) — kolona je vymyvana stale stejnou mobilni fazi (slozeni
mobilni faze je konstantni), dokud nedojde k rozdéleni. Metoda je vhodna pro smési, jejichz
slozky se pfili§ nelisi afinitou ke stacionarni fazi. Tento zpisob miize byt pon¢kud zdlouhavy a
nezarucuje vymyti vSech slozek analyzované smési, slozky s vy$si afinitou je pak nutné

z kolony odstranit jinym postupem [6, 8, 10].

Vicestupiiova eluce — kolona se postupné¢ vymyva nékolika eluenty, postupné s ¢im dal tim
vy$si elucni schopnosti. Nekdy vsak miize dojit k tomu, Ze dva nasledujici eluenty vymyvaji

tutéz slozku ve formé dvou piki a simuluji tak dvé latky [8].

Gradientova eluce - dochazi k plynulé zméné koncentrace polarnéjsi slozky v mobilni fazi
nebo se plynule méni pH — sloZeni mobilni faze se méni s Casem. Vyhodou je zrychleni analyzy
[6, 10].

3.2.5.3 Vytésiiovaci chromatografie

Tteti metoda se od predchozich dvou lisi predev§im tim, Ze se jako mobilni fize pouzije latka,
které se adsorbuje siln€ji nez kterakoli slozka analyzované smési (u predchozich dvou metod se
mobilni faze nesorbuje). Vzorek je pak zavadén diskontinudlng. Staciondrni faze v tomto
ptipadé funguje jako adsorbent, na ktery se smés latek podle své afinity naadsorbuje. Nejméné
adsorbovana slozka je vytésiiovana slozkou siln€ji adsorbovanou, ta je zase vytésiiovana
slozkou jesté silngji adsorbovanou. Nejsilngji adsorbovana latka je pak vytésiiovana mobilni
fazi. Zony jednotlivych slozek migruji jedna vedle druhé a pti pokraGovani v pfivodu mobilni
faze postupné opoustéji kolonu v potfadi od slozky s nejnizsi afinitou ke slozce s afinitou

nejvyssi [25, 26].
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3.3 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokouéinna kapalinova chromatografie (High Performance Liquid Chromatography, HPLC))
je separacni metoda, jejiz pocatky se datuji v 70. letech minulého stoleti a vychazeji z plynové

chromatografie [6, 12].

U klasické kolonové chromatografie je mobilni faze hnana samospddem, coz ma vcelku
negativni dopad na délku separace. U HPLC se vyuziva Cerpani mobilni faze, ktera je vétSinou
tvofena dvou nebo tfislozkovou smési rozpoustédel, pomoci Cerpadlového systému (tlakem
od jednotek az po desitky MPa — odtud alternativni ndzev High Pressure Liquid
Chromatography — vysokotlaka kapalinova chromatografie), coz znaéné zkracuje dobu analyzy.
Uzivané stacionarni faze jsou tvofeny malymi ¢asticemi pravidelného tvaru a jednotné velikosti,
které homogenné vyplnuji kolonu, ¢imz lze dosdhnout ucinnosti fadoveé desitek tisic pater
na metr délky kolony [6, 12, 27].

Zakladem je, jako u vSech chromatografickych metod, déleni smési latek mezi dvé vzajemné
nemisitelné faze, z nichZ mobilni fazi je kapalina, které jsou proti sobé v neustalém pohybu.
Tato metoda muze byt zalozena na separanim mechanismu absorpénim, rozdélovacim,
iontovyménném nebo na stereochemickych interakcich, proto je mozné takto stanovovat
prakticky vSechny organické latky rozpustné ve vode, ztedénych kyselinach nebo v organickych

rozpoustédlech [1, 6, 27].

Cilem HPLC je rozdélit slozky v pfijatelném case tak, aby se vstoupily do detektoru jako

samostatné koncentra¢ni zony s gaussovskym rozdélenim koncentrace [27].

Prednosti HPLC je to, ze umoznuje jak kvalitativni, tak kvantitativni hodnoceni a to rychle,
s vysokou citlivosti, s minimalnim mnozstvim vzorku a na rozdil od plynové chromatografie
neni limitovana tékavosti a teplotni stabilitou latky, je pouZitelna pro velmi Sirokou oblast — Ize
analyzovat ionty, polarni i nepolarni latky, latky tepelné nestabilni, netékavé, nizkomolekularni
i makromolekularni, separaci 1ze na rozdil od GC ovliviiovat slozenim mobilni faze, nevyhodou

oproti této metodé je vSak slozit&jsi instrumentace [12, 15].

3.3.1 Soucasti chromatografu

Zakladni chromatograficky systém sestava z ¢asti zajisStujicich transport mobilni faze,
davkovani vzorku, separaci jednotlivych latek, detekci a registraci signdlu a vyhodnocovani
zaznamu. K témto zakladnim ¢astem (zasobniky mobilni faze, vysokotlaké cerpadlo s kontrolou
tlaku, davkovac, kolona, detektor, zapisovac, integrator a pocitac) je mozno doplnit dalsi,

napiiklad zafizeni pro tvorbu koncentra¢niho gradientu, termostatové skiin€, umoziujici praci
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pfi konstantni teploté¢ nebo ochranné filtry a pfedkolony, které mtzou prodlouZzit Zivotnost

analytické komory [28].

Lh

Obr. 1: Blokové schéma kapalinového chromatografu [12]: 1- zdroj mobilni faze, 2 — zatizeni pro nastiik

vzorku, 3 — kolona, 4 — detektor, 5 — zafizeni pro zpracovani signalu detektoru

Odplynéna mobilni faze je z jednoho nebo vice zdsobnikli mobilni faze vedena ptes filtr, ktery
odstraniuje mechanické necistoty do ¢erpadla, odkud déle putuje do davkovaciho zatizeni, kde
se obohati o vzorek a postupuje dale do kolony, kterou prochazi zvolenou rychlosti a pod
tlakem, ktery odpovida rychlosti a vlastnostem sorbentu. V koloné probiha samotna separace
a zni je eluaat veden do detektoru, jehoz signal je vyhodnocovan poéitaCovym softwarem nebo

jinym vyhodnocovacim zafizenim [7, 12].

3.3.1.1 Zasobniky mobilni faze
Materialem pro zasobniky byva sklo, plasty nebo nerezova ocel [29].

Mobilni faze v HPLC neni inertni jako u plynové chromatografie, ale aktivné se podili na
chromatografickém procesu. Zménou slozeni mobilni faze tak mizeme modifikovat separaci,

coz je vzdy jednodussi, nez ménit fazi stacionarni [12].

Mobilni faze jsou charakterizovany polaritou, vyjadiujici schopnost ucasti na polarnich
interakcich, a selektivitou, kterd vyjadfuje relativni retenci dvou sousednich latek. Vlastnosti
mobilni faze jsou dulezité jak z hlediska separa¢niho, tak kvuli detekci — pro co nejcitlivéjsi

stanoveni rozpusténych latek by méla davat v detektoru co mozna nejmensi signal [1].

Mobilni faze pro chromatografii s normalnimi fazemi jsou malo polarni rozpoustédla, u kterych
je nutné kontrolovat mnozstvi vody. Pro praci sreverznimi fazemi se kromé polarnich
rozpoustédel uzivaji vodné roztoky pufri, které se pfed pouZzitim filtruji, aby se odstranily
Castice, které by mohly poskodit kolonu nebo zkreslovat méteni. VSechny slozky mobilni faze

musi byt kvalitni, neobsahujici stabilizatory nebo jiné piidavky [1].
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3.3.1.2 Spojovaci kapilary

Jednotlivé ¢asti chromatografu jsou propojeny kapilarami co nejmensiho vnitinitho priméru
(obvykle 0,2 mm a mensi) a minimalni délky. Materidl pro vyrobu téchto kapilar musi byt
mechanicky a chemicky odolny a nesmi vykazovat povrchovou aktivitu. Uziva se nerezova

ocel, sklo a n¢které plasty (PTFE, PEEK) [12].

3.3.1.3 Cerpadla

Vysokotlaké bezpulsni pumpy jsou nedilnou soucasti moderniho HPLC piistroje. Kolony jsou
plnéné stacionarnimi fazemi slozenymi z mikroc¢éstic, které kladou prochazejici mobilni fazi
znacny odpor, proto je nutné¢ hnat mobilni fazi vysokym tlakem, aby mohla ptes kolonu projit

[10].

Materialy pro vyrobu ¢erpadel musi byt odolné proti korozi i pti uziti mnohdy dosti agresivnich
mobilnich fazi. Uziva se napf. nerezova ocel, titan nebo nékteré keramické materialy. Tésnéni
byvaji vyrabéna z plného teflonu, kulicky a sedélka ventild (n€kdy také pisty) byvaji ze safiru
[28].

Cerpadla maji plynule davkovat mobilni fazi bez kolisani pratokd vrozmezi 0,1 ml.min™
az 10 ml.min™ se smérodatnou odchylkou mensi nez 0,5-1 %, a to do tlaki 30-50 MPa. Vnitini
objem ¢erpadel ma byt co nejmensi, aby byla mozna co nejrychlej$i vyména mobilni faze a

prace s gradientem [28].

V soucasné¢ dobé se jiz neuzivaji Cerpadla hydraulickd, kde je hnaci silou kapalina, protoze
pratok zavisi na hydraulickém tlaku v systému, ktery se casem mize ménit vlivem zmén

teploty, mobilni faze nebo zanasenim kolony drobnymi ¢asticemi [28].

Stale se uzivaji Cerpadla pneumaticka, kde je zdrojem tlaku stlaceny plyn. Moderni Cerpadla
vyuzivaji mechanického pohonu pistu v komote, jehoz zdrojem jsou elektromotory. Podle
objemu je lze rozdélit na dva typy. Prvnim jsou Cerpadla na principu velkoobjemové injekcni
stiika¢ky (100-500 ml) neboli linearni davkovace, jejichz vyhodou je konstantni pritok a
nepulzujici tlak, po vycerpani kapaliny se vSak musi znovu plnit. Od jejichZ uzivani se dnes
upousti, uzivaji se obcas Vv kapalinové mikrokolonové chromatografii. Druhym typem jsou
recipro¢ni pistova Cerpadla s malym objemem pistové komory (20-400 pl), které mivaji
zatazené dal$i Cerpaci jednotky s posunutou fazi k tlumeni pulsi nebo maji elektricky
regulovanou rychlost pohybu pistd podle zmény tlaku. Vyhodou je dlouhodoby nepietrzity

provoz a také rychla vyména mobilni faze. Navic jsou vhodné pro praci s gradienty [10, 28].

Pro méfeni je duilezité, aby byla kapalina ptivadéna do systému dokonale odplynéna, jelikoz

bublinky plynu by v ¢erpadle mohly zplsobit kolisani a snizeni pratoku mobilni faze, jejich
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uvolnéni v kolon€ nebo v cele detektoru pak miize vést k nevyhodnotitelnému zaznamu. Proto
je vhodné ptipadné bublinky plynu odstranit na ultrazvukové lazni, probublavanim heliem nebo
pratokovymi odplyiovaci, obsahujicimi membranu, jimiz plyn unikne ven. Moderni HPLC

pristroje byvaji vybaveny vestavénym degassery [28].

3.3.1.4 Systémy pro tvorbu gradientu mobilni faze

Pti gradientové eluci se slozeni mobilni faize méni s Casem. Kontinudlnich zmén se dosahuje
michanim nékolika slozek (dvé az tfi) mobilni faze v poméru, ktery se fidi zvolenym casovym
programem. Pfistroje pro tvorbu gradientu se déli podle toho, kde se uskuteciiuje michani

slozek, zda ve vysokotlaké nebo nizkotlaké ¢asti [28].

V ptipadé, ze k miseni slozek dochazi ve vysokotlaké ¢asti systému, davkuje kazdé cerpadlo
jednu slozku mobilni fdze podle Casového programu zadaného elektronickym programatorem
nebo mikroprocesorovou fidici jednotkou. Slozky se misi v nizkoobjemové vysokotlaké
sméSovaci komirce, jejiz obsah je promichavan. Takto 1ze smichat i viceslozkové gradienty,

Vv praxi se obvykle uzivaji dvé slozky a dvé vysokotlaka ¢erpadla [28].

Dochazi-li Kk miseni v nizkotlaké ¢&asti systému, slozky mobilni faze se michaji pfi
atmosférickém tlaku pied vstupem do vysokotlakého Cerpadla ve sméSovaci komuirce. Pomér
slozek se fidi bud’ pomérem doby, kdy jsou otevieny ventily jednotlivych zasobnikd, nebo
pomérem prutoku pomocnych podavajicich nizkotlakych pfesnych mikro¢erpadel, které davkuji
jednotlivé slozky, coz je presnéj$i. Timto zplsobem je mozné piipravovat i viceslozkové

gradienty, v praxi se uzivaji dvou- az tiislozkové [28].

3.3.1.5 Zafizeni pro davkovani vzorkii

Nezbytnym prvkem kapalinového chromatografu je zatizeni pro davkovani vzorku, které byva
zafazovano mezi Cerpadla a kolonu, slouZzici k pfesnému vneseni urcitého mnozstvi vzorku bud’

ptimo na kolonu, nebo do chromatografického systému [27].

Drtive se davkovaly vzorky injekeni stiikackou pies septum nebo pii zastaveni toku mobilni
faze, moderni pfistroje uzivaji manudlni smyckové dévkovace na principu prepinacich ventilt
nebo automatické davkovace, umoznujici davkovani do kolony bez pferuSeni toku mobilni faze

(autosamplery) [28].

Nejcastéji se uziva 6-cestny injekéni ventil s vyménitelnou smyc¢kou, jehoz nastiikova smycka
daného objemu omezuje mnozstvi, které je mozné v jedné davce nastiiknout. Tato zafizeni

dosahuji vysoké reprodukovatelnosti nastiiku [10].
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3.3.1.6 Kolony

»Konvenéni“ analytické kolony jsou rovné trubice s hladkym wvnitinim povrchem o délce
5-30 cm, vnitiniho praméru 3-5 mm, naplnéné homogenné a rovnomérné porovitymi ¢asticemi
o priméru 3-10 um. Musi byt schopné odolavat tlakiim a také chemickému ptisobeni mobilnich
fazi a analyzovanych latek, na které nesmi ptsobit katalyticky. Jako materidl pro vyrobu kolon
se pouziva nerezova ocel, nikl, pro préci pii tlacich do 20 MPA i tvrzené sklo (tyto kolony se

pak vkladaji jako cartridge do vnéjsiho kovového plaste) [28].

Utinnost vyjadfuje schopnost kolon dosahnout pozadovaného rozliseni analyzovanych slozek.
Zavisi na parametrech kolony (pocet teoretickych pater a vysSkovy ekvivalent teoretického
patra), naplni (velikost ¢astic), zptusobu plnéni kolony, experimentdlnich podminkach a na

chovani méfenych latek v systému [27].

Pti vybéru kolony je vhodné mit na paméti zavislosti doby separace a ti€innosti na parametrech
kolony. Mnozstvi vzorku, které se da analyzovat, je dano druhou mocninou vnitiniho priméru
kolony. Cim delsi je kolona, tim je separace u¢inngjsi, ale také deli a je tieba vyssi tlak.
Utinnost separace a pracovni tlak klesaji s druhou mocninou priméru niplné kolony.
Hmotnostni citlivost analyzy je nepfimo imérna rozmyti elucni zony a zlepSuje se s klesajici
délkou a primérem kolony a klesajicim primérem castic naplné. Na téchto skuteCnostech je
zalozena tzv. nizkodisperzni kapalinova chromatografie (s nizkym rozmytim elucnich zoén), pii
niz se pracuje bud’ s kratkymi kolonami (2-5 ¢cm) napIlnénymi malymi ¢asticemi (3 pm a mensi),
diky kterym se dosahuje urychleni analyzy a sniZeni spotieby mobilni faze, nebo s kolonami o

malém vnitinim praméru (0,5-2 pm) [28].

Existuji 1 kapilarni kolony, napf. silikagelové monolitické kapilarni kolony piipravované ptimo
v kiemennych kapilarach, které dosahuji priimérit mensich nez 0,3 um. Podle CL 2009 jsou

kolony s vnitinim primérem mensim nez 2 mm oznacovany jako mikrokolony [18, 30].

Napliiové kolony

Néapln kolony tvofi porézni Castice o velikosti 3-10 um, sférického nebo nepravidelného tvaru

[28].

V soucasné dobé prevlada chromatografie na obracenych fazich, kde se jako nédplné uZzivaji
oktadecylsilikagel nebo oktylsilikagel, dale chemicky vazané faze s alkyly o délkach C;-Cy,
aryly nebo alkylaryly. Pro pfipravu komercnich kolon pro HPLC se pouzivaji dva typy
silikagelu. Silikagel typu sil-gel se pfipravuje gelaci roztoku kiemicitanti a je charakteristicky
vyS$8i porovitosti s nepravidelnym tvarem port. Druhy typ, sol-gel, je pfipravovan shlukovanim
¢astic solu oxidu kfemicitého pii pyrolyze organokiemicitych latek a tento typ se vyznacuje

mens$i porovitosti s pravidelnym uspotfadanim port. Tyto napIné neni vhodné uzivat pii pH
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vy$$im nez 8,5, jelikoz dochazi k castecnému rozpousténi silikagelu a tim k poskozeni kolon
(typ sol-gel podléha tomuto rozpousténi pomaleji). Proto byly vyvinuty naplné na bazi
organickych gelt (polystyren-divinylbenzenové kopolymery, majici vynikajici teplotni,
mechanickou i chemickou stabilitu, porézni polymerni fluorovodiky) a porézniho skelného

uhliku, které sice maji lepSi odolnost a stabilitu, ale nejsou tolik éinné [18, 28].

Nesilikagelové kolony pro HPLC se pfipravuji i na bazi oxidd hlinitého, titanic¢itého a zejména
zirkonicitého. Oxid zirkoniCity Ize pfipravit ve form& monodisperznich poréznich kulovych
Castic, které mohou vykazovat tc€innost srovnhatelnou se silikagelovymi ¢asticemi stejnych
rozméri. Navic maji vynikajici stabilitu pfi vysokych pH (az 14) a jsou mechanicky i tepelné
stabilni. Pro separace v systému sobracenymi fazemi se uZzivd s povrchem pokrytym
polybutadienem nebo tenkou vrstvou pyrolyticky vylouc¢eného uhliku, mozno i s modifikaci
C18 alkyly. Tyto materialy maji odlisnou selektivitu oproti silikagelovym, umoziuji lepsi

separovani stereoizomeru a polarnich latek [18].

V systémech snormalnimi fazemi se stale pouziva silikagel, dale napf. oxid hlinity,

hydroxylapatit, grafit a nemodifikovany oxid zirkonicity [1, 28].

Pro oba typy systémd, jak pro reverzni, tak pro normalni faze, jsou pouzitelné stfedné polarni
napln¢ — aminové, nitrilové, nitro a jiné skupiny vazané na silikagelu. Pro separaci optickych
nebo geometrickych izomerti je mozno pouzit cyklodextrinové sorbenty, které jsou schopny

vytvofit inkluzni slou¢eniny s mnohymi latkami [28].

Pro separace biopolymerii se mohou pouzit kolony naplnéné ¢asticemi s vétSimi objemy poru,
aby se zlepsila difuze k povrchu stacionarni faze, snizil se odpor proti pievodu hmoty a zvysila
se uéinnost. Lze vyuzit zcela neporézni Castice silikagelu nebo organické polymerni naplné o
malém priméru (1,5-2,5 pm). Men$im odporem proti protékajici mobilni fazi vynikaji porézni
naplné kolon se sférickymi ¢asticemi o priméru 5 um S inertnim neporéznim jadrem, na kterém
je ukotvena mén¢ nez 1 um tenka porézni vrstvicka aktivni stacionarni faze. U téchto kolon je
niz8§i pomer stacionarni a mobilni faze v kolon€¢ ve srovnéni s poréznimi naplnémi a pfi praci
S nimi je tfeba mit na paméti, Ze je vhodné davkovat mensi mnozstvi vzorku. Lepsiho piistupu
velkych molekul ke stacionarni fazi lze dosdhnout i tzv. perfuznimi naplnémi, které obsahuji
dva typy port — difuzni pory, které¢ odpovidaji périm u béznych néplni a pory, které umoziuji
pfimy priichod vyznamnému podilu mobilni faze Gasticemi (pritoéné péry). Céstice téchto
naplni byvaji vét§i nez porézni naplné (cca 12 pm), presto poskytuji ucinngjsi separace a jsou
stabilni i pfi vysokych pritocich a vzhledem k vysoké sorpcni kapacit€¢ jsou vhodné pro

separace a CiSténi proteint, oligonukleotidi a jinych polymert [18].
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Monolitické kolony

Monolitické kolony jsou separaéni média tvofena jedinym kusem porovitého materialu
organického nebo anorganického pltivodu, tvaru i objemu zcela zaplnujiciho vnitini objem
kolony. Vytvafi se vhodnou polymeracni reakci v roztoku. Oproti klasickym kolonam, jejichz
napli je tvofena drobnymi casticemi, nemaji mezicasticové prostory, proto je veskery tok
mobilni faze nucen prochazet monolitem, ktery obsahuje dva typy pord — velké (makropory),
které zajistuji rychly tok mobilni faze skrz monolit a stfedné velké pory (mezopodry), které
zajistuji monolitu dostatecné velky povrch a tim vysokou separacni kapacitu. Konvektivni tok
témito pdry zvysuje rychlost prenosu hmoty v kolon¢ a umoziuje znacné zrychleni, zejména u

separace velkych molekul [12, 31, 32].

Jednim z prvnich monolitickych separacnich médii jsou makroporézni polymerni disky,
vyvinuté Ustavem makromolekularni chemie CSAV v Praze, které nasly vyuziti pii separaci
bilkovin a NK. Ptiprava téchto monoliti je jednoduchd — vytvareji se radikdlovou polymeraci
smési s obsahem monovinylovych monomeru s reaktivni skupinou (napft. butyl- nebo glycydyl-
methakrylatu), sitovadla, monomeru se dvéma ¢i vice dvojnymi vazbami (divinylbenzen,
ethylendimethakrylat), iniciatoru a porogenniho rozpoustédla, kterda se naplni do formy
plochého nebo valcovitého tvaru, kde po zahtati polymeruje. Naslednym mechanickym
obrabénim se vyrobi disky. Funk¢ni skupiny vzniklého polymeru lze posléze modifikovat. |
pies to, Ze je monolit sam o sob¢ dost mechanicky pevny, vkladaji se disky do pouzder, ktera jej

zpeviuji a zabranuji odlamovani hran. Cela jednotka je pak uzivana k separacim [32].

Na pocatku devadesatych let byla vyvinuta dal$i forma, makroporézni polymerni kolony,
jejichz ptiprava probiha v kapilafte, ktera se naplni polymera¢ni smési. Velikost port v téchto
monolitech ¢ini 1 pum. Mimofadné nizky odpor vici proudéni kapaliny témito pory je
predpokladem pro rychlé separace. Modifikovat funkéni skupiny Ize reakci plvodnich
funk¢nich skupin nebo tzv. roubovanim, pti kterém z kazdé povrchové struktury roste fetézec
s obsahem mnoha novych funkénich skupin, které vyznamné ovlivituji vazebnou kapacitu. Na
povrch lze navazat azoiniciator a pomoci né& roubovat napt. N-isopropylakrylamid. Takto
upraveny monolit pak vykazuje zménu polarity v zavislosti na teploté a gradientové eluce je tak
mozno dosahovat pouze zménou teploty bez pouziti gradientu mobilni faze. Vyhodou je pak

moznost snadné recyklace mobilni faze a tak i mensi zatéz pro zivotni prostiedi [32].

Rychlost separace, typickd pro monolity, byla lakava pro aplikaci téchto kolon
v biotechnologickych vyrobach, ale k tomu bylo tfeba pfipravit monolity o veétSim objemu.
Namisto plného monolitického bloku byly pfipraveny monolity ve tvaru trubic, které se

teleskopicky mohou zasunovat do sebe a vytvaret tak velké objemy stacionarni faze, a daly tak
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vzniknout tubularnim kolondam s radidlnim tokem (tok mezi témito kolonami je radialni,

zpravidla zvnéjsku do stiedu) [32].

Experimentaln¢ zjistény fakt, Zze pfi stlaceni sloupce gelu pouzitim hydrostatického tlaku
proudici kapaliny se vyznamné zvys$i jeho permeabilita, vedl k pfipravam gelll polymerizaci
vodnych roztokt N,N"-methylen-bis-akrylamidu a kyseliny akrylové v pfitomnosti anorganické
soli, stlaéenych na 10 % pivodniho objemu, které byly pouzity pro iontovyménnou separaci
bilkovin. Tuto technologii pfevzala firma BioRoad v Kalifornii a pouzitim 1,4-dialkylpiperazinu
jako sitovadla ptipravila kolony na bazi komprimovanych geli, znamé pod znackou UNO, do
kterych jsou interaktivni skupiny zavadény kopolymeraci. VétSina téchto monoliti se uplatiiuje
V iontové-vyménnych separacich, monolity ptipravené z N-isopropylakrylamidu se uzivaji pro

separace bikovin [32].

Anorganické latky jsou castou naplni kolon v HPLC a jsou uzivany i k ptipravé kolon
monolitickych. Pro vyrobu monolitickych kolon z anorganickych materiali se uzivaji
tyCinky z oxidu kiemicitého nebo silikagelu, ty vSak nemohou byt ptfipravovany in situ, jelikoz
b&hem tuhnuti ztraci ¢ast objemu. Tyto naplné se vyrabéji oddelené a nasledné se umist'uji do
smrstivych trubic z PEEK, které vytvareji t€lo kolony. Silikové monolity jsou slozeny z dobie
usporadanych, priblizn¢ stejné velkych skeletd prostoupenych lum pory. Jednotlivé Castice
skeletu jsou porézni, takze propijcuji materialu velky specificky povrch, coz je cenéno zvlast
pfi separaci malych molekul. V soufasné dob& jsou dostupné mimo jiné pod znackou
Chromolith® némecké firmy Merck a pfipravuji se hydrolytickou polymeraci
tetramethoxysilanu nebo tetraethoxysilanu ve vodném roztoku kyseliny octové v ptitomnosti

polyetylenglykolu [31, 32].

Monolitické kolony jsou mechanicky stabilni, odolavaji v Sirokém rozsahu pH a umoznuji
ucinnou separaci i pii velkych pritocich. Se snizujici se velikosti sorbentu se zvétsuje zpétny

tlak a tim je omezena maximalni rychlost pratoku [12, 31].

Kolony s vti§ténymi polymery

Novy typ stacionarni faze piedstavuji vtisténé polymery (imprinted polymers), které jsou
obdobou monolitickych kolon, do jejichz napln¢ je navic umistén ,,otisk* analytu, ktery chceme
oddglit. Polymer se piipravuje in situ pfidanim analyzované latky do kolony, ktera se po

ukonceni polymerace vymyje z kolony a zanecha tak charakteristickou dutinu [12].

Tento typ polymert se Vyuziva pro separace obtizn¢ délitelnych latek, napt. chiralnich [12].
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3.3.1.7 Detektory

Detektory slouzi kindikaci latek, které vychazeji z kolony, a poskytuji odezvu tmérnou

koncentraci stanovovanych latek v eluatu [25, 28].

Detektory je mozno klasifikovat z riznych hledisek. Rozlisujeme detektory univerzalni, které
jsou schopny detekovat celou skalu latek, zpravidla s niz$i citlivosti, a selektivni, které mivaji
vysokou citlivost pro urcité latky, prace s nimi vSak vyzaduje velmi Cistd rozpoustédla, aby
nedochdzelo k interferenci signalu detektoru. Je vyhodné, je-li pfistroj vybaven obéma typy.
Podle casové odezvy jsou uzivany jak detektory diferencidlni, které poskytuji odezvu na
okamzité mnozstvi analytu v cele, tak integralni, které zaznamenavaji veskeré mnozstvi latky
proslé celou do daného okamziku. Toto déleni v§ak nema prakticky vyznam, jelikoz komeréné
dodavané detektory vétSinou poskytuji diferencidlni zaznam, z néhoz se 1épe urcuji retencni
charakteristiky a soucasné¢ maji pFipojeny integrator, poskytujici integralni udaje pro
kvantitativni hodnoceni. U detektord destrukéniho typu se analyzovana latka rozlozi a neni tedy
moznost ji izolovat, u detektorti nedestrukéniho typu je umoznéno jimani jednotlivych frakei.
Dale je mozno detektory rozlisit na koncentra¢ni typ, kde je okamzita odezva detektoru zavisla
na rychlosti pfivodu mobilni faze, a na hmotnostni typ, kde odezva nezavisi na rychlosti ani

zméné ptivodu mobilni faze [25, 27].

Citlivost detektoru se vyjadiuje jako vzrist odezvy, ktery vyvola jednotkova zména koncentrace
nebo mnozstvi latky. Minimalni detekovatelné mnozstvi urCuje koncentrace latky, ktera vyvola
odezvu detektoru rovnou dohodnutému nasobku Sumu. Sum detektoru je ddn zménami ve
vystupnim signalu, které nejsou zplisobeny analyzovanymi slou¢eninami, ale kolisanim teploty,
zménami prutoku nebo jinymi vlivy [27].
Detektory by mély spliiovat tyto pozadavky:

e Vysoka citlivost

o Reprodukovatelnost a linearita odezvy

e Nezavislost odezvy na zméné slozeni mobilni faze pfi gradientové eluci

e Univerzalnost [6]
Detektor by mél mi co nejmensi vnitini objem, co nejniz§i mez detekce, signal by mél mit co
nejnizsi Sum a nemél by obsahovat drift (pomaly unik nulové linie) [12].
Razné typy detektord témto pozadavkim vice ¢i méné vyhovuji, 1iSi se principem funkce,
konstrukei, selektivitou, citlivosti, mezi detekce a linearnim dynamickym rozsahem. Nejcastéji

uzivané jsou fotometrické detektory [6, 10, 28].

Fotometrické detektory pracuji v ultrafialové a viditelné oblasti. Nejjednodussi pracuji

Sjednou pevné nastavenou vinovou délkou (obvykle 253,7 nm), jako zdroj zafeni uzivaji
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nizkotlakou rtutovou vybojku a jsou opatfeny interferencnim filtrem. Jako zdroje
monochromatického zafeni se da vyuzit i nizkotlaké zinkové nebo kadmiové vybojky. Takovéto
detektory jsou levné a presto pomérné citlivé. Pomoci rliznych interferencnich filtrd lze mérit

pti n€kolika riznych, ptedem danych vinovych délkach [28].

Detektory s polychromatickym zdrojem zafeni (deuteriova vybojka) a monochromatorem se
daji vyuzit pro méfeni pii libovolné vinové délce, vrozmezi 190-600 nm. Nékteré tyto
detektory jsou schopny detekovat celé spektrum analyzované slozky, ale pii zastaveni toku
mobilni faze [28].

Diode array detektory (DAD) obsahuji velky pocet miniaturnich fotodiod, které jsou spojeny
s kondenzétory, které jsou vybijeny imérné¢ velikosti zativého toku. Ty se ndsledné nabijeji a je
zaznamenavan proud potfebny ke zpé€tnému nabiti. Umoziuji snimat celé absorpcni spektrum
eluatu kazdou sekundu, jejich vystupem je 3D chromatogram zavislosti absorbance na vlnové

délce a na case [6, 28].

Fluorimetrické a fosforimetrické detektory jsou zalozeny na skuteCnosti, ze nekteré latky
suréitymi funkénimi skupinami (lumifory) po absorpci budiciho ultrafialového zatfeni Cast
pohlcené energie vyzaii v podobé luminiscencniho zafeni o nizsi energii (vyssi vinové délce)
neZ zateni excitaéni. Intenzita emitovaného zareni je pro nizké koncentrace imérna koncentraci
latky a mefi se fotonasobi¢em umisténym tak, aby na néj dopadalo pouze emitované zafeni.
Castgjsi jsou detektory fluorimetrické, protoze vice latek poskytuje piirozenou fluorescenci nez
fosforescenci. U nékterych latek, které tuto schopnost nemaji, je mozné derivatizaci vytvofit
fluoreskujici derivaty. Fluorimetrické detektory se vyznacuji vyssi citlivosti, nez

spektrofotometrické [28].

Elektrochemické detektory slouzi k detekci latek schopnych elektrochemické reakce.
Ampérometrické (polarografické) detektory méti proud vyvolany prichodem redukovatelné
nebo oxidovatelné latky mérnou celou. Polarografické detektory vyuZzivaji rtutovou kapkovou
elektrodu, ostatni ampérometrické detektory pevné meérné elektrody ze skelného uhliku,
grafitovych vlaken, platiny nebo jiného kovu. Tyto elektrody jsou vysoce citlivé (10™°)

za pomérné nizkou cenu, jsou vSak naro¢né na ¢istotu a odplynéni mobilni faze [28].

Coulometrické detektory méti naboj potfebny k oxidaci nebo redukcei latky pti prutoku mérmou

celou. Jsou citliveéjsi nez ampérometrické [28].

Pfi iontovyménné chromatografii 1ze vyuzit potenciometrickou detekci separovanych iontd na

iontove selektivnich elektrodach [28].

Refraktometrické detektory jsou nejvice pouzivané nespecifické detektory, odezva je dana

rozdilem indexd lomu eluatu a ¢isté mobilni faze. Citlivost tohoto detektoru je niz§i nez u
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specifickych detektorti (5.107), neumoziuje gradientovou eluci a vyzaduje velmi peélivé
termostatovani (+0,0001°C) [6, 28].

Vodivostni detektory jsou nespecifické detektory zaznamenavajici elektrickou vodivost eluatu
Vv pritokové cele mezi dvéma elektrodami. Ty byvaji nejCastéji platinové a je na né vkladano
sttidavé napéti, aby nedosSlo k jejich polarizaci. Tyto detektory jsou vyhodné pro meéteni
iontovych latek. Mobilni faze by méla byt pfi detekei timto typem detektoru pokud mozno

nevodiva [28].

Reakéni detektory vyuzivaji reakce latek sreakénim cCinidlem v eluatu, ktery vystupuje
z kolony. Reakce v mikroreaktoru musi byt rychla za tvorby derivatd analyzované latky, které
absorbuji zateni, fluoreskuji, oxiduji se ¢i redukuji nebo jsou iontového charakteru. Vystup

z mikroreaktroru je pak ptipojen k béznému detektoru [28].

Fotochemické detektory nevyzaduji pfitomnost chemického reakéniho ¢inidla, k tvorbé derivati

Kk méfeni staéi ozafeni UV svétlem [28].

Chemiluminiscenéni detektory méfi fluorescenci nebo fosforescenci vyvolanou chemickou
reakci [28].

Reakéni detektory jsou konstrukéné komplikované, uzivaji se vét§inou jen v piipadech, kdy je

obtizné nebo nemozné métit danou latku pomoci béznych detektort [28].

Hmotnostni detektor umoziiuje nejen kvantitativni stanoveni analytu, ale také podava
kvalitativni informace o jeho struktute. Sklada se z iontového zdroje, hmotnostniho analyzatoru
a detektoru iontd. Casto se uziva metoda ionizace elektrosprejem (ESI), kdy se pii priichodu
analytu silné polarizovanou kovovou kapilarou vytvoii mikrokapicky, nesouci na svém povrchu
naboj. Odparovanim rozpoustédla dochazi pii urcité velikosti kapi¢ek ke zvySeni povrchové
hustoty néboje nad kritickou mez, dochazi ke Coulombické explozi na dal$si mnozstvi malych
kapicek, na které se rozprostfe naboj. Opakovanim tohoto procesu dochazi ke vzniku iontd
samotnych analytl. lonty pak vstupuji do analyzitoru (kvadrupolovy, iontova past nebo
praletovy), kde se separuji podle pomeéru molarni hmotnosti a ndboje a detekuji se
elektronovym nasobicem nebo fotonasobicem. Dalsi uzivanou ioniza¢ni metodou je chemicka

ionizace za atmosférického tlaku (APCI) [10].

3.3.1.8 Zariizeni pro zpracovani dat

cinnost zafizeni pro zpracovani dat sestava ze ziskdvani a zpracovavani dat

z chromatografického systému [28].
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Analogovy signal detektoru je zesilovan a pfeveden na Ciselny ekvivalent. Tento digitalni udaj
je ukladan do osmibitového registru, z néhoz se data pravideln¢ ukladaji do paméti pocitace
[28].

3.3.2 Kvalitativni a kvantitativni hodnoceni chromatografickych dat

Vyjadiovani vysledki je obecné u vSech kolonovych chromatografickych metod shodné. Po
nastiiku vzorku na kolonu je smés unaSena mobilni fazi a na stacionarni fazi dochazi k déleni.
Pfi vystupu jednotlivych slozek indikuje detektor jejich pfitomnost v eludtu a zaznamenéava

eluéni piky [1].

Grafickym zaznamem odezvy je chromatogram, ktery je v idedlnim pfipad€ tvofen tadou
symetrickych pikd rozdélenych od sebe na zdkladni linii. Tento zaznam pak slouzi pro

kvantitativni i kvalitativni hodnoceni [1].

3.3.2.1 Kvalitativni hodnoceni

Cilem kvalitativni analyzy je ur€eni poctu komponent dané smési a identifikace vyznamnych
slozek. Pro identifikaci je dilezitym parametrem reten¢ni Cas tg, coz je doba od nastiiku po
maximum daného piku. Samotna identifikace je pak zaloZena na porovnavani reten¢niho ¢asu

latky se standardem [1, 27].

3.3.2.2 Kvantitativni hodnoceni

Pfi kvantitativni analyze se fesi vztah mezi plochou piku a mnozstvim slozky ve vzorku. Pro

ur¢eni obsahu se uZzivaji tyto metody [10]:

Metoda vnitini normalizace se uziva pro uréeni obsahu latek ve smésich slozenych z nizkého
poctu znamych komponent. VSechny piky chromatogramu se integruji a poméry ploch
jednotlivych pikd jsou vztazeny k ploSe vSech. Mnozstvi urcité slozky se pak vyjadii jako
relativni frakce z celku [1, 10].

Vyhodou je, Ze pro analyzu staci jediny néasttik, jehoz objem neni podstatny, takze vysledek
neni negativné ovlivnén neptesnosti v davkovani [12].

Nevyhodou je cela fada omezeni — vSechny sloZky vzorku se musi eluovat, davat odezvu

Vv detektoru, musi byt znamy jejich korela¢ni faktory nebo relativni molarni odezvy a vSechny

plochy pika chromatogramu musi byt vyhodnotitelné [10, 12].

Metoda absolutni kalibrace neboli metoda vnéjsiho standardu se provadi davkovanim
znamych mnozstvi zkoumaného vzorku a standardu za identickych podminek. Pracuje se bud’

metodou kalibra¢ni k¥ivky, nebo metodou pifimého srovnani. Pro pfimé srovnani se provedou
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dva nastiiky — analyzované latky a standardni latky. Pro sériové analyzy se pfipravuji kalibra¢ni

kiivky — davkovanim stejnych objemi standardi o rizné koncentraci [10].

Metoda vnitiniho standardu spociva v pridavani zndmého mnozstvi latky, ktera se vzajemné
neovliviiuje se slozkami smési. Dochazi k eliminaci nepfesnosti v davkovani vzorku nebo ztrat

pii predipraveé. Metoda poskytuje presnéjsi vysledky nez metoda absolutni kalibrace [10, 12].

Je dilezité, aby wvnitini standard mél svij pik dostatecn¢ oddéleny od ostatnich pika

jednotlivych slozek vzorku [1].

Metoda standardniho pridavku je zaloZena na pfidani definovaného mnozstvi standardu ke
znamému mnozstvi vzorku. Nejprve se provede ndstfik samotného vzorku a nasledné se
k definovanému vzorku pfida ptesné mnozstvi standardu a provede se druhy nastiik. Tato
metoda se uziva v ptipadé, Ze chceme ve smési stanovit jednu nebo jen nekolik malo slozek.

Nevyhodou je zatizeni chybou zptisobenou neptesnostmi v davkovani [10, 12].

3.3.3 Vyuziti HPLC

Vyuziti HPLC v praxi je velmi rozsahlé, jelikoz je to metoda rychla s moznosti automatizace.
Vyuziva se pro déleni, identifikaci a kvantitativni analyzu latek ve smésich, ke kontrole
meziproduktl a produkt syntéz a vyroby, K ¢isténi a mikropreparaci latek, kontrole Zivotniho
prostiedi, v potravinafstvi a v klinické praxi k monitoringu obsahu komponent v télnich
tekutinach [25].

3.4 Validace analytickych metod

vvvvvv

smyslem je demonstrovat, ze vypracovana metoda dava reprodukovatelné a opakovatelné
vysledky a je pro dany ucel vhodna. Cilem tohoto procesu je ur¢it podminky tak, aby byl postup

opakované pouzitelny a spolehlivy i pro uziti v jinych laboratotich [33, 34].

Validace se provadi jak u novych, tak u stavajicich metod, u nichz byla upravovana metodika,
ma-li byt prenesena do jiné laboratoie nebo pii prikazu rovnocennosti dvou metod. Hodnoty

valida¢nich parametru se zpracovavaji do validaénich protokola [33].

Aby byla zajisténa spolehlivost metody pii kazdém dalsi pouziti, je tfeba definovat piesné
podminky jejiho pribéhu, coz u instrumentalnich metod neni dost dobie mozné. Proto jsou
urCena kritéria, ktera musi byt splnéna, aby mohl byt systém pouzit. Pfi kazdém dal$im uziti
validované metody se jiz neprovadi validace celd, jen se otestuji vySe zminén kriteria — test

zpusobilosti analytického systému [34].
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3.4.1 Test zpusobilosti chromatografického systému

Podle Evropského 1€kopisu se v tomto testu hodnoti pocet teoretickych pater, rozliSeni a faktor

symetrie [35].

Faktor symetrie piku As se vypocte:

w
Ag = 0,05
2d
Wo g5 ..Sitka piku v dvacetin€ jeho vysky
d........ vzdalenost mezi kolmici spusténou z vrcholu piku a vzestupnou casti piku v jedné

dvacetin€ jeho vysky
Hodnota symetrie 1,0 znaéi uplnou symetrii, akceptovatelné jsou hodnoty faktoru symetrie

v rozmezi 0,8 az 1,5 [30, 36].

Zdanlivy pocet teoretickych pater N se vypocte ze vztahu:

2

t
N =554 (—R)
Wp

| Y. reten¢ni ¢as

Wy .....8ifka piku v poloving jeho vysky [30]

RozliSeni R; , mezi dvéma piky lze vypocist ze vzorce:

_ 118(tgz — tr1)
Wh1 t Wpp

1,2
kde plati, ze tr < tRZ

tr1, tro -...retencni Casy

Wh1, Why.. $ifky pikd v poloving vysky
Rozliseni vétsi nez 1,5 odpovida rozdéleni pikti na zékladni linii [30].

Opakovatelnost je vyjadiena odhadem smérodatné odchylka (RSDy,) Vv procentech pro sadu

méfeni standardniho roztoku a vypocte se:

100 xX; —Xx)2
Rpy =12 /Z(nl_ 1)

Xiwveen. jednotlivé hodnoty (plocha piku, vyska piku nebo pomér ploch u metody vnitiniho

standardu)

Xeverenn primer hodnot
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N....... pocet hodnot

Maximalni povolena relativni smérodatna odchylka pro fadu nastfikli porovnavaciho roztoku

pro definované limity se vypoéte ze vzorce:

KB+vn
RSDpgy = —
90%,n-1
K konstanta ziskan4 ze vztahu K = 22 120%s
............ Ve
B.ooe. horni limit obsahu uvedeného v 1ékopisném ¢lanku minus 100%
[ IOUPR pocet opakovani nastiiki porovnavaciho roztoku

t90%, n-1 ... Studentliv pomér pii 90% pravdépodobnosti pro n — 1 stupii volnosti [30]

Pocet jednotlivych nastiika

3 4 5 6
B (%) | Maximalni dovolena relativni smérodatna odchylka
2,0 0,41 0,59 0,73 0,86
2,5 0,52 0,74 0,92 1,06
3,0 0,62 0,89 1,10 1,27

Tab. 1: Pozadavky na opakovatelnost [30]

3.4.2 Presnost

Pfesnost vyjadiuje miru shody mezi jednotlivymi vysledky opakované naméfenymi s jednim
vzorkem. Vyjadfuje se jako relativni smérodatna odchylka Sesti stanoveni zhomogenizovaného
vzorku, pfipraveného kompletnim postupem [33, 34].

Podle podminek opakovani se rozlisuji tii trovné:

Opakovatelnost se provadi opakovanim metody jednim pracovnikem se stejnymi ¢inidly na
jednom pfistroji [33].

Mezilehla pi‘esnost se provadi s riznymi Cinidly, riiznymi lidmi v rizny cCas, ale na stejném
pfistroji a se stejnym vzorkem [33].

Reprodukovatelnost se provadi stejné jako mezilehla ptesnost, ale v riznych laboratofich [33].
Presnost nema vztah k pravé hodnoté, je zavisla na rozdéleni nahodnych chyb. Vyjadiuje se
smerodatnou odchylkou (SD). Neni-li odchylka zavisla na obsahu, uvadi se jeji absolutni

hodnota Vv jednotkach vysledku, jestlize zavisla je, udava se relativni smérodatna odchylka

(RSDy) Vv procentech [37].
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3.4.3 Spravnost

Spravnost je vyjadienim shody mezi vysledkem a spravnou hodnotou, ktera se ziska bud’ jinou
ovéfenou nezavislou metodou, nebo analyzou modelového vzorku (placebo s ptidanym
standardem), pfipadné analyzou vzorku s pfidavkem standardu. Pro stanoveni pfesnosti se
analyzuje nejméné 6 vzorku a vyjadii se bud’ jako rozdil spravné a ziskané hodnoty, nebo jako

vytéznost [33]:

100.nalezeni hodnota

vytéinost (%) = -
y (%) spravna hodnota

3.4.4 Linearita

Linearitou je oznacovana schopnost davat vysledky pfimo umérné koncentraci stanovované
latky. Pro stanoveni je nutné naméfit minimalné 5 vzorka v rozmezi 50-150 % deklarovaného

mnozstvi. Pokud je metoda linearni, 1ze vyjadiit smérnici z jednoho bodu [33].

Linearita se doklada graficky nebo matematicky jako vysledek regresni analyzy [34].

3.45 Robustnost

Robustnost vyjadifuje miru vlivu proménnych podminek na vysledky analyzy, napt. slozeni

mobilni faze nebo pH vodné slozky [33].

3.4.6 Selektivita (specifita)

Selektivita je schopnost zméfit spravné a piesné urCenou latky za piitomnosti interferujicich
latek — rozkladnych produktii, pomocnych latek, necistot, zbytkovych rozpoustédel nebo jinych
neznamych latek. Parametr se doklada vysledkem analyzy standardu a napt. vzorkd bez

analyzované latky [34, 37].

3.4.7 Detekéni limit

Detekéni limit (LOD) uréuje citlivost metody a je dan nejniz$i detekovatelnou koncentraci latky
nestanovované kvantitativné, urcuje se jako koncentrace analyzované latky s pomérem signalu

k Sumu s hodnotou 3, coz se ov€fuje analyzou vzorku o pfislu$né koncentraci [33].

3.4.8 Kvantitativni limit

Kvantitativni limit (LOQ) je parametrem citlivosti metody a udava nejnizsi koncentraci latky,
kterou lze stanovit s pfijatelnou presnosti a spravnosti. Jako kvantitativni limit lze oznacit i

koncentraci, pti niZ hodnota relativni smérodatné odchylky dosahne 10 %, obvykle se jedna o
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trojnasobek detekéniho limitu. Lze ho vyjadfit jako koncentrace s pomérem signalu k Sumu

s hodnotou 10 [33].

Parametry detek¢ni a kvantitativni limit je nutné dolozit u metod pro stanoveni necistot [34].

3.4.9 Rozsah

Rozsah jsou koncentraéni hranice, vymezujici interval pouZitelnosti metody. Spodni hranici je
detekeni limit, horni hranice je ur€ena maximalni odezvou, nad kterou jiz pfistroj nepracuje

presné [33].

SUKL nevyzaduje doloZeni tohoto parametru [34].

3.5 Diklofenak sodny

Lékopisny nazev: Diclofenacum natricum (Diklofenak sodna stil)

Strukturni vzorec:

O Na

Cl cl

Obr. 2: Chemicka struktura diklofenaku sodného [30]

Sumarni vzorec: C14H10CI,NNaO,

Chemicky nazev: natrium-{2-[(2,6-dichlorfenyl)amino]fenyl}acetat
Molarni hmotnost: 318,13

Diklofenak sodny (DF) je bily nebo slabé naZloutly krystalicky, slabé hygroskopicky prasek,
mirné rozpustny ve vodé, snadno rozpustny v methanolu, dobie rozpustny v ethanolu 96%,

téZce rozpustny v acetonu [30].
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3.5.1 Klinické idaje

3.5.1.1 Terapeutické indikace

Ptipravky s obsahem diklofenaku sodného jsou indikovany pii symptomatické 1é¢bé zanétlivych
a degenerativnich onemocnéni pohybového aparatu, bolestivych otokil a zanéti po operacich a
poranénich, pii 1é€bé zanétlivych afekci v gynekologii, vaskularnich bolesti hlavy a jako
doplnéni 1é¢by bolestivych afekci v oblasti ORL [38].

3.5.1.2 Davkovani

Obvykla davka peroralné podavaného DF je 25-50 mg 2-3x denné. Tablety se uzivaji po jidle,
pro rychlejsi nastup uéinku je mozno podat pted jidlem s dostatecnym mnozstvim vody. [3, 38].

rrrrr

U déti a mladistvych do 15 let se DF podava pouze pti diagndze juvenilni idiopatické artritidy, u
déti nad 6 let a 20 kg se pak podava 1-3 mg/kg/den rozdélené ve 2-3 dennich davkach [38].

3.5.1.3 Kontraindikace

DF je kontraindikovan u pacientt piecitlivélych na u¢innou latku, kyselinu acetylsalicylovou
nebo jiny inhibitor syntézy prostaglandinu, u gastrointestindlniho krviceni a perforace,
peptického viedu, hemoragii, srdecniho selhdni a v poslednim trimestru gravidity (v prvnim a
druhém trimestru je mozné DF podavat na doporuceni lékafe v co nejmensSich uUc€innych

davkach) [38].

3.5.1.4 Interakce

DF zvysuje plazmatické koncentrace lithia a dioxinu, zeslabuje U€inek diuretik, zvySuje u€inek
antikoagulancii, s antiagregancii a SSRI zvySuje riziko krvaceni, zvySuje toxicitu cyklosporinu a
methotrexatu, v kombinaci s chinoliny vyvolava kieée. Soucasné podavani s ostatnimi NSAID
zvySuje riziko vzniku nezadoucich U¢inkd. U pacientii s peroralnimi diabetiky je doporu¢ena

uprava jejich davek [38].

3.5.1.5 NeZddouci ucinky

Nejcastejsi nezadouci ucinky DF se projevuji Vv oblasti gastrointestinalniho traktu (nausea,
zvraceni, prijem, dyspepsie, epigastrickd bolest, plynatost a nechutenstvi), dale se objevuji

bolesti hlavy a zavrat€, vyrazka na kiizi a zvySené hodnoty aminotransferaz [38].
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3.5.2 Farmakologické vlastnosti

3.5.2.1 Farmakodynamika
Farmakoterapeuticka skupina: nesteroidni antirevmatikum
ATC kod: MO1ABO5

DF je nesteroidni sloucenina S analgetickymi, antiflogistickymi a antipyretickymi G¢inky,

hlavnim mechanismem ucinku je inhibice syntézy prostaglandinu [38].

DF vykazuje analgeticky ucinek u stfedné tézkych a tézkych bolestivych stavii. Pfi zanétu
dochazi jak k uvolnéni spontanni bolesti, tak bolesti z pohybu a zmen$eni otoki. U primarni
dysmenorey uvolfiuje bolest a zeslabuje krvaceni, u migrény dochazi k uvolnéni bolesti a

zmirnéni doprovodnych symptomui [38].

3.5.2.2 Farmakokinetika

Po peroralnim podani je diklofenak rychle absorbovan, systémova biologicka dostupnost je 30-
70 % diky metabolismu prvnim prichode jatry, biologicky poloc¢as je 1-2 hodiny. Kumuluje se
v synovialni tekutiné, jeho biologicky polofas je vtomto kompartmentu 2-6 hodin. Je
metabolizovan CYP3A4 a CYP2C9 hydroxylaci a konjugaci na neaktivni metabolity a je

vyluc¢ovan moéi i zlu¢i [39, 40].

3.6 Degradacni produkt 1-(2,6-dichlorfenyl)indolin-2-on

Cl

Obr. 3: Chemicka struktura degrada¢niho produktu DPI [30]

Ackoli je chemicka stabilita diklofenaku sodného vysoka, CL 2009 popisuje nékolik
potenciondlnich  negistot. Hlavni (v CL oznadovéana jako nelistota A) je
1-(2,6-dichlorfenyl)indolin-2-on (DPI), obecné oznacovan jako meziprodukt syntézy DF, ktery
se muze vyskytnout ve farmaceutickych formulacich pfi dlouhém skladovani, zejména pak po

expozici teplem nebo svétlem [5, 30, 41].
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3.7 Prehled praci zabyvajicich se stanovenim DF a DPI

3.7.1 Prace zabyvajici se stanovenim DF a DPI

Pro simultanni stanoveni diklofenaku sodného a jeho degradaéniho produktu 1-(2,6-

dichlorfenyl)indolin-2-onu byli vyvinuty tyto metody:

R. Hajkova a kolektiv vyvinuli metodu pro stanoveni DF, jeho degradac¢niho produktu a
konzervacnich piisad methylparabenu a propylparabenu v topickém 1% emulgelu
metodou kapalinové chromatografie na obracenych fazich se spektrofotometrickou
detekci (254 nm). Byla vyuzita kolona Supelco Discovery C18 (125%4 mm, 5 pm,
Sigma-Aldrich) s pifedkolonou SuperGuard (204 mm, 5 pm, Sigma-Aldrich), mobilni
fazi byla smés methanolu a fosfore¢nanového pufru, pH 2,5 (65:35, v/v). Vnitinim
standardem byl flurbiprofen, pii pritoku mobilni faze 1,0 ml.min™. Cas analyzy
byl <17 min [5].

Tato metoda vytvortila zaklad zakladem mé diplomové prace. Misto napliiové kolony
byla vyuzita monoliticka kolona (zejména pro zrychleni celkové doby analyzy), misto
fosforecnanového pufru byl pouzit vodny roztok kyseliny fosforecné shodného pH. Pti

stejném prutoku tak doba analyzy klesla pod 4 min.

S. E. Vignaduzzo, P. M. Castellano, T. S. Kaufman popsali metodu pro soucasné
stanoveni pridinolu a DF v kombinovanych pfipravcich se sou¢asnym limitnim testem
pro necistotu A diklofenaku (DPI). Separace probihd na C18 kolon¢ s UV detekci
(225 nm). Mobilni fazi byla kombinace methanolu, 2-propanolu a fosforeénanového
pufru (50 mM, pH 5,5) 48:9:43 (v/v/v) s pritokem 1 ml.min™. Metoda byla aplikovana
pro analyzu komeréné vyrabénych tablet a kapsli [42].

J. Krzek a M. Starek vyvinuli chromatograficko-densitometrickou metodu pro
identifikaci a kvantifikaci DF a jeho necistot DPI a indolin-2-onu a sledovali vliv pH,
teploty a ultrafialového zareni na koncentraci diklofenaku. Chromatograficka separace
probihala na silikagelem potazenych hlinikovych TLC deskach. Jako mobilni faze byla
pouzita smés cyklohexanu, chloroformu a methanolu (12:6:1, v/v/v), denzitometricka
detekce probihala pti 248 nm. Metoda vykazuje vysokou citlivost, selektivitu a
ptesnost, jeji vysledky jsou srovnatelné s HPLC a je pouzitelnd pro hodnoceni DF ve
farmaceutickych pfipraveich. Bylo vysledovano, ze koncentrace DF je zévisla na
teploté, pH a UV =zafeni, které redukuje jeho koncentraci a indukuje tvorbu

degradac¢nich produktt [43].
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Pro doplnéni uvadim préci, zabyvajici se identifikaci degradacnich produktd diklofenaku:

e M.-J. Galmier a kolektiv vytvofili metodu pro identifikaci degrada¢nich produkti DF.

Ve své praci popsali tii degrada¢ni produkty, mezi nimi i DPI. Jedna se o kapalinovou

chromatografii s naslednou detekci hmotnostni spektrometrii. Pro separaci diklofenaku

a degradacnich produkti byla pouzita kapilarni kolona Kromasil

(150 mm x500 pm, 5 um, AIT) a mobilni faze slozeni methanol — 0,1% vodny roztok
y

kyseliny mraven¢i pH 2,5 (80:20, v/Vv) s pratokem 0,4 ml/min. Separace probihala za

normalni teploty. Pro detekci byl pouzit UV detektor (254 nm) a on-line MS [41].

3.7.2 Prace zabyvajici se stanovenim DF metodou HPLC

V této kapitole jsou uvedeny metody zamétené pouze na stanoveni diklofenaku sodného.

3.7.2.1 Prdce zabyvajici se stanovenim DF metodou HPLC

Viz. Tab. 2
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citace Kolona MF 21;7;1(:1; detekce Poznamky

[44] Kromasil C18 ACN/ MeOH/ KHzPO, (pH 7) DAD Stanoveni v synovialni tekuting.

(150%4,6 mm, 5 um) 21:21:58 Temperace na 35°C.

A: ACN/ H,O/ CH;COOH/ TEA
200:791,18:8,17:0,65 (pH 2-3) IS: indometacin
s RP Luna C8(2) B: ACN/ H,0f CH,COOH/ TEA 03 UV | Vzorky ziskané mikrodialyzou z lidské podkozni
% 600:391,18:8,17:0,65 (pH 4,5) ’ tukové tkané& po topické aplikaci DF.
(100%2,0 mm, 3 pm) 280 nm po top p
5 min 25% B, pak 1 min rostouci B na Temperace na 30°C.
76,15 % (15 min konst.), pak 2 min B do
25%

[45] Superspher RP select B ACN/ kyselina mravenéi (20 mM) MS Vzorky ziskané mikrodialyzou z lidské podkozni

(125%3,0 mm, 5 pm) 53:47 (pH 2-3) tukové tkan¢ po topické aplikaci DF.

C-18 kolona s RP ACN/ sodny acetatovy pufr (75mM) UV IS: N-fenylanthranilova kyselina
[46]. (250%4,6 mm, 5um) pH 5,0 (CH3;COOH) 0,5 Stanoveni DF a metabolit v séru.
Beckman 915 280 nm
ith® A: kyseli Ci
Chromolith YU THTERE! DAD Stanoveni DF, IBU a SAL v lidské mogi.
[47] Performance RP-18e B: MeOH 25 ’
(100x4,6 mm, monolit) | Gradient ze 40 na 70 % B bhem 10 min Fluorim. Fluorimetrické stanoveni pii 220 a 230 nm.

46




MeOH/ FoP (pH 6,5)

(4] Separon SGX C-18 05 uv IS: N-fenylanthranilova kyselina
(110:100) s ptidavkem tetrabutylamonium ! . 1 ,
(150%3 mm, 7 um) jodidu (5 mM/) 284 nm Stanoveni v transdermalnich systémech.
[49] Spherisorb C-18 ACN/ octan sodny (0,1M) 1 uv IS: flurbiprofen
(250%4,6 mm, 5pum) 35:75 pH 6,5 278 Stanoveni v plazmé.
Lichrocard RP-18 0-6,5
(125%4 mm, 5 yim) min: Soucasné stanoveni kyanokobalaminu,
O B ACN/ H,0 pH 3,45 (CH;COOH) uv betamethasonu a DF ve farmaceutickych
[50] Ptedkolona Pelliguard 08 preparatech g
40:60 240 nm
LC-18 (50x4,6 mm, 40 pak 1,9 Temperance na 34°C.
pm
Hypersil BDS Cis TEA/ ACN UV Soucasné st%novem tlmolplu,’ rosuv\{astatlr}u a DF
[51] 1 v plazmé a farmaceutickych piipravcich.
(250%4,6 mm, 5 um) 40:60 pH 2,75 (H3POy) 284 nm Temperace na 45°C.
) IS: harmol
Spherisorb S5 ODS2 MeOH/ FoP (0,05M) Fluori- ) )
[52] . Excitace pfi 282 nm, emise pii 365 nm
(250%4,6 mm, 5 pm) 43:57 pH 6,2 metricky
Stanoveni v séru.
. T™ uv . .
(53] Sunfire’™ C 18 ACN/ MeOH/ FoP (0,01M) L IS: flurbiprofen
(150%4,6 mm, 5 um) 40:10:50 pH 4,1 245n?n281 Stanoveni v détské moci.
[54] Exclipse XDB-C18 MeOH/ FoP 1 uv Kombinovana metoda EME a HPLC pro
(150%4,6, 5 pm) 70:30 280 nm stanoveni biologickych vzorki.
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Eurospher 100 C18 S5um

A: ACN/ THF 7:3
B: FoP (45mM, pH 7,0)

IS: dibromfenak

uv
[55] kolona (250x4 mm) 6 min linearni pokles z 72 na 62 % B 1,1 280 Stanoveni DF a metaboliti.
nm
predkolona (5%4 mm) 2 min isokraticky 55 % B Temperace na 20°C.
Zpétna72 % B
RP kolona C18 KH,PO, (25mM, pH 3,5)/ ACN uv IS: 1BU
x4,6 mm, 5 um . tanoveni v lidské plazmé po exkreci na tuhou
[56] (250%4,6 5 pum) 1 S i v lidské plazmé kreci h
30:70 280 nm .
Merck fazi.

Tab. 2: Ptehled praci zabyvajicich se stanovenim diklofenaku sodného metodou HPLC (uvedené poméry sloZeni mobilni faze jsou vzdy v objemovych procentech)
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3.7.2.2 Prdce zabyvajici se stanovenim DF jinymi metodami

e A. M. Pimenta, A. N. Araijo a M. C. B. S. M. Montenegro realizovali souc¢asné dvé
nezavislé metody stanoveni DF metodou sekvenéni injekéni analyzy. Potenciometrické
stanoveni bylo provadéno iontové selektivnimi elektrodami s cyklodextrinem,
fluorimetrické stanoveni bylo provadéno po excitaci rtutovou vybojkou pfi 254 nm.
Obé¢ tyto metody byly aplikovany do analyzy farmaceutickych ptipravki. Ve srovnani
s referenénimi  metodami nevykazuji tyto metody statisticky vyznamné rozdily

s pravdépodobnosti 95 % [57].

e Jednoduché citlivé a velmi selektivni stanoveni vyvinuli M. L. Fernandez de Coérdova,
P. Ortega Barrales a A. Molina Diaz pro stanoveni DF ve farmaceutickych preparatech
zalozené na fixaci uc¢inné latky na Sephadex QAE A-25 pii pH 7 a nasledné piimé
stanoveni absorbance pevné faze pii 281 a 400 nm. Metoda byla aplikovana na analyzu
farmaceutickych pfipravki a bylo shledano, ze jiné aktivni latky, pouzivané

v kombinaci s DF, nemaji vliv na toto stanoveni [58].

e Citlivé a rychlé stanoveni DF prutokovou injekéni spektroskopii zaloZzené na tvorbé
barevné  slouceniny reakci s Ce(lV)-3-methyl-2-benzothiazolinonhydrazon
hydrochloridem (MBTH) v kyseliné¢ sirové 0,03M vyvinuli M. Soledad Garcia a
kolektiv. Tato metoda byla Gispé§né aplikovana jak na stanoveni DF ve farmaceutickych

substancich, tak ve vzorcich mo¢i [59].

e Jednoduchou spektrofotometrickou metodu pro stanoveni DF ve farmaceutickych
preparatech vyvinuli A. A. Martin, M. A. Farajzadeh a A. Jouyban. Metoda je zaloZena
na reakci DF s 63% (w/v) kyselinou dusi¢nou za vzniku nazloutlého produktu s
maximem absorbance pfi 380 nm. Detekéni limit tohoto stanoveni je 0,46 mg.l™,

kalibraéni kiivka vykazuje linearitu v rozsahu 1-30 mg.I"[60].

e  Spektrofluorimetrické stanoveni DF ve vodném roztoku v pfitomnosti a-cyklodextrinu
vyvinuli J. A. Arancibia, M. A. Boldrini a G. M. Escandar. Metoda vyuziva skute¢nosti,
ze emise fluorescencniho zafeni diklofenaku se zvysi v pfitomnosti a-CD., se kterym
tvori komplex v poméru 1:1. Linearni zavislost byla popsana v rozsahu 0-5 pg.ml™.

Metoda je pouzitelna pro analyzu farmaceutickych pripravka [61].
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A. O. Santini, H. R. Pezza a L. Pezza popsali stanoveni DF pomoci Pt |Hg |Hg,DF,|
grafitové elektrody, ktera DF detekuje s citlivosti 58 + 0,8 mV v rozsahu 5.10° az
1.102 mol.I" s detek&nim limitem 3,2.10°° mol.I". Konstrukce elektrody je jednoducha
za relativné nizkou cenu a je pouzitelna po dobu péti mésict. Stanoveni DF je selektivni
a to i v pritomnosti jinych latek, zejména karboxyldtovych nebo anorganickych iontt,

ve shod¢ s postupy amerického 1ékopisu [62].

L. A. Carreira a kolektiv vytvofili metodu pro stanoveni DF ve farmaceutickych
ptipravcich s pouzitim iontd Eu®* jako fluorescenéni sondy. Ionty Eu®* v kombinaci
s DF (ktery obsahuje karboxylovou skupinu) tvoii komplexy v poméru 1:1, vykazuji
jinak zakazany prechod pii 616 nm a dochazi ke zvyseni emitovaného fluorescenc¢niho
zateni. Emise fluorescen¢niho zafeni pii 592 nm neni ovlivnéna touto vazbou. Pomér
Isg2/l616, 0znacovany R (pomér intenzity), je méfitkem podilu vazanych ionti. Linearni
zavislost vazby Eu®* - DF byla stanovena pro koncentrace 10 az 200 pg.ml™. Vysledky

metody vykazuji shodu se spektrofotometrickymi metodami [63].

T. Pérez-Ruiz a kolektiv vyvinuli spektrofotometrické stanoveni stopového mnozstvi
DF extrakci s akridinovou zluti s vyuzitim pritokového systému, které umoziuje
stanoveni Vv rozsahu 3-80 pg.ml™® az u 40 vzorkd za hodinu. Metoda byla tsp&sné

aplikovana pro stanoveni DF ve farmaceutickych preparatech [64].
HaC CH
3 3
\
=
H,N N NH,
Obr. 4: Akridinova Zlut’ [65]

W. Jin aj. Zhang vyuzili pro stanoveni DF kapilarni zoénovou elektroforézu (CZE)
s ampérometrickou detekci mikroelektrodou z uhlikovych vlaken pfi konstantnim
potencialu 0,83 V oproti nasycené kalomelové elektrodé. Optimalnich podminek pro
separaci a detekci bylo dosazeno pufry Na,HPO, (4,90.10° mol.I"), NaH.PO,
(3,10.10° mol.I"*, oba pH 7,0), napéti 10 kV pro separaci a Skv a 10 s pro injeké&ni
davkovani. Limit detekce je 2,5.10° mol.I" nebo 5,2 fmol. Metoda je pouzitelna pro

stanoveni DF v mo¢i [66].
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M. R. Borenstein a kolektiv validovali kapilarni GC-MS metodu pro stanoveni DF
v lidské plazmé svyuzitim heptanu jako extrakéniho ¢cinidla a pfitomnosti
deproteina¢niho agens (aceton). K déleni byla pouzita kolona H-1 (12 m x0,2 mm,
0,33um film, Hewlett-Packard) a helium jako nosny plyn (prutok 0,92 ml/ min). Piky
DF a wvnitintho standardu 4’-methoxydiklofenaku byly detekovany hmotnostnim
spektrofotometrem s iontové selektivnim monitorovacim reZzimem (urychlovaci napéti
3,5 kV, elektron-ionizaéni energie 70 eV). Linearni rozsah metody je 5-2000 ng/ml,
detekéni limit 0,2 ng/ml. Metoda je pouzitelna pro farmakokinetické studie nebo pro

studie 1ékovych interakei [67].

Z. Kormosh, I. Hunka a Y. Bazel popsali potenciometrické stanoveni DF membranovou
elektrodou tvofenou asociatem iontu diklofenaku s barvivem Safranin T. Metoda je
pouzitelnd vrozsahu 5.10°-5.10% moll* pii pH 6-12 s detekénim limitem
3,2.10° mol.I". Elektroda je snadno pfipravitelnd, je pouZitelna po dobu 3,5 mésice a
vykazuje dobrou selektivitu pro DF v ptitomnosti riznych latek. Tato technika je
pouzitelnd pro stanoveni ve farmaceutickych preparatech metodou standardniho

ptidavku [68].

N CHj
X
N
N “SNH;
Cl

Obr. 5: Barvivo Safranin T [67]

P. C. Damiani a kolektiv vyvinuli rychlé, selektivni, citlivé spektrofotometrické
stanoveni DF v mastech a tabletach. Excitace probiha pii 287 nm kyselinou
chlorovodikovou (0,01M), emitované zaieni je detekovano pfi 362 nm. Linearni rozsah
metody je 0,2-5,0 mg.I". Metoda byla ozkouSena na mnohych farmaceutickych
preparatech a bylo zjisténo, Ze excipienty nebo jiné latky obsazené v téchto piipravcich

nemaji na stanoveni vliv [69].

Y. K. Agrawal a K. Shivramchandra popsali dvé spektrofotometrické metody pro
stanoveni DF. Prvni metoda vyuziva skutecnosti, ze DF ve vodném roztoku redukuje

ionty Fe** na Fe?*. Zeleznaté ionty pak tvoii komplex s 2,2 -bipyridinem s maximem
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absorbance pii 520 nm (rozsah 10-80 pug.ml™). Tato metoda je vhodna pro stanoveni DF

V tabletach.
/
NN
\ N
_~N

Obr. 6: 2,2"-bipyridin [70]

Druhd metoda je zalozena na upravé DF methylenovou modii v pfitomnosti
fosforecnanového pufru (pH 6,8) a extrakci chloroformem. Komplex vykazuje
maximum absorbance pii 640 nm. Absorban¢ni kiivka vykazuje linearitu v rozsahu 5-
40 pg.ml™. Tato metoda je pouZitelna i v piipade, 7e tablety obsahuji kromé DF i

paracetamol [71].

HeC, CH,
N S N
; —
H3C ~ “CH,
_ _
N Cl

Obr. 7: Methylenova modf [72]

Citlivou metodu pro stanoveni DF V séru vysokou¢innou chromatografii na tenké vrstvé
vyvinuli L. G. Lala a kolektiv. Diklofenak byl z biologickych vzorkli extrahovan
ethylacetatem. Separace probihala na deskach Silica gel 60F,s, (Merck) s mobilni fazi
ve sloZeni toluen — aceton — ledova kyselina octova (80:30:1, v/v/v). Densitometrické

stanoveni DF probihalo pii 280 nm [73].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzity chromatograficky material, pristroje, chemikalie,
pomiicky
4.1.1 Vzorky lé¢ivych pripravki

Veral® 25mg tablety, Sarze 2021209, 2010311, Herbacos-Bofarma s.r.0, Pardubice

4.1.2 Chemikalie

Diclofenak sodny, Sarze 086K 1407, Sigma-Aldrich, Némecko
1-(2,6-dichlorfenyl)indolin-2-on, sarze PIND/00058/001, Amoli Organics Ltd, Indie
Kyselina fosfore¢na 85% p.a., Sarze K35531273/602, Merck, Némecko

Methanol 99,9%, Sarze S2BB218SV, Sigma-Aldrich, Némecko

Methylester kyseliny p-aminobenzoové, Sarze 1166641 33705170, Sigma-Aldrich, Némecko
Propylester kyseliny p-aminobenzoové, Sarze 1134999 33505086 Sigma-Aldrich, Némecko
Pufr TLP 4, sarze 108800, Fisher Scientific, USA

Pufr TLP 7, Sarze 108802, Fisher Scientific, USA

Ultradista voda (¢isténa systémem Milli-Q RG, Millipore, USA)

4.1.3 HPLC sestava a kolona
HPLC sestava LC2010 C Shimadzu s vestavénym UV detektorem, Kyoto, Japonsko
Chromatograficky software Class VP, Verze 6.13., Kyoto, Japonsko

Chromatograficka kolona Chromolith® Performance RP-18e, 100x3 mm, Merck, Némecko

4.1.4 Pristroje

Analytické vahy 2004 MP, Sartorius, Némecko
Analytické vahy ME-50CE, Sartorius, Némecko
Centrifuga EBA 21, Hettich Zentrifugen, Némecko
Filtra¢ni zafizeni pro filtraci mobilni faze, Millipore, USA

Filtra¢ni zafizeni pro piipravu ultradisté vody Milli-Q RG, Millipore, USA
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Magneticka michacka Color squid, Ika Werke, Némecko
pH metr pH 212 Microprocessor pH Meter, Hanna Instruments, Némecko

Ultrazvukova lazen Sonorex Digitec, Bandelin, Némecko

415 Pomicky

Centrifugacni zkumavky plastové

Filtracni papiry Glass Microfibre filters, Whatman, Némecko
Injekéni stiikacky Norn-ject 2ml (3ml), Henke-Sass Wolf, Némecko
Kadinky

Nalevky sklenéné

Odmérné banky

Odmérné valce

Pipetovaci balonek

Pipety

Pipety Pasteur nesterilni

Plastova 1zicka

Stikatkové membranové filtry o velikosti porti 0,45 um, Biotech, CR
Vazenka

Zatky plastové

4.2 Zpracovani vzorku

Zvazenim 20 tablet piipravku Veral 25 mg byla zjisténa primérna hmotnost jedné tablety.

Tablety byly rozdrceny v tfence a dikladné homogenizovany. Do centrifugaci zkumavky bylo

odvazeno mnozstvi vzorku odpovidajici jedné tableté, piidano 20,00 ml roztoku vnitiniho

standardu flurbiprofenu (IS) o koncentraci 1 mg/ 100 ml a degrada¢niho produktu DPI o

koncentraci 0,5 mg/ 100 ml (vzhledem k tomu, Ze se pracovalo s Eerstvymi roztoky, bylo nutno

degradaéni produkt pridavat) a tato smés byla umisténa na dobu 10 minut do ultrazvukové

lazné. Poté byla smés centrifugovana po dobu 15 minut pfi rychlosti 6000 ota¢ek za minutu.

Takto ptfipraveny vzorek byl pouzit pro méfeni presnosti.
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4.3 Priprava roztoku

4.3.1 Priprava standardniho roztoku

Pro testovani miry vlivu proménnych experimentalnich podminek, testovani ucinnosti
chromatografického systému a stability byl pfipraven roztok obsahujici DF o koncentraci
25 mg/ 100 ml, degradaéni produkt DPI o koncentraci 0,5 mg/ 100 ml a IS o koncentraci
1 mg/100 ml.

4.3.2 Priprava roztoki pro méreni piesnosti

Pro stanoveni piesnosti se pracovalo sroztoky vzorku tablet Veral podle kapitoly 4.2

Zpracovani vzorku. Bylo vytvoieno 6 roztoki vzorki a kazdy z nich byl proméfen 3x.

4.3.3 Priprava roztoku pro méreni linearity

Byly pfipraveny pracovni roztoky DF o koncentraci 100 mg/ 100 ml, DPI o koncentraci

5 mg/ 100 ml a vnitiniho standardu flurbiprofenu o koncentraci 20 mg/ 100 ml.

Zasobni roztok DF o koncentraci 100 mg/ 100 ml byl pfipraven navazenim 200 mg DF do

odmérné banky objemu 200 ml a doplnénim methanolem po rysku.

Zasobni roztok DPI o koncentraci 5 mg/ 100 ml byl pfipraven navazenim 2,5 mg DPI do

odmérné banky objemu 50 ml a doplnénim methanolem po rysku.

Zasobni roztok IS o koncentraci 20 mg/ 100 ml byl pfipraven navazenim 10 mg flurbiprofenu

do odmérné baiky objemu 50 ml a dopInénim methanolem po rysku.

Pomoci zasobnich roztokti bylo pfipraveno 6 pracovnich roztokt pro méfeni linearity podle

nasledujici tabulky:

DF DPI IS
¢ (mg/100ml) | zas.® (ml) | ¢ (mg/100ml) | zas.® (ml) | ¢ (mg/100ml) | z4s.© (ml)
10 10 0,05 1 1 5
15 15 0,1 2 1 5
20 20 0,15 3 1 5
25 25 0,2 4 1 5
30 30 0,25 5 1 5
35 35 0,5 10 1 5

Tab. 3: Koncentrace a piiprava jednotlivych pracovnich roztokl pro méteni linearity

Obsah kazdé banky byl doplnén po rysku a promichan. Kazdy vzorek byl proméfen 3x.
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4.3.4 Priprava roztoki pro méreni spravnosti

Pro hodnoceni spravnosti byla vybrana metoda standardniho piidavku. Pracovalo se Sesti
roztoky, ptipravenymi dle kapitoly 4.2 Zpracovani vzorku, ke kterym bylo pfiddno znamé

mnozstvi DF — 25 mg. Kazdy vzorek byl prométen 3x.

4.3.5 Priprava roztoka pro méreni detekéniho a kvantitativniho limitu

Pro vyhodnoceni limitt byly vyuzity dva roztoky standardi (vzdy s obsahem DF o koncentraci
25 mg/100 ml a IS o koncentraci 1 mg/100 ml), jeden bez DPI a druhy s ptidavkem DPI

v koncentraci 0,5 mg/100 ml.

4.4 Priprava mobilni faze

Pro validaci metody byla pouzita mobilni fize ve slozeni methanol - roztok kyseliny fosfore¢né

pH 2,5 v poméru 65:35.

Roztok kyseliny fosfore¢né byl pripravovan z ultracisté vody pfidanim kyseliny fosforecné na
pH 2,5, ptefiltrovan filtracnim zatizenim pro piipravu mobilni faze Milipore a ndsledné smichan

s methanolem v daném poméru.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Optimalizace chromatografickych podminek

Jedna tableta pfipravku Veral obsahovala deklarované mnozstvi 25 mg diklofenaku sodného.
Pro stanoveni této latky v tabletach byly hledany vhodné chromatografické podminky

optimalizaci jiz vyvinuté metody.

Zakladem byla metoda pro stanoveni diklofenaku sodného, jeho degradacniho produktu a
konzervacénich pfisad v topickém emulgelu kapalinovou chromatografii na obracenych fazich
[5]. Tablety neobsahuji parabeny jako konzervaéni latky, jejich stanovenim se tato prace
nezabyva. Cilem bylo tuto metodu optimalizovat tak, aby byla pouzitelna pro stanoveni DF a

DPI ve form¢ peroralnich potahovanych tablet a aby se pokud mozno zkratila doba analyzy.

5.1.1 Vybér stacionarni faze

Pro analyzu byla vybrana monoliticka kolona Chromolith ® Performance RP-18e (100x3 mm)

firmy Merck.

5.1.2 Vybér mobilni faze

Jako mobilni faze byla vybrana kombinace methanolu a vodného roztoku kyseliny fosforec¢né.

Byly testovany tyto kombinace objemovych pomért a pH:

MF MeOH | vod.O H;PO, pH
1 70 30 2,5
2 65 35 2,5
3 65 35 3
4 65 35 3,5
5 60 40 2,5
6 60 40 3
7 60 40 3,5
8 55 45 2,5
9 55 45 3

10 55 45 3,5

Tab. 4: Objemové poméry slozeni mobilni faze a hodnota pH vodné slozky

Vsechny tyto kombinace (kromé¢ MF 1, kterd se hned pfi prvnim méfeni neosvédcila) byly

testovany pfi pritocich 0,5 az 1,2 ml/min.
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5.1.3 Vybér standardu

Pro stanoveni byla zvolena metoda vnitiniho standardu. V prezentovanych metodach stanoveni
DF byly jako vnitini standardy (IS) uzity flurbiprofen, [49], [53], indometacin [45], kyselina N-
fenylanthranilova [46], [48], naproxen sodny [51], harmol [52], dibromfenak [55] a ibuprofen
[56]. Pro tuto praci byl vybran flurbiprofen, ktery byl pouzit i v metodé pro soucasné stanoveni
diklofenaku a 1-(2,6-dichlorfenyl)indolin-2-onu [5].

HO

OO~

CHj
F

Obr. 8: Strukturni vzorec flurbiprofenu

5.1.4 Vybér vinové délky pro detekci

Pro detekci byla uréena vinova délka 254 nm, predepsana v aktudlnim lékopise pro stanoveni

ptibuznych latek [30] a uzita ve vychozi metodé [5].

5.2 Chromatografické podminky

Na zaklad¢ testu vhodnosti chromatografického systému byly pro stanoveni diklofenaku
sodného a jeho degradaéniho produktu v tabletich (obsah DF 25 mg) vybrany tyto
chromatografické podminky: monoliticka kolona Chromolith® Performance RP-18e (100 mm x
3 mm, Merck), mobilni faze tvoifena smési methanolu a vodného roztoku kyseliny fosfore¢né
opH 3 vobjemovém poméru 65:35 s prutokem rychlosti 1 ml/ min, vnitini standard
flurbiprofen, detekce UV detektorem pii 254 nm. Vzorky byly davkovany na kolonu v objemu
5ul.

Pti optimalizaci pH byly porovnavany hodnoty pH 2,5 a 3,0. Vysledky u téchto méteni byly
velmi podobné, ale vzhledem k Setrnosti k Zivotnimu prostfedi a chromatografickému systému

bylo vybrano méné kyselé pH.

Stanoveni pii pH 3,0 se vSak v pribc¢hu validace ukazalo jako nemozné, vzhledem k tomu, ze
nektera z pomocnych latek obsazena v tabletoving destruuje pik IS a DF a znemoziiuje tak
stanoveni. Byly u¢inény pokusy o eliminaci tohoto nezadouciho vlivu — rozpousténi vzorku

v mobilni fazi, filtrace vzorku, odstranéni obalového filmu tablet, zmrazeni vzorku, prométeni
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bez pridavku flurbiprofenu (vylouceni interference vnitiniho standardu s nékterou z balastnich

latek), uprava poméru slozek mobilni faze, zména prutoku, ale zadny z téchto pokust (ani jejich

kombinace) nevedl k Gspéchu.

800

700

600

500

400

300

200

100

Detector A- 1 (254nm)
— mraz
mraz3001

Retention Time
Area

Asymmetry
Theoretical plates
Resolution

__/

TN

—

0,2 0,4 0,6 0,8

10

12

14

16

18

2,0

2,2

2,4 2,6 2,8

3,0

3,2

3,4 3,6

Obr. 9: Chromatogram vzorku rozpusténého v mobilni fazi ve sloZzeni methanol — vodny roztok kyseliny

fosfore¢né o pH 3 v poméru 65:35, po filtraci a nasledném zraZeni.

Proto byly podminky analyzy upraveny: monoliticka kolona Chromolith® Performance RP-18¢e

(100 mm x 3 mm, Merck), mobilni faze tvofena smési methanolu a vodného roztoku kyseliny

fosfore¢né o pH 2,5 v objemovém poméru 65:35 s prutokovou rychlosti 1 ml/ min, vnitini

standard flurbiprofen, detekce UV detektorem pti 254 nm. Vzorky byly davkovany na kolonu

v objemu 5pl.
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5.3 Test vhodnosti chromatografického systému

Pro nasledujici méteni byl pouzit standardni roztok ptipraveny dle kapitoly 4.3.1 Pfiprava
standardniho roztoku. K vyhodnoceni dle vzorcii uvedenych v kapitole 3.4.1 Test zptisobilosti
chromatografického systému byl pouzit software Class VP. Byly uzity pramérné hodnoty

ze 3 méfeni.

5.3.1 Pocet teoretickych pater

latka N
DPI 1773
DF 2975

Tab. 5: Pocty teoretickych pater pro DPI a DF

Pozadavek: N> 1500 VYHOVUJE
5.3.2 Faktor symetrie piku
latka As
DPI 1,18
DF 1,25
Tab. 6: faktory symetrie pro DPI a DF
Pozadavek: T =0.8-1,5[30] VYHOVUJE
5.3.3 Rozliseni
latka R1’2
DPI - IS 3,75
IS-DF 2,78
Tab. 7: hodnoty rozliseni pro piky DPI a DF
Pozadavek: R;,>15][30] VYHOVUJE
5.3.4 Opakovatelnost
Byl opakované davkovan roztok analyzované latky v methanolu o koncentraci DPI 0,549

mg/100ml, DF 25,016 mg/100ml.
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vzorek 2el =
tr A tr A
1 1,59 47754 3,08 1484191
2 1,58 48170 3,06 | 1482033
3 1,58 47859 3,07 | 1480600
4 1,58 48515 3,07 | 1483932
5 1,58 48503 3,08 | 1480658
6 1,58 48431 3,08 | 1482556

Tab. 8: Zprimérované hodnoty kazdého vzorku pro méfeni opakovatelnosti

primer 1,5817 48205  3,0733 1482328

SD 0,0041 334,76  0,0081 1546,44
RSDy, 0,26 0,70 0,27 0,10
Pozadavek: RSDy, < 1% [74] VYHOVUJE
1 ;e%éﬁrﬁ[i)z)n Time
Name
160 /\\
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Obr. 10: Chromatogram standard: degrada¢ni produkt 1-(2,6-dichlorophenyl)indolin-2-on, vnitini
standard flurbiprofen a diklofenak sodny
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5.4 Validace metody

5.4.1 Presnost

Pro stanoveni piesnosti metody bylo nezavislym postupem pfipraveno 6 roztokli vzorkl tablet
Veral (s ptidavkem degrada¢niho produktu DPI) dle kapitoly 4.3.2 Ptiprava roztokti pro méteni
ptresnosti. Kazdy vzorek byl proméfen 3x a byly porovnavany poméry ploch piki DF/IS a

DPUIS, pfepoctené na jednu tabletu, vypocCtena smérodatna odchylka a relativni smérodatna

odchylka.
vzorek Appi/As Apr/Als
1 0,2148 32,4325
2 0,2204 32,4617
3 0,2205 32,3646
4 0,2169 32,6134
5 0,2165 32,1688
6 0,2175 32,3401

Tab. 9: Pramérné hodnoty pomért ploch pika pro kazdy vzorek

praimér  0,2178 32,3969
SD 0,0021 0,1474
RSDy, 0,96 0,46

Pozadavek: RSDy, <5 % VYHOVUJE

5.4.2 Linearita

Linearita byla stanovena metodou vnitiniho standardu. Bylo proméfeno 6 roztokd
s odstupnovanou koncentraci DF a jeho degrada¢niho produktu DPI a s konstantni koncentraci
IS (ptiprava téchto roztoki viz. kapitola 4.3.3 Pfiprava roztokli pro méteni linearity). Kazdy
roztok byl méfen 3x a vysledné poméry ploch pikd latek a wvnitfniho standardu byly

zprameérovany.

Po chromatografickém vyhodnoceni byly sestaveny kalibracni kiivky - grafy zavislosti poméra
ploch DF (resp. DPI) a IS ke koncentraci DF (resp. DPI) a byly vyhodnoceny metodou linearni

regrese.
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5.4.2.1 Hodnoceni linearity pro stanoveni DPI

0,4 0,5

vzorek | ¢ (mg/100ml) Appi/As
1 0,05 0,0241
2 0,1 0,0446
3 0,15 0,0624
4 0,2 0,0854
5 0,25 0,1081
6 0,5 0,2122
Tab. 10: Hodnoty pro vytvoteni kalibraéni kiivky degradaéniho produktu DPI
0,25 +
02 +
0,15 -
o
a
<«
0,05 -
0 1 1 1
0 0,1 0,2 0,3
¢ (mg/100ml)

0,6

Obr. 11: Kalibra¢ni ktivka degrada¢niho produktu DPI

Regresni funkce: y = kKx + @
pocet bodli: n=6 pocet stupiiti volnosti: v =4
Parametry regresni pfimky a odhady jejich smérodatnych
odchylek
smérnice k= 0,4202 +| 0,0044
absolutni ¢len gq= 0,0019 |+]| 0,0011
koeficient korelace R= 0,99978
rezidualni odchylka Srez = 0,00156
hodnota F-statistiky F= 9,23E+03
Zavislost y na x byla prokazana se spolehlivosti 99.9% .

Tab. 11: Parametry kalibra¢ni kiivky DPI ziskané metodou linearni regrese
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5.4.2.2 Hodnoceni linearity pro stanoveni DF

vzorek | ¢ (mg/100ml) Apr/As
1 10 2,70637
2 15 4,1507
3 20 5,3490
4 25 6,9001
5 30 8,3683
6 35 9,6221
Tab. 12: Hodnoty pro vytvofeni kalibra¢ni kiivky DF
12 +
10
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26
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2
< 4
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0 | | | | | | |
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Obr. 12: Kalibra¢ni ktivka DF
Regresni funkce: y = kKx + @

pocet bodli: n=06

pocet stupiiti volnosti: v =4

Parametry regresni ptimky a odhady jejich smérodatnych

odchylek
smérnice k = 0,2788 +| 0,0044
absolutni ¢len gq= -0,09 + 0,11
koeficient korelace R= 0,99951
rezidualni odchylka Srez = 0,0918
hodnota F-statistiky F= 4,04E+03
Zavislost y na x byla prokazana se spolehlivosti 99.9% .

Tabulka 13: Parametry kalibra¢ni ktivky DF ziskané metodou linearni regrese (odkazat na program?)

Pozadavek: korelacni koeficient R > 0,999
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5.4.3 Spravnost

Pro hodnoceni spravnosti byla vybrana metoda standardniho pfidavku. Pracovalo se se Sesti
vzorky ptipravenymi dle kap. 4.3.4 Ptiprava roztokil pro méteni spravnosti. Kazdy vzorek byl

3x proméfen. Vytéznost byla pocitana ze vztahu:

X ......mnozstvi diklofenaku sodného pridaného ke vzorku

Xy......mnozstvi dilofenaku sodného ve vzorku zjisténého pii analyze bez ptidavku standardu

vzorek Xi Xo Xy R;
1 50,66741| 25,005 |25,21971| 101,77
2 50,70366 | 25,005 |25,39488| 101,21
3 51,90909 | 25,005 |25,21002| 102,78
4 51,00361| 25,005 |25,39094| 102,43
5 50,25718| 25,005 |25,12501| 100,51
6 50,77262| 25,005 |25,07195| 102,78

Tab. 14: Hodnoty pro vypocet vytéznosti DF

pramér 101,91
SD 0,92
RSDy, 0,90
Pozadavek: R; v intervalu 100 + 3%
RSD (%) < 5% VYHOVUJE

Spravnost pro stanoveni degrada¢niho produktu DPI nebyla vramci této diplomové prace

stanovovana.
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5.4.4 Robustnost

V ramci robustnosti byla testovana stabilita a vliv vlastnosti mobilni faze (sloZeni, pH vodné
slozky a rychlost pritoku) na plochu chromatografického piku a retenéni ¢as. Pro méfeni byly
pouzity roztoky pfipravené podle postupu uvedeného v kapitole 4.3.1 Ptiprava standardniho

roztoku.

5.4.4.1 Viliv sloZeni mobilni faze

Vliv slozeni mobilni faze na plochu chromatografického piku byl testovan pii pH 2,5 a byly
pouzity smési methanolu a roztoku kyseliny fosfore¢né v pomérech 55:45, 60:40, 65:35 a 70:30.

Vliv sloZeni mobilni faze na plochu piku

Slozeni MF DPI DF
MeOH:OQH;PO, A Ax(%) | A Ax(%)
55:45 31726 | 79,44 | 1444939 | 96,29
60:40 37869 | 94,83 | 1505820 | 100,35
65:35 39936 | 100,00 | 1500607 | 100,00
70:30 49030 | 122,77 | 1478789 | 98,55

Tab. 15: Vliv slozeni mobilni faze na plochy piki DPI a DF

A......plocha piku

Ai

Ag.....relativni plocha A = 100

Ags:35

Vliv slozeni mobilni faze na retenc¢ni ¢as

Slozeni MF DPI DF
MeOH:OQH3PO, | tg (min) | tg (Min)
55:45 2,77 8,54
60:40 2,24 5,43
65:35 1,60 3,19
70:30 1,24 2,02

Tab. 16: Vliv slozeni mobilni fdze na reten¢ni ¢asy DPI a DF

Vyssi obsah methanolu v mobilni fazi ma pozitivni vliv na reten¢ni €as, pii pomeru 70: 30 vSak

nedochazi k Gplnému oddéleni pikt IS a DF.
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5.4.4.2 Vliv pH vodné sloZky mobilni faze

Vliv pH vodné slozky mobilni faze na plochu piku

DPI DF
pH
A Ar (%) A Ag (%)
2,5 39936 100,00 1500607 | 100,00
3,0 40029 100,23 1539844 | 102,61
3,5 38640 96,75 1534677 | 102,27

Tab. 17: Vliv pH mobilni faze na plochy piki DPI a DF

Piky dosahuji nejvétsich ploch pti pH 3,0.

Vliv pH vodné sloZky mobilni faze na reten¢ni ¢as

DPI DF

pH . .
tg (min) | tg (min)

2,5 1,60 3,19

3 1,53 3,07

3,5 1,43 2,72

Tab. 18: Vliv pH mobilni faze na reten¢ni ¢asy DPI a DF

Vyssi hodnota pH mobilni faze ma pozitivni vliv na rychlost analyzy. Z diivodu interference

balastnich latek v tabletach vSak neni mozné pii pH 3,0 nebo 3,5 pracovat.

5.4.4.3 Vliv rychlosti priittoku mobilni fize

Vliv rychlosti priatoku mobilni faze na plochu piku

Priitok DPI DF
(mMimin)| A | AR (@) | A Ag (%)
1,2 | 36127 | 90,46 |1253876| 83,56
1,1 | 39803 | 99,67 |1362380| 90,79
1 39936 | 100,00 | 1500607 | 100,00
09 | 46613 | 116,72 | 1680353 | 111,98
07 | 57557 | 144,12 |2129327| 141,90
05 | 80179 | 200,77 | 2929824 | 19524

Tab. 19: Vliv rychlosti pritoku mobilni faze na plochu piku

Cim je rychlost priitoku mobilni faze nizsi, tim vétsi je plocha piku.
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Vliv rychlosti pritoku mobilni faze na retencni ¢as

Prutok DPI DF
(ml/min) | ¢, (min) | tg (min)
1,2 1,36 271
1,1 1,48 2,96

1 1,60 3,19
0,9 1,78 3,63
0,7 2,31 4,74
05 3,20 6,60

Tab. 20: Vliv rychlosti pritoku mobilni faze na reten¢ni ¢asy DPI a DF

Cim je rychlost pritoku vyssi, tim krat$i je retenéni ¢as. Pii vys$ich pritocich viak nemusi dojit

K uplnému odd¢leni pikd DF a IS.

5.4.4.4 Stabilita

Byla testovana stabilita roztoku standardu o koncentraci DPI 0,34 mg/100ml a DF 50,31

mg/100ml za uchovavani:

1) za snizené teploty (4°C) chranén pied svétlem

2) za laboratorni teploty a ptistupu svétla

Kazdy roztok byl 3x méfen v ¢as piipravy, po 24, 48 a 72 hodinach.

DPI
tthod) | A@C) | siw) | Agabt) | si(%)
0 16953 0,00 17590 0,00
24 16643 1,83 17167 2,40
48 16434 3,07 17920 1,88
72 16425 3,12 20958 19,15

Tab. 21: Stabilita DPI ve standardnim roztoku v zavislosti na dob& a zpisobu uchovavani

DF
t (hod) A (4°C) S%) | Aabt) | SH(%)
0 1478978 0,00 1476014 0,00
24 1472965 0,41 1474542 0,10
48 1481479 0,17 1468787 0,49
72 1487380 0,57 1475783 0,02

Tab. 22: Stabilita DF ve standardnim roztoku v zavislosti na dobé& a zptisobu uchovavani
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A......plocha piku v pfislusném case
Ay .....plocha piku v ¢ase t = 0 hod
Faktor stability St (%) byl vypoéten ze vzorce:

|4; — Aol

S7(%) =100
(%) »

Pozadavek: St < 1% [76]

Pozadavek je splnén pro diklofenak sodny pfi skladovani po 72 hodinéch pfi 4°C i laboratorni
teploté, pro degrada¢ni produkt 1-(2,6-dichlorfenyl)indolin-2-on nikoli. Standardni roztok

degradacniho produktu je tfeba piipravovat vzdy Cerstvy

5.45 Detekéni a kvantitativni limit

Pro stanoveni detekéniho a kvantitativniho limitu byl zméfen vzorek bez ptidavku DPI a
ze zaznamu Sumu v okoli retencniho Casu stanovované necistoty byla zméfena nejvyssi kladna

(r") a zaporna (r') amplituda $umu, z tohoto rozpéti Sumu odhadnuta jeho smérodatna odchylka:

+ —
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Obr. 13: Chromatogram vzorku bez pfidani degrada¢niho produktu DPI

Poté byl zméfen vzorek s piidavkem degrada¢niho produktu DPI (¢ = 0,5092 mg/100ml).
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Obr. 14: Chromatogram vzorku po ptidani degrada¢niho produktu DPI

Detekeni limit byl vypocten ze vzorce:

SD.K
LOD =3
b,
Vypocet kvantitativniho limitu:
SD.K
LOQ =10
by

K.......plocha piku/vyska piku
by...... plocha piku/koncentrace analytu

Pro vypocet byly vyuzity primérné hodnoty z 6 méfeni.

DPI (rl;fl).lpl) (;?.8)
so| 04172
K | 6929,148
b, | 1248073 | 00029 | 0,0095

Tab. 23: Detekéni a kvantitativni limit pro stanoveni degrada¢nifho produktu 1-(2,6-dichlorfenyl)-2-
indolinu
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Nejnizsi detekovatelna koncentrace degradacniho produktu DPI za pouziti této HPLC metody je
0,0028 mg.I™, kvantitativnim limitem je koncentrace 0,0095 mg.I™.

5.4.6 Selektivita

Prvni chromatogram (obr. 15) dokumentuje analyzu standardniho roztoku DF (25 mg/100 ml),
DPI (0,5 mg/100 ml) a IS flurbiprofenu (1 mg/ 100 ml).

Druhy chromatogram (obr. 16) zobrazuje analyzu vzorku piipravku Veral 25 mg tablety
s ptidavkem DPI (0,5 mg/ 100 ml) a IS (1 mg/100 ml).

Z uvedenych chromatogramu je patrné, Ze metoda je schopna selektivné stanovit diklofenak

, ,
sodny v tabletach.
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Obr. 15: Chromatogram standardniho roztoku DF (25 mg/100 ml), DPI (0,5 mg/ 100 ml) s ptidavkem IS
(1 mg/ 100 ml).
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Obr. 16: Chromatogram vzorku piipravku Veral 25 mg tablety s pfidavkem DPI (0,5 mg/100 ml) a IS (1
mg/100 ml).
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6 ZAVER
Cilem diplomové prace byla optimalizace a validace HPLC metody pro stanoveni diklofenaku

sodného a jeho degrada¢niho produktu 1-(2,6-dichlorfenyl)indolin-2-onu v tabletach.

Zakladem této prace byla metoda stanoveni diklofenaku sodného (DF), jeho degradac¢niho
produktu (DPI) a konzervaénich latek v topickém emulgelu [5]. Jeji podminky byly upravovany

a optimalizovany tak, aby byla metoda pouzitelna pro stanoveni v tabletach.

Jako vnitini standard byl ponechan flurbiprofen a byla zvolena monolitick4 kolona Chromolith®
Performance RP-18e (100x3 mm) firmy Merck. Jako mobilni faze se nejvice osveédcila smés
methanolu a vodného roztoku kyseliny fosfore¢né o pH 3 (65:35 v/v) s prutokovou rychlosti 1
ml/min, béhem validace vSak bylo zjisténo, Zze pomocné latky obsazené v tabletoving
znemoziuji stanoveni a pH muselo byt upraveno na 2,5. Detekce analyzovanych latek byla

realizovana UV detektorem pii vinové délce 254 nm.

Byla testovana ucinnost chromatografického systému a metoda byla validovana. Dle vysledki
validace lze usuzovat, Ze metoda poskytuje presné a spravné vysledky a je vhodna pro stanoveni

diklofenaku sodného a jeho degrada¢niho produktu v ptipravku Veral tablety
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