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1. UVOD



Farmacie je natolik rozsdhly obor, Ze zasahuje do mnoha dalsich
disciplin. Ve spojitosti 1€Civy je nutno pomyslet na fadu cinnosti, které
zabezpeluji nejen vyzkum a vyvoj, ale také spolehlivou kontrolu, kterou
muUze byt dnes velmi duilezité monitorovdni Ié€Civ. Tato vyzkumnd Cinnost
prindsi vysledky, které jsou velkym pfinosem pri stanoveni I€Civ, jejich
metabolitd a ddle napriklad pri studiu farmakokinetiky, nebo pfi vyzkumu

léCiv z hlediska toxikologie.

Novd doba si zaddd nové poznatky. Devadesdtd |éta prinesla
pokrok v modernich technikdch, a sice vyvoj metody, kterd usnadnila
analyzy fady IéCiv a prinesla mnoho vyhod pfi jejich zkoumdni. Metoda
mikroextrakce na tuhou fdazi (SPME) je Casto vyuzivanou technikou, kterd
spojuje rychlost, univerzdlnost, nendrocnost na pfistrojové vybaveni,
persondl a finance. Principem je sorpce analyzované Iatky na kiemenné
vldkno potazené staciondrni fézi a ndslednd desorpce bud prostfednictvim

plynového, nebo kapalinového chromatografu.



2. TEORETICKA CAST



2.1 Uprava vzorky biologického materidlu V)

Témér pro kazdé stanoveni je nutné jesté pred ndstiikem na
chromatografickou kolonu predcistit a nakoncentrovat biologicky vzorek,
nebot obsahuje fadu endogennich latek ve vysokych koncentracich, které
pUsobi pfi zdznamu rusivé. ZpUsob Upravy souvisi s vliastnostmi biologického
materidlu, s chemickou strukturou analyzované Iatky, jeji polaritou,

rozpustnosti atd.

2.1.1 Piimad injekce vzorku na chromatografickou kolonu

Pfimé ddvkovani vzorku na kolonu bez predchozi Upravy je
mozné jen ve vyjimecnych pripadech. Metabolity, jez vykazuji fluorescenci
nebo absorpci v UV oblasti, minimdalné interferuji balastni Iatky. MozZznym
limitemm mUzZe byt fakt, Ze na kolonu lIze vstiikovat jen maly objem
biologickych tekutin, a tedy koncentrace detekované latky musi byt

vysokd.

Neeluovatelné slozky prfitomné v biologickém vzorku pfi
opakované piimé injekci na kolonu casto zpUsobuji jeji rychlé
znehodnoceni, vzrist tlaku a zménu separacnich viastnosti. Tomu se dd&

predejit pouzitim predklony.

Metoda prfimého ndstiiku vzorku na analytickou kolonu je
vyuzivana pri stanoveni |atek, které se ve vysoké koncentraci vyluCuji do
moce. Této techniky bylo nékolikrdt vyuzivano také pro stanoveni rdznych

léCiv v plazmé.

Vroce 1983 byl vypracovdn novy systém automatizovaného
predcisténi a rychlého zakoncentrovani latek, jez jsou obsazeny ve velkych

objemech biologickych tekutin, a to pfimo na chromatografickych



kolondch. Tato metoda byvd oznacovdna terminem ,column switching

HPLC" a jeji nevyhodou je ndrocné pristrojové vybaveni.

2.1.2 Deproteinace biologickych vzorkd

Precipitace proteind deproteinacnimi  Cinidly predstavuje
nejiednodussi Upravu vzorku. Po centrifugace lze Ciry supernatant bud
pfimo nastfiknout na kolonu, nebo odparit do sucha a ndsledné odparek

rozpustit v malém objemu mobilni faze.

Cinidla, kterd lze pouZit k deproteinaci, mohou byt rdzného
charakteru, at uz se jednd o organickd rozpoustédla misitelnd s vodou, silné
kyseliny, soli té€Zzkych kovU &i kombinace vice cinidel. V roce 1981 byly
zhodnoceny Ucinnosti 12 precipitacnich Cinidel. Z testovanych organickych
Cinidel byla deproteinacni schopnost v tomto poradi: acetonitril > aceton >
etanol > metanol. Acetonitril je z t&chto Cinidel nejpoouzivanéf§i. Z kyselin se
jako vhodnd deproteinacni Cinidla osvédcila kyselina frichloroctovd a
chloristd. Soli tézkych kovU nebyvd Casto vyuzivdno. Kromé samotného
typu pouzitého cCinidla je duUlezZity také jeho objem a koncentrace. Na

téchto viastnostech zavisi kompletnost vysrdzeni protein(.

Proteiny je moiné separovat také ultrafiliraci a to pres
semipermeabilni membrdny, které jsou schopny zachytit témér 99 %
proteind v séru, aniz by dochdzelo ke zméné koncentrace [€Civ v séru.
Stanovované Iatky nesmi vykazovat specifickou vazbu na membrdny.
PouzZité membrdny se daji regenerovat promytim nebo specidinim

enzymatickym postupem.

Ultrafiltracni  zafizeni nachdzi své uplatnéni v monitorovani
volnych hladin l€Civ v plazmé Ci séru. Pouze nevazand cCast leéCiva na
proteiny je terapeuticky aktivni. Koncentrace volné frakce muize byt

zménéna pri patologickych stavech. Ostatni metody monitorovani
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sérovych koncentraci €k stanovuiji celkovou hladinu 1éCiva, tedy volnou i

vAzanou.

Metoda je jednoduchd, rychld a UCinnd, ale jeji pouziti je
omezeno. Nékdy vznikaji pfi deproteinaci mikroCdstice, jez nelze
centrifugou odstranit, a to vede k ucpdni kolony nebo ndstrikové smycky.
Dalsi nevyhodou je vysoky obsah endogennich Iatek ve vzorku. Vzorky jsou
deproteinaci obvykle naredény a jen alikvoty se nastfikuji na kolonu. Tato
neselektivni  Uprava byvd nékdy nahrazena selektivnimi  extrak&nimi

metodami.

2.1.3 Extrakce biologickych vzorku organickymi rozpoustédly
Princip extrakce organickymi rozpoustédly (liquid-liquid) spociva
v rozdéleni extrahované latky mezi dvé vzdjemné nemisitelné kapaliny

v rozdélovacim poméru K, ktery udavd Nernstdv zdkon:

_ celkov & koncentrace v organick é fdzi (mg /ml)

celkov & koncentrace ve vodné fdzi (mg/ml)

Z&kon plati pro idedini roztoky, kde extrahovand Iatka nereaguje
s Zadnou slozkou v obou fdzich. Na zdkladé rozpustnosti extrahovanych
latek v obou fdazich a rozdilu v rozdélovacim poméru K mezi nimi je voleno
vhodné rozpoustédlo pro extrakci. V pripadé, ze |atka prechdzi spontdnné
do rozpoustédla, tedy hodnota K je véfsi nez 1, pak staci protfepdni obou
fazi k prevedeni veskerée latky do rozpoustédia. Pokud je naopak hodnota
K mensi nez 1, je doporucovdna bud vicestupnovd extrakce, nebo Castéji
Uprava pH vzorku. Upravou pH vzorku se 1é&ivo pfevede na neionizovanou

formu a |épe prejde to organického ropoustédia.

Rozpoustédla jsou volena s prinlédnutim na chemické viastnosti
exirahovanych latek, na jejich hydrofini a hydrofobni skupiny, na
aromaticky Ci alifaticky charakter. Vybrand cCinidla se nesméji vzdjemné

prilis rozpoustét a nesméji byt prilis viskdzni, aby rychle sedimentovala.
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Dalsimi dUlezitymi vlastnostmi jsou kromé rozpustnosti extrahované
latky také bod varu rozpoustédia a pH vzorku. VEtsi selektivity extrakce
dosdhneme Upravou pH biologického vzorku priddnim pufrd, které jsou
minimdlné rozpustné v organickém rozpoustédle. Pfi vhodné zméné pH
nastane situace, kdy ionizovand ldatka zUstane ve vodné fdzi a
analyzovand Iatka, u které je ionizace potlacena, prejde do organického
rozpoustédla. U&innost extrakce je také né&kdy moZzno zvysit pridanim
vysolovacich cinidel, které zvysi rozdélovaci pomér extrahované I|atky.
Témito vysolovacimi Cinidly jsou anorganické soli v pevném stavu, jako je
NaCl, NazSO4, Po provedené extrakci a ndsledném oddéleni jednotlivych
fazi pomoci centrifugy jsou organické fdze obsahujici analyt odpareny do
sucha. Odparek je rozpustén v minimdalnim mnozstvi mobilni faze a alikvot je
nastfiknut na kolonu. Tak je docileno odstranéni nékterych interferencnich

latek a zdroven je vzorek nakoncentrovdan stanovovanymi latkami.

Extrakéni metody nevyzaduji sloZité zarizeni, jejich vyhodami je
rychlost a moznost pouziti k separaci jednak vétsino mnozstvi Iatek, ale i pro
stopové koncentrace. Nevyhodou je pak moznost vytvoreni emulze
s organickymi rozpoustédly i Casovd ndroc¢nost a pracnost. Jednodussim

postupem je pouziti extrakEnich kolonek.

2.1.4 Extrakce biologickych vzorku na pevnych fazich

Tato technika je vhodnd krychlému a  UCinnému
nakoncentrovdni, Cisténi a izolaci 1€Civ z roztokd na pevné sorbenty. Jednd
se o organické nebo anorganické latky, které jsou schopny na svém
povrchu sorbovat rizné chemické slouceniny. Vyuzivd se zde pevnych
sorbentl, které musi spliovat tyto zdkladni poZadavky: nerozpustnost
v pouzivanych eluénich systémech, inertnost k elu¢nim systémOm i
k analyzovanym Iatkdm a velka sorpcni kapacita. Vétsinou jsou sorbenty
latky s porovitou strukfurou a to bud poldrni, nebo nepoldmi. Mezi

nejpouzivanégjsi poldarni sorbenty patfi silikagel, oxid hlinity, oxid horecnaty.
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Zastupcem nepoldrnich organickych sorbentd je Casto pouzivané aktivni
uhli, jez se vyznacuje velkou sorpCni kapacitou. Mimo jiné bylo napriklad
vZito k nakoncentrovdni Idtek v moci a k izolaci barbiturdtd ze séra. Dalsimi
nepoldrnimi sorbenty jsou tzv. Amberlity XAD, tedy syntetické polystyrény.
Tyto sorbenty jsou plnény do sklenénych nebo umélohmotnych kolonek.
K separaci rdznych chemickych skupin latek jsou vyuZivény kolonky se

sorbenty rozdilnych viastnosti.

Extrakce provddénd na pevnych kolonkdch je jednoduchd,
rychld, vykazuje dobrou vytéZnost a reprodukovatelnost. Diky navdzanym
fadzim na sorbenty lze dosdhnout maximdlni selektivity separace |atek
s moznosti automatizace uzitim vakuového systému. Tato extrakéni metoda
se proto jevi joko nejvhodnéjsi pro izolaci 1éCiv a jejich metabolitd

z biologickych tekutin.

Kapitola 2.2 se touto problematikou zabyva detailngji.

2.1.5 Exirakce iontovych paru

Jednd se o separacni techniku, kterd funguje na principu vzniku
komplexu ionizované latky s pdrovym iontem opacného ndboje. Tento
ionfovy pdr je neutrdini, tudiz prechdzi do organického rozpoustédia.
K extrakci iontovych pdrd z vodnych roztok( se vyuzivd vétsinou chloroform
nebo metylenchlorid. Jako protiionty jsou vyuzivdny anorganické ionty
(chloridy, bromidy, dusiCnany atd.), organické ionty (alkylamonium,
alkylsulfonaty), nebo povrchové aktivni ionty (alkylsulfaty,

cetyltrimetylamonium bromid atd.).

Tato metoda byla dfive vyuzita k separaci ionizovanych kyselych a
bazickych slouCenin, pozdéji byla technika rozvinuta a vyuzita v HPLC
chromatografii k regulaci retence, separace a selekfivity. lonizované
slouCeniny se vyznacuji jen malou retenci na kolondch sreverzni fazi, coz
ma za ndsledek asymetrické a zdvojené piky. Tomu Ize predejit pouzitim
chromatografie iontovych pdrQ, kdy je do mobilni fdze priddno vhodné
iont-pdrové cinidlo, jez s analyzovanou latkou vytvori iontovy pdr. Tak je
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analyzovand latka vice zadrzovdna na koloné na reverznich fdzich. Toto
iontové pdrovani Ize vyuzit i pfi HPLC stanoveni na normdlnich fdazich, kde
silikagel tvori nosiC pro vodnou stacionarni fazi obsahujici protiiont. Mobilni

faze musi pak obsahovat rozpoustédia nemisitelnd s vodou.

Chromatografie  iontovych  pdr0 nasla  Siroké  uplatnéni

v biomedicinské aplikaci.
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2.2 Extrakce na pevnou fazi 2

Extrakce na pevnou fdzi, solid phase extraction (SPE), je metoda
zakoncentravdni vzorku a oddéleni analytd z roztoku pomoci sorpce, za

kterou ndasleduje desorpce, tedy eluce analytu do vhodného rozpoustédia.

Metodu extrakce liquid-liquid, jez je popsdna v kapitole 2.1.3, ma
jisté nevyhody, které byly prekondny se vznikem solid-phase extrakce, tedy
extrakce na pevnou fdzi. SPE je forma kapalinové chromatografie, kterd
oddéluje rozpusténou Iatku pomoci sorpce na pevnou fdzi rbznym
sorpcnim mechanismem. V pocdatcich byly pro tuhou fdzi voleny sorbenty
typu polymerU, jako je pryskyfice. Nasledné byly také uzivany sorbenty typu
pryskyfice s navdzanou fazi Cis. Kolony jsou konstruovdny z polypropylenu
nebo polyetylenu a jsou plnény materidlem s rGznymi funk&nimi skupinami.
Vodny vzorek protékd kolonou a analyty jsou diky sprévné volbé vnitini
vyplné kolony koncentrovéany a cCistény. Vzorky mohou byt na kolonu
ddvkovdany bud pod tlakem, nebo pomoci vakua a to v objemu od 1 ml
do 1 I. Jednou z mnoha vyhod metody SPE je moZnost automatizace a
spojeni s chromatografickou analyzou a v neposledni fadé také absence

spotreby velkého mnozstvi organickych ropoustédel.

2.2.1 Princip SPE

Prvnim krokem procesu SPE je akfivace sorbentu, kdy
rozpoustédlo protékda skrz sorbent. Ddle je odstranén vzduch pritomny
v kolonég, kterd je poté naplnéna rozpoustédlem. Typickym rozpoustédlem

je metanol, ktery byva ndsledovdan vodou nebo vodnym pufrem.

Po akfivaci kolony je vzorek s pritomnymi analyty aplikovdn na
kolonu. Mechanismem zadrzovdni analytu na koloné mUze byt vznik van
der Waalsovych vazeb, vodikovych muistkd, vazeb typu dipdl-dipdl, ddle

zachycovani na zakladé velikosti molekul nebo kation-aniontova vymeéna.
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Béhem tohoto kroku jsou analyty zkoncentrovdny na pevném sorbentu,

nebof nékteré slozky ze vzorku jsou zadrzeny v koloné, jiné projdou skrz.

Ndsleduje vymyvani kolony od zadrzenych analytd, které by
mohly puUsobit pfi hodnoceni rusivé, pficemz zadrzen zOstavd pravé

analyzovand latka.

Konecnym krokem je vymyvdni analytu ze sorbentu pomoci
prislusného vhodného ropoustédia, které je vybrdno tak, aby doslo

k naruseni vazby analyt-sorbent.

1. Column Solvation 2. Sample Loading 3. Column Washing 4. Target Compound Elution

s & & &

[eLele [T I
Y S
<&
X > >
-
Eluted Interferences ® Ll
.. @ Target

Compound

Obrdazek 1: Jednotlivé faze SPE 3)

2.2.2 Kolony a aparatura

Sorbenty pouzivané pro SPE byvaji ve tfech zdkladnich

formdatech: jako disky, zasobniky (cartridges), vdlcové strikacky.
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Obrdazek 2: Zdsobniky pro SPE 4 Obrdzek 3: Vdlcové strikacky 9

Co se tykd stiikacek, vétsina dnes pouzivanych formdtd pro SPE
sestavd z takovych, které jsou tvoreny polypropylenem, ddle néktefi
dodavatelé pro vyrobu pouZivaiji teflon. Diky podtlaku, pomoci vakua,
dochdzi k eluci rozpoustédel skrz sorbent ve stfikacce. Cely systém je
v tomto pfipadé napojen na malou vakuovou pumpu a zdsobnik pro
odpadni produkty. Ventily kohoutku je mozné kontrolovat aplikaci vakua
do jednotlivych kolon. Jinym pouZivanym typem SPE mize byt centrifugace
a pozitivni tlak, ktery je vyvijen shora skrz stfikacku. Jednoduse na zdkladé

toku samospddem mohou byt pourzity stiikacky nebo cartridge (zdsobniky).

Druhym formdtem SPE je zminény systém zdsobnikd (cartridges).
Hlavnim materidlem pro vyrobu byva polyetylen. Zdsobniky pracuji jak na

principu pozitivnino tlaku, tak na principu vakua.

Treti typ SPE formdtu je disk, ktery je konstruovdn v nékolika
moznych stylech v zdvislosti na pfislusném vyrobci. Jeden z priklady je
sestava CasteCek plniciho materidlu, kterd je zapusténa do vnitini matrix

z polytetrafluoretylenovych vidken.
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Obrdzek 4: Kolony a aparatura pro SPE ¢

2.2.3 Sorbenty a moznosti interakci

Sorbenty vyrdbéné pro metodu SPE jsou podobné jako u
kapalinové chromatografie, véetné normdini faze, reverzni fdze, ale jsou
také vyuzivany sorbenty, které pracuji na principu zdchytu dle velikosti

Cdstic nebo na principu iontové vymény.

Normdlni faze sestavd z pevné fdze, kterd je vice poldmi nez
rozpoustédlo vzorku. Proto napf. voda obvykle nebyvd pouzita jako
rozpoustédlo, nebot je prilis poldri. Primdrnim mechanismem zdchytd
analytu jsou vazby typu vodikové muistky nebo dipdl-dipdl. Materidly

sorbentl fdze reverzni jsou vice hydrofobni nez vzorek.

Reverzni fdze jsou tedy pouzivany v okamziku, kdy analyzovany
vzorek je vodného pUvodu. Mechanismem interakce byvaji Van der
Waalsovy sily a prilezitostné také interakce jako jsou vodikové muUstky a

vazby dipdl-dipdl.

Neékteré sorbenty pro zvyseni selektivity kombinuji nékolik interakci.

Sirokd 3kdla chemickych struktur, ze kterych je sorbent sestaven, umoZzriuje
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jeden z nejsiinéjSich aspektd SPE, a sice selektivitu. Selektivita je stav, kdy
extrakéni technika je schopna oddélovat analyt od vedlef§ich Iatek
v pOvodnim vzorku. Prdvé mnozstvi moznych interakci mezi analyty a

pevnou fazi umoznuje selektivitu.

2.2.4 Automatizace SPE

Automatizace SPE metody muize prindset fadu vyhod, predevsim
spolehlivost, lepsi vysledky, financni Usporu. Prindsi pohodinost ve smyslu
lidské prdce, kdy odpadd nudné pipetovdni, sestavovdni kolon nebo
nékdy zdlouhavy krok eluce atd. Systém automatizovaného SPE je schopen
pracovat 24 hodin. Je to tedy moznost, jak si usnadnit prdci, jok Seffit

persondl, misto i vybaveni.
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2.3 Mikroexitrakce na tuhou fazi 7)

Mikroextrakce na tuhou fdzi, tedy Solid Phase Microextraction
(SPME), je sorpCné-desorpCni analytickd metoda, u které dochdzi
k zakoncentrovani analytu. Funguje na principu expozice malého mnozstvi
extrakéni faze nadbytkem vzorku. Analyzovand latka je sorbovdna na
vldkno do té doby, nez dojde k ustaleni rovnovahy. Hodnota rozdélovaciho

koeficientu urCuje, kolik analytu se nasorbuje na vidkno.

Pierce Sample Expose Fiber/s Retract Fibers
Septum Extract LAnalytes Remove Fiberholder

Obrdazek 5: Princip mikroextrakce na vidkno 8

Metoda byla poprvé publikovdna profesorem Januszem
Pawlisziihnem na Univerzité of Waterloo Ontario v Kanadé. Komercné se

proddvd od roku 1993.

Technika SPME md hned nékolik vyhod. Jednou z prednosti je
moznost kombinace jak skapalinovou, tak plynovou chromatografii.
Metoda poskytuje linedmi vysledky v Sirokém rozmezi koncentraci. | pro
nizké koncentrace analytd je mozno doséhnout reprodukovatelné vysledky
volbou vhodného typu vidkna. Je nendrocnd nejen na technické
vybaveni, ale také napriklad na pouzitd rozpoustédla. Urychluje analyticky

postup, nebof vzorkovdni a Uprava vzorku probihgiji v jenom kroku. Metodu
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Ize vyuzit jak pro kvalitativni, tak pro kvantitativni analyzy. Velky pfinos je

také v moznosti automatizace metody.

___—plunger
___—barral
color-coded
screw hub ™~
sealing 1L  retaining
septum [l nut
L] L
fiber sheath fiber -0 ="
(pierces septum __ _— attachment rod =Lt - =
of sample vial L = e - =" . 2 -
and GC injector) ———— SPME fiber

Obrdazek 6: SPME vIidkno 9)

2.3.1 Faktory ovliviujici SPME
e Volba staciondrni faze (tloustka, polarita)
e Podminky sorpce (Uprava vzorku, poloha vidkna, teplota, doba,
michdadni)
e Podminky desorpce (umisténi vidkna, teplota, délka, typ a objem

rozpoustedla)

2.3.2 Sorbenty

e Homogenni Cisté pomylery
1. PDMS (polydimetylsiloxan) — nepoldami
2. PA (polyakrylat) — poldrni

e Porézni Castice/polymer, do kterého jsou suspendovdany
1. Carboxen™/PDMS
2. DVB (divinyloenzen)/PDMS
3. Carboxen™/DVB/PDMS
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2.3.3 Vldakna 7

Typ vlakna: ADSORBENT

Typ vliakna: ABSORBENT

porézni materid

homogenni vrstva polymeru

plocha povrchu

sorpce zAvisi na tloustce vrstvy

sorpce je kompetitivni

sorpce neni kompetitivni

limitovand kapacita vidkna

velkd kapacita vidkna

nepokryté kiemenné vidkno
Carboxen™/PDMS
DVB/PDMS
PDMS/CW (carbowax)
DVB/ Carboxen™ -PDMS
TPR/CW

PDMS
PA

Pfi SPME analyze se doporucuje zacinat s vidknem PDMS nebo

PA. Tato vidkna maji vyhodu ve velké kapacité a maiji Siroky linedrni rozsah

kalibrace. Polarita vidkna je zvolena podle polarity predpoklddanych

analytl. Pro dosazeni vyssi citlivosti je pro analyzu vhodné pouzit vidkna

typu adsorbent’, napf. DVB nebo Carboxen. Vybér zavisi na molekulové

hmotnosti Iatky.

2.3.4 Vzorkovani

Vzorkovdni je mozno provddét dvéma zpUsoby. Jednak pfimym

kontaktem vidkna se vzorkem, tedy ponorenim do vzorku, nebo druhou

moznosti, z prostoru, 1j. z plynné faze po head-space Upravé vzorku. Obé

varianty maiji svoje prednosti, ale i nevyhody.
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Ponofeni vidkna do vzorku Vzorkovani z plynné faze

Vyhody - moznost extrakce - vldkno neni v kontaktu
netékavych latek s roztokem

- rychlejsi ustaveni

rovnovdhy
Nevyhody - vldkno muize byt zniceno - delsi ustaveni rovnovdahy
|&tkami v roztoku - Veftsi viiv teploty

- véftsi vliv konstantnosti

michdani

2.3.5 Faktory ovliviujici vytézek

Na vytéznost metody ma vliv fada faktord. Nékteré mohou pfimo
zvysit extrakeni UCinnost, jiné zkracuji dobu, za kterou dojde k ustaveni
rovnovahy. Tyto faktory avsak mohou mit také nevyhody, proto je treba

zvazit, jaké podminky analyzy budou pri experimentu zvoleny.

Pro snizeni Casu potfebného k dosazeni rovnovdhy je mozno
pridat pfi mikroextrakci michdni napf. na magnetické michacce. Je nutné
si dat pozor na nekonstantni michdni, které by mohlo vysledky zhorsit.

Vhodné je také k tomuto UCelu pouzZit ultrazvuk, kdy je vzorek zahfivan.

Metoda vysolovdni 7.10.11.1213.14.33) tedy pridavek soli do vzorku, je
dalsim zpuUsobem, jak ovlivnit vytéznost. Principem je vznik neutrdinich
molekul po prfidavku vhodné soli, které maji snizenou rozpustnost.
Nevyhodou mohou byt ionizované analyty, které zvysuji iontovou silu. Je

preferovdn roztok, ve kterém je kombinovdno vysolovdni spolu s Upravou

PH.

SPME neni obecné zavisild na objemu, resp. velikosti vialek.
Vyjimku tvori vyssi koncentrace analytd a Iatky s vysokou distribucni

konstantou. Pak dochdzi ke vzniku nelinedrni kalibracni  krivky. Je
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doporucovdno pouzivat silanizované vialky o objemu 2-15 ml a teflonovd

septa.

2.3.6 Carry-over 10.11.12,35)

Carry-over je vV literature popisovano jako jev, kdy dochdazi
k prevodu léCiva z predchoziho uziti vidkna, tedy vzdjemnd kontaminace.
Na vldkné je zadrzovdna ta Cdst analyzované latky, kterd se pfi desorpci
neuvolni do desorpcnihno media a ani pfi ndsledném vymyvani do
rozpoustédla pri precisténi pred dalsi mikroxtrakci. Tento jev je popsdn u
fady latek véetné barbiturdtd 2. Uvolnéni veskerého analytu z vidkna je

docileno opakovanou desorpci 11:12),
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2.4 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

VysokoUcinnd kapalinovd chromatografie (HPLC - High
Performance Liquid Chromatography) predstavuje separacni techniku,
kterd je diky fadé vyhod zdroven jednou znejCastéji pouzivanych
analytickych metod. Je vhodnd pro déleni netékavych latek, u nichz je
analyza plynovou chromatografii obtiznd. Jako viechny chromatografické
metody spojuje separaci Iatek a jejich ndsledné hodnoceni, umoznuje
analyzu latek ve smésich, jako jsou lékové pripravky, nebo rostlinny a

biologicky materidl.

Chromatografickd separace latek je provedena technikou
eluce, kdy kolonou protékd mobilni fdze. Mobilni faze protékd skrz kolonu
konstantni rychlosti a jeji slozeni je neménné v pfipadé, ze se jednd o
isokratickou eluci. Naopak pfi gradientové eluci se méni slozeni mobilni faze

s Casem, tedy dochdzi ke zvySovdni jeji elucni sily.

Metoda HPLC poskytuje kvalitativni i kvantitativni vysledky 19,
umoznuje hodnoceni totoznosti, Cistoty a obsahu. Kvalitativnim vystupem
metody je poloha piku, tedy retencni Cas. Pro kvalitativni hodnoceni se
vyuzivd metoda standardd. Za kvantitativni informaci je povazovdna
plocha, nebo vyska piku. Tyto veliCiny jsou odpovidaijici pro
koncentraci/mnozstvi 1atky. Pro ziskani kvantitativnich informaci se vyuziva

téchto zpUsobU hodnoceni 19):

a) metoda vnéjsiho standardu
b) metoda standardniho pridavku
c) metoda vnitfniho standardu

d) metoda vnitini normalizace

Metoda vnéjiho standardu: Zavislost mezi plochou, resp. vyskou piku a

koncentraci stanované Iatky se nejCastéji urCuje metodou kalibracni krivky.

Analyzuje se série standardd o rizné, ale zndmé koncentraci a hledd se
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zavislost kalibracni funkce X=fK(c). Nezndmy obsah latky se pak urci
pomoci funkce c=fA(x). Jestlize kalibracni kfivka prochdzi pocdatkem, pak
muUzeme pouzit metodu porovndni sjednim vnéjim standardem, kdy
vzorek s hledanou koncentraci a kalibracni vzorky jsou pfipravovdny a

analyzovdny oddélené.

Stanovovanou koncentraci je pak mozné vypocitat ze vztahu:

kde A; je plocha stanovované latky o nezndmé koncentraci c;, plocha

standardu As se ziskala promérenim tohoto standardu o koncentraci cs.

Metoda standardniho pridavku: Pfi této metodé se porovndava signdl vzorku

se signdlem, ziskanym po priddni zndmych pridavkd standard( stejného
druhu jako je stanovovand latka. Ke vzorku se pridd zndmé mnozstvi Iatky, u
které se md stanovit koncentrace. Provddi se dva ndstiiky, kdy jeden
predstavuje presné mnozstvi vzorku a druhy presné mnozstvi smési. Metodu

Ize pouzit, je-li mezi plochou piku a koncentraci analytu linedmi vztah.

Metoda vnitfniho standardu: Principem této metody je to, ze ke vzorku o

objemu V; a nezndmé koncenfraci c; je priddn definovany objem
standardu Vs o zndmé koncentraci cs, pricemz latky se musi dobre
separovat a standard by se mél eluovat v blizkosti stanovované |atky. Smés
se naddavkuje a vyhodnoti se plochy standardu As a stanovované latky A

Pak pro koncentraci vzorku plati:

kde Ris je relativni odezva detektoru stanovované latky vOC&i vnitfinimu

standardu. Vyhodou je, ze celd analyza je uskuteCnéna v jednom ndstriku.

Metoda vnitfni normalizace '¢): Pii této metodé se postupuje tak, ze se

provede ndstrik analyzované smési a vyhodnoti se viechny plochy a urli se
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relativni zastoupeni viech slozek smési. Nedostatkem této metody je
nutnost znalosti vSsech odezvovych faktord a to znamend Uplnou
identifikaci chromatogramu. Dalsi nevyhodou je fakt, Zze vysledkem je
pouze bezrozmérné Cislo, udavaijici procentové zastoupeni urcité slozky ve
vzorku. Omezenim pro pouziti této metody je také to, Ze nékteré

komponenty nejsou eluovdny nebo jsou nedetekovatelné.

2.4.1 Pristrojové vybaveni v HPLC 1.17.®)

Cerpadla: Cerpadla plni Ulohu dopravovdani mobilni faze konstantni
prUtokovou rychlosti, nebo v pfipadé gradientové eluce zqjistuji miseni
mobilni fdze. Aby nedochdzelo k poskozovdni mechanickymi necistotami
z protékajicich  smési, je doporuceno rozpoustédla pred pouzitim

prefiltrovat.

Ddvkovace: Vyhodou novéjsich injektord je zaqjisténi stejnych objem
vzork®, jez jsou ddavkovdny na kolonu. Je mozind jejich automatizace.
Automatické ddavkovace (autosamplery)? navazuji na zdsobnik vzorku,
vnémz se nachdz vialkky (malé zkumavky) s pryzovym septem nebo
perforovanou polypropylenovou zdtkou. Jehla byvd oplachovdna, aby

nedochdzelo ke znedisténi vzork( z predchozi davky.

Kolony: Kolony maiji zasadni vliv na celou analyzu. Pfi jejich vybéru se
zohlednuje délka, tvar, vnitini povrch, materidl, typ sorbentu qj. NejCastéji
uplatnovanou ndplni kolony je reverzni faze, kterd byva tvorena sorbentem
SiO2 s chemicky vazanym fetézcem Cg nebo Cis. Analyzovand Iatka tvori s
fetézcem vazby typu vodikovych mUstkd, nebo Van der Waalsovych sil.
Normdlni faze ze silikagelu vytvari s analytem silikdtové skupiny. Pokud se
separuji enantiomery 19, probind analyza na chirdinich staciondrnich fazich
vznikem diastereoisomery, které dovoluji separci pdru enantiomerd. Prvnim
zpUsobem je piimd separace, kdy vznikd diastereoisomer mezi chirdini
stacionarni fazi (resp. chirdinim aditivem) v mobilni fazi a enatiomerem.

Naopak nepifimd separace probihd v achirdinim prostredi. Existuji kolony,
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které jsou tvoreny jednim kusem podrovitého materidlu, jez zaplnuje cely

vnitini prostor separacni kolony. Tyto kolony se oznacuji jako monolitické.

Detektory: S vyuzitim snimacCe detektory prevadi hodnoty analytu na
elektricky signdl. Tento signdl je ndsledné zapisovdn a vyhodnocen
pocitaCovou technikou. Detektory mohou byt spekirofotometrické,

refraktometrické, fluorimetrické, elektrochemické, nebo hmotnostni.

Vyhodnocovace dat: Zafizeni, kterd vyhodnocuji chromatogramy, poskytuiji

kvantitativni vysledky v podobé tabulky, kterou lze v pribéhu méreni

sledovat na obrazovce pocitace.

Velmi hojné je v laboratofich vyuZivdno spojeni separacnich a
modernich analytickych metod. Metoda HPLC ve spojeni s technikou
hmotnostni spektrometrie (MS - Mass Spectrometry) vypadd v praxi tak, ze
vprvni fdzi dojde krozdéleni slozek smési pomoci kapalinové
chromatografie a u jednotlivych slozek se poté analyzuiji jejich chemické
struktury metodou MS. Kombinace téchto technik spojuje vyhody vysoké

separacni UCinnosti HPLC a zisk strukturnich informaci diky metodé MS.

28



2.5 Validace analytickych metod 20-23)

Podminky metody, kterd je zvolena pro analytické hodnoceni, je
vhodné validovat. Cilem validace je dokdzat, ze metodu je mozno ddle
vyuzit a vysledky analyzy jsou spolehlivé. K prokdzdni vhodnosti metody

slouzi experimentdlni data a jejich matematické a statistické zpracovani.

Ciselnym prokdzdnim toho, Ze analyticky postup byl zvolen
spravne, je tzv. test vhodnosti pouZité metody (systém suitability test). U
chromatografickych metod se doporucuje provést alespon jeden z téchto

testu:

1. délici UCinnost systému (pocet teoretickych pater pro
kolonovou chromatografii),

asymetrie piku,

rozliseni pikd,

Cistota piku nebo identita,

opakovatelnost analyzy,

o 0~ D

stabilita vzorku a standardu.

Vlastni validace metody znamend cCiselné prokdzdani toho, ze
ziskané vysledky jsou sprdvné, presné a reprodukovatelné. Validace

zahrnuje tyto sledované parametry:

1. presnost (precision),
spravnost (accuracy),
linearita (linearity),
robustnost (robustness),

selektivita (selectivity) a

ARSI S

detekcni a kvantitativni limit
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2.5.1 Presnost (precision)

Pfesnost vyjadfuje miru shody vysledkl, které jsou ziskdny

z nékolika nezavislych méreni. Pfesnost md dvé formy, a to opakovatelnost,

kdy jeden pracovnik méfi jeden vzorek opakované na stejném pristroji, a

reprodukovatelnost, kdy stejny vzorek analyzuji rdzni pracovnici na rdznych

pristrojich a na rdznych mistech (tento test neni zcela béziny).
V praxi se méreni presnosti provadi ndsledovné:

Prioravi se sest vzork( s analyzovanou ldtkou postupem, ktery je

zvolen pro analyzu jako optimdalni. Ndstfikem na chromatografickou kolonu
se zjisti plochy pikd (4)) pro hlavni i pro vediejsi Iatky (necistoty, produkty
degradace). Ze ziskanych hodnot se vypocte primér (Ap) a smérodatnd
odchylka (s) podle vzorcU:

Al (Ai—Ap)?

Ap:ns T m-1) 7

100 s

relativni smérodatnd odchylka: sp =

2.5.2 Spravnost (accuracy)

Spravnost charakterizuje shodu mezi ziskanym vysledkem C;
(koncentrace modelového vzorku) a referencni hodnotou Co (zndma
koncentrace), kterd predstavuje bud skuteCny zndmy obsah Iatky, nebo

obsah zjistény jinou metodou, u které je spravnost zarucena.

Statisticky se spravnost testuje pomoci vytéznosti (R), kterda se zjisti

vypoctem ze vzorce:

R (/) _ 100Cl
_ [(Rl Rp)
(n—1)

Sp= [(Ri—rllOO)Z] .
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VN . 100 s
Relativni smérodatnd odchylka: sg = Ry

2.5.3 Linearita (linearity)

Linearita vyjadfuje schopnost metody vykazovat v daném
intervalu vysledky Umérné koncentraci analyzované latky ve vzorku. Tento
test je kvalitativni a jeho zobrazenim je kfivka zdvislosti plochy piku na

koncentraci analytu.
Postup md ndsledujici charakter:

Pfioravi se pét vzorkG standardni latky v uvedeném
koncentracnim rozmezi a s kazdym se provede ndstfik do chromatografu
trikrat. Jednotlivé koncentrace a k nim odpovidajici plochy pik( vytvori

dvojice n (x, y) aty se vyuziji pro zpracovani linedrni regrese:
y= bo + blx + cee,

(yi_yp)(xi_xp)
(xi_xp)z

7

by = Yo — b1pr1 =

kde x, = — = =,
ny, n

(yi—yp)xi—x)
Vimyp) (xi—x,)?

korelacni koeficient r =

Pro vypocet smérodatné odchylky experimentdinich dat od regresni primky

S, se vypocitaji rezidudly

I=y;— Y,

iZ

(n—2)

kde Y; = by + bix; s, =

Pozadavek je, aby zadny rezidudl nebyl v absolutni hodnoté vetsi

nez 2s,.
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2.5.4 Selektivita (selectivity)

Pfesnost analytického méfeni nesmi byt ovlivnéna vedlejsimi
|atkami, jako jsou necistoty, rozkladné produkty nebo latky pomocné. U
analytické metody je mozno stanovit analyt v pritomnosti vedlejSich Iatek

pomoci validacniho parametru selektivita.

Testuje se tak, Ze se pripravi jeden roztok standardu a pridd se
priblizné 5 % latek vedlejSich. Hodnoti se, zdali neinterferuji hlavni analytick&

|&tka s Iadtkami vedlejsimi.

U biologickych vzork( se srovndvaiji 3 chromatografické zdznamy,
z nichz jeden predstavuje ndstrik standardu analyzované Iatky, druhy ndstrik
biologické matrice s pfidavkem hodnocené Iatky a freti ndstrik samotné

biologické matrice, tedy slepy vzorek.

2.5.5 Robustnost (robustness)

Metoda je povazovdna za robustni v pripadé, Ze presnost
stanoveni neni ovlivnéna malymi zménami pracovnich podminek. U testu
robustnosti se pripravi jeden vzorek standardu, opakované se nastrikne do
chromatografu a zméfi se odpovidajici plochy signdlu analyzované Iatky A.
V tomto experimentu se méni pracovni podminky (proménné) na dvou
urovnich — spodni a horni. Proménné jsou voleny tak, aby zahrnovaly
faktory, které by mohly ovlivnit prdbé&h analyzy. Urovné t&chto zmén se zvoli

tak, aby predstavovaly rediné mozné odchylky od optimdlnich hodnot.

2.5.6 Detekéni a kvantitativni limit

LOD (Limit of Detection) — detekeni limit je charakterizovan jako

s

kvantitativné a za presné definovanych podminek; je to trojndsobek

smérodatné odchylky odezvy slepého pokusu — Sumu.

o

concentric latky, kterd je stanovitelnd s prijatelnou presnosti a spravnosti; je
to desetindsobek smérodatné ochylky Sumu.
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Smérodatnou odchylku Sumu je mozno odhadnout v rdmci
mérfeni slepého vzorku ze zdznamu Sumu v okoli retencniho Casu viastni
stanovované Iatky. Stredem Sumu je vedena linie, od které se zméfi nejvetsi
kladnd (r*) a zdpomd (r~) amplituda Sumu. Toto rozpéti Sumu je po

vydéleni péti odhadem jeho smérodatné odchylky:

B rt—7r7)

5

Sn

Ddle se vypoctou detekeni a kvantitativni limit podle vzorcU:

LOD = M,
by

LOQ _ 105nK,
by

Kde K je pomér plochy piku a vysky piku, hodnota je
charakterizujici pro stanovovanou latku, b; je pomér plochy piku a
koncentrace analytu, kdy tento pomér je dan smérnici regresni rovnice (viz

Linearita 2.5.3).
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2.6 Charakteristika fenobarbitalu 24-27)

Lékopisny ndzev 24: Phenobarbitalum
Chemicky ndzev: 5-ethyl-5-fenylpyrimidin-2,4,6(1H,3H,5H)-trion

Synonyma: phenobarbital, kyselina ethylfenyloarbiturovd,  luminal,

phenemal, phenobarbiton, phenobarbitural
Sumarni vzorec: CiaH12N203

Strukturni vzorec:

i_ //D CH,
D:< -
RN S

o FyzikdIné chemické vlastnosti

Vzhled: bily krystalicky pr&asek nebo bezbarvé krystaly 24)
Molekulovd hmotnost: 232,2
pKa: 7,4 (25°C)

Rozpustnost: voda 1 g, ethanol 1:10, chloroform 1:40, ether 1:40

e Farmakologické viastnosti 27)

Maximdlni denni ddvka: 0,4 g
Maximdini jednotlivé ddvka p.o.: 0,2 g (CL 2009)

Absorpce perordini davky: 80 az 100 %
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Metabolismus: biotransformace jatry a vyluCovani moci

o Pouziti

Fenobarbital se pouzivd joko hypnotikum a v nizkych ddavkach
jako sedativum a antiepileptikum. LécCivé pfipravky s obsahem
fenobarbitalu jsou bud v fabletové formé&, nebo ve formé injekci. S
obsahem fenobarbitalu nalezneme na ceském farmaceutickém trhu

hlavné pripravky kombinovanych.
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2.7 Analyza fenobarbitalu v biologickych vzorcich - informace z

literatury 28-37)

Pfi optimalizaci podminek analyzy bylo Cerpdno z praci, které se

podobnou problematikou jiz zabyvaly. Data ziskand z literatury poslouzila

k lepsi orientaci v problematice a usnadnila vypracovdani celé metodiky.
Pro resersi bylo vyuzZito ndrodni knihovny MEDLINE (z let 1997-2010), kterd

poskytla informace, jez byly voditkem pro jednotlivé kroky experimentu.

V této kapitole je uveden stru¢ny ndstin z nékterych clankd.

Fedorova, Baram a spol. 28) popsali vyuziti mikro-kolon HPLC pro
izolaci fenobarbitalu a karbamazepinu z lidského krevnino séra.
Precisténi séra probihalo ndsledujicm zpUsobem: Ke 120 ul vzorku
séra byl priddn 1 ml hexanu a smés byla michdna po dobu 5 minut.
Pomoci centrifugy doslo k oddéleni lipidovych slozek rozpustnych
v hexanu. Z kazdé &dsti extrakénich produktd bylo 50 ul doplnéno
chloristanem lithnym v acetonitrilu a po centrifugovani bylo 5-10 ul
z kazdé casti supernatantu ddvkovdno na kolonu HPLC. Pouzitd
analytickd kolona Cis méla rozméry 2 x 75 mm. Detekce probéhla
s gradientovou elaci pomoci rozpoustédel acetonitrilu a 02 M
chloristanu  lithného (pH 2). PrOtok byl 150 ul/min, UV detekce
probihala pifi 210 nm. Pro pfipravu standardd byl pouzit methanol.

Vzorky o jednotlivych koncentracich poslouzily ke kalibraci.

Yang a Xie 29 ve své prdci uvedli pouziti nového druhu membrdny
(SPMEM) pro metodu SPME. Analyze byl podroben dichlorvos v krvi,
morfin  a fenobarbital v moci. Membrdna (0,5 mm) byla
syntetizovdna komplexy polyamidd a amidl. Viastné pfipravend
membrdana ma vysokou extrakeni kapacitu. Pfi stanoveni nizkych

koncentraci vzorku bylo doporuc¢eno pouziti vhodného vnitfniho
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standardu. Jako optimdlni Cas pro nasyceni membrdny, tedy
adsorpCni Cas, bylo zvoleno 5 minut, kdy byla membrdna ponofena
do kofeinového roztoku. Pro desorpcni rozpoustédlo byly ukdzdny
jako vhodné methanol, ethanol a aceton. BEhem desorpce byl
pouzit ultrazvuk, ktery zkrdtil dobu pro nasyceni vidkna cz na 1
minutu. Desorbované analyty v ethanolu byly ddle stanoveny
pomoci GC-MS. Byla pouzita kapildrni kolona. Pro fenobarbital byla
zvolena teplota 200°C po dobu 10 minut. Nosnym plynem bylo
helium a tlak byl 72 kPa.

Queiroz, Silva a Carvalho 30 vyuzili pro determinaci antiepileptik
vCetné fenobarbitalu metody SPME-GC-TSD (termoionickd specifickd
detekce). 1 ml vzorku plazmy byl doplnén chloridem sodnym
v mnozstvi 15 %. Pro docileni hodnoty pH 7 byl ddle priddn pufr
fosforeCnanu draselného. Teplota po dobu extrakce byla 30°C a
smés byla michdna 15 minut. Pro desorpci byla zvolena doba 4
minuty, kdy detektor ukazoval vysokou vytéznost a zdroven byl zjistén
minimalni vyskyt carry-over. Dalsi hodnoceni probéhlo pomoci
plynové chromatografie stermoionickou specifickou detekci.
Metoda byla podrobena validaci, kdy byla mimo jiné prokdzdna

dobrd linearita v rozmezi hodnot 0,05 az 40,0 pyg/ml.

Hannak, Haux a spol. 3D zverejnili svou praci analyzu fenobarbitalu,
fenytoinu, teofylinu pomoci kapalné chromatografie. Pri testovani byl
pouzit vnitini standard (5-allyl-5-isobutylbarbiturova kyselina) 1T mg/ml
ve smési methanol:voda (1:1). Roztok standardu byl pouzit od firmy
Abott. K vysrdZzeni agentd doslo diky nafedéni 2 ml vnitfniho
standardu acetonitriem na objem 100 ml. Mobilni faze pro HPLC
predstavovala smés 50 ml 0,1 M fosfatoveho pufru o pH 7,0, ddle 200
ml acetonitrilu a 750 ml vody (neionizované a prefiltrované). Cinidlo
bylo pfipraveno priddnim 200 ul vysrdzeného cinidla s vnitinim
standardem ke 100 pl roztoku fenobarbitalu (20 mg/ml). Vzorek
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sestaval ze 100 ul séra, obohaceného o 200 ul vysradzeného Cinidla
s vnitfnim standardem. Ndasledovala cenfrifuga po dobu 5 minut.
Objem ddvkovaného supernatantu Cinil 50 ul. Prdtokové rychlost byla
2 ml/min na kolonu o velikosti Castic 5 ym. UV detekce probihala pri
212 nm.

Marca, Malvagia a spol. 32 zvolili pro analyzu fenobarbitalu z krve
metodu kapalné chromatografie (LC) shmotnostni spektrometrii
(MS). Pri sestavovani kalibracni kfivky byl pouzit vnitini standard Ds-
fenobarbital. Roztok standardu fenobarbitalu o koncentraci 1 ug/l a
vnitiniho standardu Ds-fenobarbitalu byl pfipraven rozpusténim |atky
ve smési methanol:voda (80:20). Pro kapalnou chromatografii byla
pouzita chromatografickd kolona o rozmérech 2 x 150 mm (velikost
Castic 4 um). Mobilni fazi predstavovala smés methanol:voda (80:20)
a jeji pritok kolonou byl 0,2 ml/min. Eluent vychdzejici z kolony byl
ddle smérfovdan na sondu ,,TurbolonSpray*. 2 ul extrahovaného vzorku

byly davkovany do aparatury LC-MS.

Iwai, Hattori a kol. 33 popsali detekci fenobarbitalu z biologického
materidlu (z krve a moci) metodou SPME v kombinaci s GC-MS. Jako
rozpoustédlo pro standard fenobarbitalu byl zvolen methanol. Vzorek
byl pripraven priddnim 10 ug fenobarbitalu k 0,5 ml krve, resp. modci.
Dalsi Uprava vzorku zahrnovala okyseleni na pH 6-7 pomoci
hydroxidu sodného a ddle priddani 0,5 g siranu sodného. Sorpce
probihala po dobu 60 minut pfi teploté 60 °C, po niz ndsledovala 10
minutova desorpce. Pro GC-MS analyzu byla pouzita HP-1 kolona o

rozmérech 30 m x 0,25 mm I.D.
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Garcia-Borregén, Llores a Cela 34  predstavii izolaci
fenobarbitalu technikou mikro-HPLC a fotochemickou derivatizaci.
Priprava standardu spocivala v rozpusténi analyzovaného [éCiva
v methanolu a pro sestaveni stupnice prislusnych koncentraci
standardu byla k fedéni pouzita smés methanolu a vody v poméru
50:50. Jako mobilni fdze byla zhotovena smés 50 dild methanolu a 50
dild fosfatového pufru o pH 7. Mobini fdze protékala kolonou
rychlosti 7 pl/min. UV-detekce probihala pfi 220 nm, nebo v pripadé

derivovanych barbiturdtd pri 270 nm.

Hall a Brodbelt 3% uvedli postup pro detekci fenobarbitalu (a dalsich
sedmi barbiturdtt) za vyuziti metody SPME a GC-MS s analyzdtorem
na principu iontové pasti. Jako extrakéni vidkno bylo zvoleno
carbowax-divinylbenzen (DVB). Vzorek pro mikroextrakci byl
pfipraven z acetonového nebo mathanolického roztoku barbiturdty,
a to naredénim deionizovanou vodou. Desorpce probihala pri 250
°C po dobu 12 minut a ndsledné bylo vidkno presunuto z injektoru do
ledu. Byl zaznamendn pozitivni viiv pfidavku chloridu sodného na
vyslednou vytéznost, optimdini pridavek byl zvolen v mnozstvi 25 %.
Pouzitd analytickd kolona PTE-5 méla parametry 30 m x 0,25 mm 1.D.,
0,25 um dk.

Canty, Toso a kol.3%) se zabyvali analyzou celé skupiny 1€Civ, mezi néz
patfil i fenobarbitalu, a to technikou SPME v kombinace s LC. Mobilni
faze byla smési fosfaGtového pufru (0,01 M, pH 7), ddle acetonitrilu a
methanolu. Roztok standardu fenobarbitalu a vnitfnino standardu byl
pripraven rozpusténim latky v methanolu. 50 ul pripraveného
standardu a vnitfni standard 4-methylprimidon byl pfidan ke vzorku
plazmy. Takto ziskany vzorek byl jesté obohacen o NaCl a fosfatovy
pufr (pH 5), nez mohl byt pouzit pro 30 minutovou sorpci za teploty 30
oC. Desorpce probihala 10 minut do 50 pyl mobilni faze. Pro SPME bylo
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vybrdno  vidkno  carbowax/pryskyfice  (CW/TPR, 50  um).
Chromatografickd kolona RP-18 méla rozméry 125 mm x 4 mm x 5 um

a prUtok mobilni faze byl T ml/min.

Moriyama, Yamashita a kol. 37) ve své prdci popsali postup pro
determinaci fenobarbitalu z plazmy pomoci HPLC. Methanolické
vzorky fenobarbitalu o stanovenych koncentracich byly uzavieny
v kapildre. Podil ploch pikd PB a vnitiniho standardu (IS) vyjadfovalo
mnozstvi 1éCiva. Jako mobilni faze byla zvolena smés acetonitrilu a
KH.PO4 (0,01M) v poméru 25:75. Pritok mobilni fdze analytickou
kolonou Cig (4 x 125 mm) byl 0,8 ml/min. UV detekce probihala pfi
210 nm. Kapildrni plazma byla viozena na SPE predkolonu s pouzitim
1 ml 0,01 M KH2PO4. Na kolonu bylo ddvkovdno mnozstvi 30 ul. Pro
vnitini standard byl pfipraven roztok acetonitriiu o koncentraci 2
ug/mil. Kolona byla dvakrdt promyvdna s 1ml KH2PO4 a ndsledné byl

fenobarbital a vnitini standard extrahovdn do 250 ul methanolu.
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3. CiL
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Cilem rigorézni préce je urCeni podminek pro stanoveni
fenobarbitalu v krvi pomoci metody mikroextrakce tuhou fazi (SPME) ve
spojeni off-line s vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC). V textu
ddle jen HPLC-SPME.

Prace obsahuje tyto dilci Casti:

e Optimalizace podminek metody HPLC-SPME pro stanoveni
fenobarbitalu ve vzorku krve
e Sestrojeni kalibracni krivky

e Validace vypracované metody
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4. EXPERIMENTALNI CAST
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4.1 Material

Biologicky materidl

- krdli¢i krev (Eldoret s.r.o., Praha, CR)

LéCiva a chemikdlie

- Phenobarbitalum (RNDr. Jan Kulich, Praha, CR)

- methanol p.a. (Penta, Chrudim, CR)

- voda pro HPLC

- dihydrogenfosfore&nan draselny p.a. (Lachema n.p., Brno, CR)

- dodekahydrdt hydrogenfosforecnanu sodného (Lachema n.p., Brno,
CR)

- kyselina fosfore&nd 85 % p.a. (Lachema n.p., Brno, CR)

Materidl pro metodiku

a) chromatograficky materidl

- analytickd kolona Discovery HS Cig, 150 x 4,6 mm [.D. (5um),
(Supelco, Bellafonte, PA, USA)

b) materidl pro mikroextrakci

- exfrakci vidkno PDMS/DVB 100um Supelco, Bellefonte USA (Sigma
Aldrich, Praha, CR)

- exfrakci vidkno carbowax 100um Supelco, Bellefonte USA (Sigma
Aldrich, Praha, CR)

- drzdk pro SPME vidkno Supelco, Bellefonte USA (Sigma Aldrich, Praha,
CR)
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Pristroje

analytické vahy HR-120 (A&D Company Ltd, Japonsko)

pH metr Acidimetr 333 (Druopta, Praha, CR)

ultrazvuk K10 (Krainek s.r.o., Nové Zamky, SR)

magnetickd michacka MM2A (Laboratorni piistroje, Praha, CR)
Cerpadlo Spectra System P 1000 (Thermo Separation Products, USA)
autosampler Spectra System AS 1000 (Thermo Separation Products,
USA)

UV detektor Spectra System UV 3000 HR (Thermo Separation
Products, USA)

PC program ChromQuest 4.2.34 (Thermo Electron 2003, USA)
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4.2 Priprava roztokU

Mobilni faze

K 50 ml methanolu bylo pfiddno 50 ml vody a po promichdni byla smés

odvzdusnéna na ultrazvukové [azni

Fosfatovy pufr 24

0,680 g dihydrogenfosforecnanu draselného bylo rozpusténo v 500 ml vody
a 0,895 g dodekahydrdatu hydrogenfosforeCnanu sodného bylo rozpusténo
ve 250 ml vody. Roztoky se smichaly v poméru 89:11. Takto pfipraveny pufr

byl redén s vodou v pomeéru 1:1.

Standard fenobarbitalu

Roztok o koncentraci 0,1 mg/ml: Bylo pripraveno 20 ml rozpoustédia
smichdnim 18 ml methanolu a 2 ml pufru. 10 mg fenobarbitalu bylo
navazeno do odmérné banky na 10 ml a doplnéno pripravenou smeési po
znacku. 1 ml byl poté odebran do odmérné banky na 10 ml a doplnén

rozpoustédlem po znacku.

Roztok o koncentraci 10 mg/ml (pouZiti pro pripravu vzorku k hodnoceni

SPME): 50 mg fenobarbitalu bylo rozpusténo v 5 ml methanolu.

Vzorek pro SPME

Vzorek pro mikroextrakci byl pfipraven priddnim 50 ul standardu
fenobarbitalu o koncentraci 10 mg/ml k 0,5 ml krve a po rozpusténi IéCiva a

promichani byla smés naredéna pomoci 4,5 ml vody.
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Kyselina fosforeéna 0,85%

1 ml kyseliny fosforecné 85 % bylo doplnéno vodou na objem 100 ml.

Kyselina fosforeéna 0,43%

50 ml kyseliny fosforecné 0,85 % bylo doplnéno vodou na objem 100 ml.
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4.3. Postup

Optimalizace podminek HPLC-SPME pro stanoveni fenobarbitalu v krvi

Prvnim krokem rigordzni prdce bylo vymezeni nejvhodnéjsich
podminek pro izolaci fenobarbitalu ze vzorku krve a ndslednou analyzu
metodou HPLC.

Po celou dobu experimentu byla pouzivdna analytickd kolona
Discovery HS Cis (5um). Detekce probihala v UV oblasti pfi vinové délce
218 nm.

Jako optimdlni mobilni fdze byla zvolena smés slozend z
methanolu a vody v poméru 50:50. Pritok mobilni fédze byl 0,6 mi/min (tlak
7,6 MPQ).

Rozpoustédlo pro standard fenobarbitalu predstavovala smés 80

dild methanolu a 20 dild fosfaGtového pufru.
Pfi téchto podminkdch byl retencni Cas IéCiva 7,5 minut.

U metody SPME byly porovndvdany dva typy extrakénich vidken a
sice: polydimethylsiioxan v kombinaci s divinylboenzenem (PDMS/DVB) a

ddle carbowax v templdatové pryskyrici (CW/TPR).

Pred vlastni extrakci bylo 0,5 ml vzorku krve s léCivem naredéno na
objem 5 ml. Tento vzorek byl upraven na hodnotu pH, pfi které byla

vyslednd extrakeni UCinnost nejvyssi, tedy na pH 6,5.

Sorpce ze vzorku krve na vidkno probihala 20 minut za stalého
michdni. Ndsledovala desorpce do 200 yl methanolu po dobu 20 minut.
Poté bylo k desorpcnimu mediu priddno 50 ul fosfatového pufru a
nasledoval ndstrik 20 pyl na kolonu a analyza HPLC za vySe uvedenych
podminek. Sorpce 20 minut, desorpce 20 minut - v praci ddle uvadéno jako
standardni doba SPME.
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5. VYSLEDKY A DISKUSE
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Stanoveni fenobarbitalu v krdli¢i krvi probihalo metodou SPME ve
spojeni off-line s HPLC. Podminky, za kterych analyza probihala, byly
vytyCeny na zdkladé studia resersi, poznatk( ziskanych v DP 38 a jejich

praktického ovéreni.
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5.1 HPLC podminky

Jak bylo zminéno, pro optimalizaci HPLC podminek bylo vyuZito
informaci ziskanych v DP. Pro analyzu fenobarbitalu ze vzorku krve byla
pouzita kolona od jiného vyrobce nez v DP, coz vysvétluje odlisnou
prutokovou rychlost a zménu slozeni mobilni fdze. V DP obsahovala mobilni

faze pufr, ktery byl fredén vodou.

Detekce probihala v oblasti UV pfi 218 nm na analytické koloné

Discovery HS Cig s parametry 150 x 4,6 mm (Cdstice 5 um).

Mobilni fdze, jez protékala kolonou, byla slozena z 50 dild
methanolu a 50 dill vody. Byla testovdna také mobilni fdze obsahujici
methanol a fosfatovy pufr v poméru 50:50. Toto slozeni viak nevyhovovalo
pro vyslednd vyobrazeni pikd, kdy jejich tvar byl neuspokojivy. Zvolend smés
predstavujici mobilni fazi protékala kolonou rychlosti 0,6 ml/min pri tlaku 7,6
MPa.

Standard fenobarbitalu byl pfipravovdn rozpousténim ve smési

slozené z 80 dilt methanolu a 20 dild pufru. Retencni ¢as byl cca 7,5 minut

Obrdzek 7: HPLC zédznam standardu fenobarbitalu (c = 0,1 mg/ml).

Chromatografické podminky jsou uvedeny v kapitole 4.3.
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5.2 SPME podminky

VDP 3 byly pfi stanoveni fenobarbitalu ze vzorku vody a
ndsledné plazmy ziskdny poznatky, které slouzily jako vychozi pro
optimalizaci podminek prfi izolaci I€éCiva z krve. V DP byla testovdna vidkna
PDMS/DVB a carbowax, kterd se Casto pouzivaiji v odborné literature pro
hodnoceni barbiturdtl 3536, V DP bylo zjisténo, ze pfi 10 minutové izolaci
neni 1éCivo detekovatelné. Optimdlni Cas sorpce i desorpce Cinil 20 minut.
Byl také ovérovdn vliv zmény pH vzorku na vytézinost fenobarbitalu.

S okyselovanim vzorku se vytéznost zvysSovala.

Pfi optimalizaci podminek SPME pro hodnoceni ze vzorku krve
byla testovdana vidkna CW/TPR a PDMS/DVB.

Vzorek krve o koncentraci 0,1 mg/ml fenobarbitalu byl podroben
mikroextrakci na vidkno za stdlého michdni na magnetické michacce.
Sorpce i desorpce probihala 20 minut (v prdci ddle uvddéno jako
standardni doba). Po sorpci bylo z vidkna IéCivo desorbovdno do 200 ul
methanolu. Po 20 minutdch desorpce bylo do zkumavky s desorpcnim
mediem priddno 50 ul fosfatového pufru, coz odpovidalo vyslednému
pomeéru slozek zvoleného rozpoustédla standardu. S takto pripravenym
vzorkem byla provedena detekce |éCiva metodou HPLC za podminek, jez

jsou vyse uvedeny.

5.2.1 Vlakno CW/TPR

Doba mikroextrakce

Na vigkné CW/TPR byl testovdn vliv zvySeni Casu desorpce. lJiz

v DP bylo zjisténo, ze zvySeni Casu ma pozitivni vliv na vytéznost [€Civa.

VIdkno po standardni dobé sorpce (20 minut) bylo ponorfeno do

200 pl methanolu na 30 minut a ve druhém pripadé na 40 minut. Po
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chromatografické analyze byl zhodnocen vliv delsi doby desorpce jako
pozitivni, nebotf prfinesl zvySeni extrakCni vytéznosti témér o 1 %. Pri 20
minutové desorpci se extrahovalo 2,63 % IéCiva. Po 30 minutdch desorpce

byla vytéznost 3,40 %, po 40 minutdch pak 4,36%.

NiZze je uveden chromatograficky zdznam (obrdzek 8), ktery byl
ziskdn pri tomto méreni. Tabulka 1 shrnuje vliv zvyseni doby desorpce na

vytéznost. Hodnoty ploch pikd jsou prOmérem ze dvou néstiikd na kolonu.

Obrdzek 8: HPLC zdznam fenobarbitalu v desorp&nim mediu. Nastrik
po mikroextrakci na vidkno carbowax. Doba desorpce 40 minut.

Podminky jsou popsdny v kapitole 4.3.
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Tabulka 1: Vliv doby desorpce na vytéznost 1€Civa

Sorpce Desorpce Prumérnd plocha Vytéinost
[min] . piku [7]
[min]
20 20 227 362 2,63
20 30 301 629 3.40
20 40 386 942 4,36

Graf 1: Vytéznost I€Civa pri riznych dobdch desorpce

Doba desorpce

M vytéZnost [%]

Doba [min]

pH vzorku

Byl sledovan vliv Upravy pH vzorku na vyslednou vytéznost pri
standardnim Case exirakce, tedy 20 minut sorpce a ndsledné 20 minut

desorpce. Ke zvyseni acidity slouzila kyselina fosforecnd 0,85% a kyselina
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fosforecnd 0,43 % (ddle jen kyselina fosforeCnd). Pro prehled byla
sestavena Skdla jednotlivych hodnot pH a pro né odpoviddgjici vysledky
vytéZnosti. Bez pridavku kyseliny fosforecné bylo pH vzorku 8,6 a vytéznost
Cinila 2,63 %. Nejvice |éCiva bylo detekovdno po mikroextrakci ze vzorku
upraveného na pH 6,5 a to s vysledkem vytéznosti 3,71 %. Ddle bylo pro

daldi postup pH vzorku upravovdno na hodnotu 6,5.

407

Obrdzek 9: HPLC zdznam fenobarbitalu v desorpcnim mediu. Ndstfik
po mikroextrakci na vidkno carbowax. Vzorek upraven na pH 6,5.

Podminky jsou popsany v kapitole 4.3
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Tabulka 2: Vliv pH na vytéznost [€Civa

pH vzorku PrOmérnd plocha piku Vytéinost [%]
8.6 227 500 2,63
7.8 279 806 3,23
7.2 297 653 3,44
6,5 320 857 3,71
5,7 280 956 3,25
5,0 262775 3,04
4,5 200 506 2,32
4,0 317 789 3,67

Graf 2: Vytéznost 1€Civa pri rznych hodnotdch pH vzorku

pH vzorku

vytéznost [%]
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Vysolovani

Na zdkladé informaci ziskanych z praci, které se zabyvaly touto
problematikou 3033353¢),  byla testovina metoda vysolovdni, coz
predstavovalo priddni uréitého mnozstvi latky k jednotlivym vzorkim pred
samotnou mikroextrakci. To mélo za ndsledek zvyseni vytéznosti [€Civa.
V praxi se jednalo o postup, kdy k 5 ml pfipraveného vzorku krve s I€Civem,
okyseleného pomoci kyseliny fosfore¢né na pH 6,5 byl priddn chlorid sodny
v mnozstvi 0,5 g nebo v mnozstvi 1,0 g a po dikladném rozpusténi byl
vzorek podroben mikroextrakci standardnim postupem. Vyznamny viiv byl
potvrzen ziskanymi hodnotami vytéznosti. Bez pridavku chloridu sodného
byla vytéznost 3,71 %, po priddni 0,5 g chloridu sodného se vytéznost zvysila

na 3,96 % a pridavkem 1,0 g az na 6,41 %.

Tabulka 3: Vliv metody vysolovdani na vytéznost IECiva

Mnoistvi pridaného NaCl Promérnd plocha Vytéinost [%]
[d] piku
0.0 320 857 3.71
0,5 342 857 3.96
1.0 554 507 6,41
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Graf 3: Vytéznost [€Civa po priddni chloridu sodného

Vysolovani

M vytéznost [%)]

NaCl [g]
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Obrdzek 10: HPLC zdznam fenobarbitalu v desorpcnim mediu. Ndstrik
po mikroextrakci na vidkno carbowax. Ke vzorku pridano 1,0 g NaCl.

Podminky jsou popsdny v kapitole 4.3.



Vymyvani

Mezi jednotlivymi extrakcemi bylo vidkno vzdy ponoreno do 5 ml
methanolu a za stdlého michdni na magnetické michacce vymyvdno po
dobu 20 minut, nez bylo opétovné pouzito pro dalsi extrakci. Po
celodennim pouzivdni jednoho vidkna byla detekovatelnd jistd rezidua
léCiva, kterd se nasorbovala na vidkno pfi nékolika extrakcich a nevymyla
se do methanolu. Na konci dne bylo vidkno vymyvdno 60 minut a
ndsledujici den jesté pred jeho pouzitim daldich 30 minut (tedy celkem 90
minut). Poté jiz nebyly zjistény zddné stopy fenobarbitalu zachycené na
vlidkné (viz obrdzek 11), a tudiz mohlo byt vidkno pouzito pro dalsi extrakce.
Jako lepsi feseni Ize uvést doporuceni, aby vidkno mezi jednotlivymi
extrakcemi bylo vymyvdno nejméné 40 minut misto 20 minut a poté bylo
provedeno ovéreni, zda jiz nejsou usazena zadnd rezidua, aby se mohlo
s jistotou pokraCovat v dalsi analyze. Pri testovdani vysolovdani se zachovanim
standardni doby 20 minut pro vymyvdani bylo provddéno ovéreni rezidui na
vidkné. Toto ovéreni spocivalo ve 20 minutové desorpci a ndsledném
ndstiiku na kolonu. Bylo Zjisténo, Zze na vidkné zUstdvalo zachyceno do 0,9 %

léCiva (viz obrdzek 12).
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Obrdzek 11: HPLC z&znam rezidui na vidkné carbowax, ziskany po 90
minutdch vymyvani. Podminky jsou popsdny v kapitole 4.3.
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Obrdzek 12: HPLC z&znam rezidui na vidkné carbowax, ziskany po 20

minutdch vymyvdani. Podminky jsou popsdny v kapitole 4.3.

Kalibraé&ni kiivka

Na podkladé zskanych vysledkd byly vytyceny podminky pro
izolaci fenobarbitalu s vyuzitim vidkna CW/TPR a bylo provedeno
kvantitativni stanoveni, respektive sestrojeni kalibracni krivky s nasledujicim

postupem.

Pro sestrojeni kalibracni krivky byly pfipraveny vzorky krve
s odstupnovanou koncentraci fenobarbitalu (viz tabulka 4). Kazdy vzorek
krve byl naredén, ddle upraven na pH 6,5 pomoci kyseliny fosforeCné a
poté byl pridadn 1,0 g chloridu sodného. Sorpce probihala na vidkno
CW/TPR po dobu 20 minut. Desorbovalo se 40 minut do 200 yl methanolu.
K desorpcnimu médiu bylo priddno 50 ul pufru a byl proveden ndstrik na
kolonu. VIdkno bylo pred dalsim pouzitim vymyvano 20 minut v 5 ml

metanolu za stdlého michdni.
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Tabulka 4: Koncentrace fenobarbitalu ve vzorku pfi riznych mnozstvich

pridaného standardu fenobarbitalu

Mnozstvi pridaného standardu Koncentrace vzorku [mg/mil]

(]

5,00 0,01

10,00 0,02

25,00 0.05

50,00 0,10

75,00 0,15

100,00 0,20
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Tabulka 5: Plochy pikd pfi mikroextrakci fenobarbitalu ze vzorku krve s

pridavkem chloridu sodného za pouziti vidkna CW/TPR.

Koncentrace Plochy piku Prumérnd plocha piku
fenobarbitalu ve vzorku jednotlivych
[mg/ml] méfeni

0,01 66 501 66 501

0,02 122 075 113 064
104 052

0,05 395 965 425 217
454 469

0,10 318 881 375511
432 640

0,15 907511 992 572
1077 633

0,20 1111630 1146 977
1182324

Z namérenych hodnot byla sestrojena kalibracni kfivka i presto, ze
hodnota pro koncentraci 0,1 mg/ml byla odlehld&.
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Obrdzek 13: Kalibracni kfivka pro izolaci fenobarbitalu na vidkné CW/TPR

Regresni funkce :y =k x + q

Pocet bodU n= 6

Parametry regresni primky a odhady jejich smérodatnych odchylek

smérnice k = 573E+6 + 8,1E+5
absolutni
clen 1,4E+4 + 9,1E+4

koeficient korelace| R= 0,962

rezidudini odchylka | s,e,= 1,37E+5

Zavislost y nax byla prokdzdna na hladiné vyznamnosti 0,01




Ddle pro srovndni téchto vysledkd se postup opakoval na témze
vigkné (CW/TPR), ale bez pridavku NaCl a s Casy sorpce 20, desorpce 20

(ziskané vysledky jsou v n&sleduijici tabulce).

Tabulka é: Plochy pikd pfi mikroextrakci fenobarbitalu ze vzorku krve bez

pridavku chloridu sodného za pourziti vidkna CW/TPR.

Koncentrace Plochy piku Prumérnd plocha
fenobarbitalu ve vzorku jednotlivych piku
[mg/ml] méreni
0,01 338 674 324 677
310 479
0,02 238 842 252 798
266 753

Doslo zde k nepredvidané skuteCnosti. S nové pripravenymi
vzorky bylo kvantitativni stanoveni provedeno pro srovndni bez pridavku
chloridu sodného. Pfi tomto experimentu bylo zjisténo, ze vysledky analyzy
nejen, ze nemély linedrni tfendenci, ale od tretiho vzorku dokonce nebylo
mozné v chromatografickém zdznamu fenobarbital detekovat. Po
nékolikerém testovdni riznych koncentraci se nedostdvalo odpovidajicich

vysledkd.
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V praxi se projevil carry-over (viz. kapitola 2.3.6 ). To znamena, ze
se na vldkné zadrzela Cast sorbovaného éCiva a neuvolnila se ani pri
desorpci a ani pfi ndsledném vymyti do methanolu. Tento problém se
objevil az po pridavku NaCl do vzorku krve. Vigkno CW/TPR bylo proto
nutno opakované a delsi dobu vymyvat, nez bylo mozno jej pouzit k dalsi
mikroextrakci. V kapitole vymyvani je uvedeno doporuceni doby pro
vymyvani vidkna mezi jednotlivymi extrakcemi, a to nejméné 40 minut misto

20 minut s naslednym provérenim, zda jiz nejsou usazena zadnd rezidua.

U testovanych vzorkd krve (bez prfidavku NaCl) pripravenych pro
kalibracni kfivku bylo, jako feSeni pro mikroextrakci, vyuzito vidkno
PDMS/DVB, na kterém byl proveden identicky postup mikroextrakce a bylo
ovéreno, ze vidkno je schopno poskytnout adekvatni vysledek.
V zdznamech chromatogramu bylo [éCivo detekovatelné, a tedy
hodnotitelné. Proto bylo pro dalsi hodnoceni fenobarbitalu ve vzorcich krve
pouzito vidkno PDMS/DVB.

5.2.2 Vlakno PDMS/DVB

Pfi mikroextrakci na vidkné PDMS/DVB nebylo experimentovdno
s vysolovanim. Pred pouzitim bylo vidkno akfivovéano 30 minut v methanolu.
Mezi jednoftlivymi mikroextrakcemi bylo vidkno vzdy ponoreno do 5 ml
methanolu a za stdlého michdni na magnetické michacce vymyvdano po
dobu 20 minut, nez bylo opétovné pouzito pro dalsi extrakci.
Experimentdlné bylo ovéreno, ze se z vidkna neuvolniuje fenobarbital. Toto
ovéreni spocivalo v 20 minutové desorpci a ndsledném ndstriku

desorpcniho media na kolonu.
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Doba mikroextrakce

Na vicgkné PDMS/DVB byly provéfovany zmény ve vytéznosti
v zAvislosti na rbznych casech extrakce. Srovndny byly vysledky ziskané pri
dobé extrakce 10 minut, ddle 20 minut a také 30 minut. Byl prokdzdn
predpoklad zvysujici se vytéznosti 1€Civa s rostoucim Casem extrakce. Pri
extrakcnim Case 10 minut se sorbovalo 1,40 % fenobarbitalu, pfi dobé
extrakce 20 minut 2,19 % a pri zvyseni na 30 minut to bylo 3,23 % IéCiva. Pro
zjisténi, zda na vytéznost md vliv sorpce, nebo spiSe desorpce, byl
proveden pokus se zvysenim pouze doby sorpce na 30 minut se
zachovalou standardni 20 minutovou desorpci. Vytéznost byla priblizné
odpovidaijici vytéznosti pfi celkové extrakci 20 minut, konkrétné 2,30 %. Lze
vyslovit zavér o tendenci zvySovdni vytéznosti fenobarbitalu se zvysujici se
dobou desorpce, kterd ma ziejmé vétsi vliv nez doba sorpce. Z Casovych
divodU bylo i pres toto zjisténi naddle postupovdno pfi analyze s vyuzitim
standardniho ¢asu extrakce, tedy 20 minut sorpce, 20 minut desorpce. Pro
lepsi predstavu a prehlednost je sestaven graf vlivu extrakéni doby na

vytéznost.

Tabulka 7: Vliv doby mikroextrakce na vytéznost [€Civa

Sorpce Desorpce [min] Promérnd plocha Vytéinost
[min] piku [7]
10 10 127 200 1,40
20 20 198 617 2,19
30 30 292 584 3,23
30 20 208 627 2,30
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Graf 4: Vytéinost I€Civa pri rbznych dobdch extrakce

Doba extrakce

M Vytéinost [%]

Doba [min]
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Obrdzek 14: HPLC zdznam fenobarbitalu v desorpcnim mediu. Ndastrik
po mikroextrakci na vidkno PDMS/DVB. Doba extrakce 10 minut.

Podminky jsou popsdny v kapitole 4.3.
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Obrdzek 15: HPLC zdznam fenobarbitalu v desorpcnim mediu. Nastrik
po mikroextrakci na vidkno PDMS/DVB. Doba extrakce 30 minut.

Podminky jsou popsdny v kapitole 4.3.



pH vzorku

Na vidkné PDMS/DVB byla sestavena stupnice rdznych hodnot pH
docilenych pfiddnim kyseliny fosforeCcné a pro kazdou hodnotu jeiji
odpovidaijici vytéznost fenobarbitalu. Bez Upravy pH se extrahovalo 2,25 %
léCiva, nejvyssi vliv na vytézek méla Uprava na pH 6,6 a to 2,59 %. Na
vigkné CW/TPR byla nejvyssi hodnota zaznamendna také pfi Upravé na pH
6,6.

Tabulka 8: Vliv pH na vytéznost [€Civa

pH vzorku Promérnd plocha piku Vytéznost [%]
8,7 194 260 2,25
8,1 210727 2,44
7.6 215866 2,50
7.1 189 373 2,19
6,6 223 567 2,59
6,1 199 845 2,31
5,4 220 519 2,55
5.0 213 806 2,48
4,5 197 537 2,29
4,0 198 085 2,29
3.5 186 424 2,16
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Graf 5: Vytéznost I€Civa pri rbznych hodnotdch pH vzorku

pH vzorku

M vytéZnost [%]
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Obrdzek 16: HPLC zdznam fenobarbitalu v desorpénim mediu.

Nastrik po mikroextrakci na vidgkno PDMS/DVB. Vzorek upraven na pH

6,5. Podminky jsou popsdany v kapitole 4.3.
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5.3 Kalibraéni krivka pro vidkno PDMS/DVB
Pro kvantitativni stanoveni fenobarbitalu ve vzorku krdlici krve
byla vypracovédna kalibracni kfivka. Hodnoty byly ziskany z analyz

jednotlivych vzorkd o zvolenych koncentracich fenobarbitalu.

K0,5 ml vzorku krve byla pfiddvdna riznd mnozstvi standardu
fenobarbitalu o koncentraci 10 mg/ml a smés byla vodou dopliovdna na
vysledny objem 5 ml. Kazdy vzorek byl upraven na pH 6,5 a podroben
procesu SPME na vidkné PDMS/DVB pri standardni dobé& mikroextrakce a
ddle hodnoceni HPLC. Ziskané hodnoty ploch pikd fenobarbitalu pro
prislusné koncentrace byly vyuzZity k sestaveni kalibracni kfivky. Rovnice

kalibracni kfivky vniklé regresni analyzou je:

y =1 800 000x + 134 000, koeficient korelace r = 0,989.

Tabulka 9: SloZzeni vzorkd pro hodnoceni linearity

Krali¢i krev Standard Voda [ml] Koncentrace

[ml] fenobarbitalu [ul] fenobarbitalu
ve vzorku
[mg/mil]

0,50 10,0 4,49 0,02
0,50 50,0 4,45 0,10
0,50 100,0 4,40 0,20
0,50 200,0 4,30 0,40
0,50 300,0 4,20 0,60
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Tabulka 10: Plochy pikd pfi mikroextrakci fenobarbitalu ze vzorku krve

za pourziti vidkna PDMS/DVB.

Koncentrace Plochy piku Prumérnd plocha
fenobarbitalu ve jednotlivych piku
vzorku [mg/ml] méfeni
0,02 104 135 99 896
95 656
0,10 351 966 365 150
378 334
0,20 537 233 559 573
581 912
0,40 773 654 794 200
814745
0,60 1 142 479 1224159
1 305 839
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Obrdzek 17: HPLC z&znam fenobarbitalu v desorp&nim mediu (c =
0,02 mg/ml),mikroextrakce na vidkno PDMS/DVB. Podminky jsou
popsdny v kapitole 4.3.
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Obrdzek 18: HPLC zdznam fenobarbitalu v desorpcnim mediu (¢ =0,6
mg/ml), mikroextrakce na vidkno PDMS/DVB. Podminky jsou uvedeny

v kapitole 4.3.
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Obrdzek 19: Kalibracni kfivka pro izolaci fenobarbitalu na vidkné PDMS/DVB

Regresni funkce :y =k x + q

Pocet bodl n=>5

Parametry regresni primky a odhady jejich smérodatnych odchylek

smérnice k = 1,80E+6 = 1,5E+5
absolutni
Clen q = 1,34e+5 *+ 52E+4

koeficient korelace | R= 0,989

rezidudini odchylka | sie,= 7,19E+4

Zavislost y nax byla prokdzdna na hladiné vyznamnosti 0,01
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Ovéreni kalibracni krivky

Pro ovéreni kalibracni kfivky byly pfipraveny vzorky o tfech
predem zvolenych koncentracich a podrobeny analyze. Ziskané plochy
pik0 byly dosazeny do rovnice kalibraéni kiivky a vyslednd hodnota
vypocitané koncentrace byla porovndna se zndmou koncentraci

pfipravenych vzorkU.

Tabulka 11: Slozeni vzorkd pro ovéreni kalibracni krivky

Krali¢i krev Standard Voda [ml] Koncentrace
[mlI] fenobarbitalu [l] fenobarbitalu
ve vzorku
[mg/ml]
0,500 75,0 4,425 0,15
0,500 150,0 4,350 0,30
0,500 250,0 4,250 0,50
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Tabulka 12: Plochy pik0U pripravenych vzorkld a na zdkladé téchto dat

vypocitané koncentrace dosazenim do kalibracni krivky

Koncentrace | Promérnda Koncentrace Koncentrace
vzorku plocha vypocitana z vypocitana
[mg/ml] piku rovnice kalibra¢ni Zrovnice

krivky [mg/ml] kalibraéni kiivky

[7]
0.15 447 987 0.17 113,33
0,30 755776 0.35 116,67
0,50 1 072 640 0,52 104,00

Modelovy vzorek

Byly pfipraveny 2 vzorky tak, Zze k0,5 ml krve bylo pfiddno u
jednoho vzorku 100 pyl a u druhého 200 ul standardu fenobarbitalu o
koncentraci 10 mg/ml. Vzorky byly zmrazeny na 24 hodin a po rozmrazeni
byly doplnény vodou na objem 5 ml. Po Upravé na pH 6,5 byly
analyzovdny metodou HPLC-SPME. Z ploch pikd byla vypoditdna vyslednd

koncentrace a porovndna se zndmou koncentraci.

U prvniho vzorku, ktery byl pripraven o koncentraci 0,2 mg/ml,
byla po vypoctu zjisténa koncentrace 0,205 mg/ml, coz v procentudinim

vyjadreni odpovidd 102,63 %.

Druhy vzorek o koncentraci 0,4 mg/ml mél hodnotu koncentrace

po vypoctu z kalibracni krivky 0,437 mg/ml, tedy 109,32 %.
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5.4 Validace vypracované metody

Pro ovéreni vhodnosti zvolenych podminek analyzy SPME-HPLC
byly vyuzity validac¢ni parametry jako selektivita, presnost, sprdvnost,

linearita, detekcni a kvantitativni limit, robustnost.

Na zdkladé vyse popisovanych vysledkl zvolené a ndsledné

validaci provéfované podminky mély tedy ndsledujici charakter:

Vzorek pro analyzu fenobarbitalu o koncentraci 0,1 mg/ml byl
naredén a upraven na pH 6,5. Poté byl podroben analyze metodou SPME,
kdy bylo do vzorku ponorfeno extrakéni vidkno PDMS/DVB na 20 minut za
stadlého michdni na magnetické michacce. Ndsledovala 20 minutovd
desorpce do insertu s methanolem o objemu 200 ul, ke kterému bylo po
desorpci priddno 50 ul pufru. Takto pripravené desorpcni médium bylo
nastfiknuto na analytickou kolonu s ndplni Cis, kterou protékala mobilni
faze slozend z 50 dil methanolu a 50 dild vody. Fenobarbital byl hodnocen

metodou HPLC pfi 218 nm v retencnim case cca 7,5 minut.

5.4.1 Selektivita

Byly srovndny f1fi chromatogramy, z nichz jeden predstavoval
standard fenobarbitalu o koncentraci 0,01 mg/ml, dalsi HPLC zdznam
fenobarbitalu po mikroextrakci na vidkno ze vzorku krve a treti zdznam po

mikroextrakci ze vzorku krve bez pridavku fenobarbitalu, tedy slepy vzorek.
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Obrdzek 20: HPLC chromatogram standardu fenobarbitalu (¢ = 0,01

mg/ml). Podminky jsou uvedeny v kapitole 4.3.

MMMMMMM

Obrdzek 21: HPLC zdznam fenobarbitalu v desorpcnim mediu, ziskany
po mikroextrakci ze vzorku krve na vlidkno PDMS/DVB. Podminky jsou

popsdny v kapitole 4.3.
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Obrdzek 22: HPLC zdznam ziskany po mikroextrakci na vidkno
PDMS/DVB ze vzorku krve bez pridavku fenobarbitalu. Podminky jsou
popsdny v kapitole 4.3.

Z chromatografickych zdznamuU s pridavkem fenobarbitalu je prfi
case 7,5 minut detekovdn pik fenobarbitalu. Bez pridavku léCiva neni
v zdznamu mezi sedmou az osmou minutou zachycen zadny pik. Residua
ze vzorku krve se eluuji do trefi minuty, nedochdzi k interferenci s pikem

fenobarbitalu.

5.4.2 Presnost

Pro zhodnoceni presnosti metody byl jeden pfipraveny vzorek
opakované meéren za stejnych podminek. Pro stanoveni byl pfipraven
vzorek o koncentraci 0,1 mg/ml a celkem éx byl extrahovdn na vidkno.
Ziskand desorpcni media z téchto extrakci byla nastiikdvdna na kolonu,

kazdé celkem 2x. Mezi jednotlivymi méfenimi bylo ovéfovano vymyti viakna
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chromatografickym ndstrfikem vzorku methanolu, do kterého bylo vidkno

ponoreno po jeho vymyfti.

Primér ze Sesti ziskanych hodnot ploch pikd byl 320 466,
smérodatnd odchylka byla 33 605 a relativni smérodatnd odchylka 10,49

%. Souhrnnd tabulka ziskanych vysledkd je uvedena na ndsledujici strané.

Pfi porovndni jednotlivych vysledkd méreni je ziejmé, Ze jedna ze
Sesti namérenych hodnot, kterd je v tabulce uvedena jako Ctvrtd v poradi,
se vyrazné lisi. Byl proveden novy vypocet s vynechdnim této hodnoty.
Primérmd plocha pikd zpéti zapocitanych méfeni byla 332 665,

smérodatnd odchylka 21 501 a relativni smérodatnd odchylka 6,46 %.
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Tabulka 13: Ziskané plochy pikd po jednotlivych extrakcich jednoho vzorku

a vypoctené koncentrace.

Poradi

méreni

Plochy piku
z jednotlivych
nastiiky
283 102
321175
303 698
341 834
349 120
298 991
255 206
263 738
333 360
384 269
329 913

341 187

Prumérnd

plocha piku

302 139

322766

324 056

259 472

358 815

355 550

Vypocdctend

koncentrace
[mg/mi]

0.093

0.105

0,106

0,070

0,125

0,123
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5.4.3 Spravnost

Pro test spravnosti bylo stejnym postupem pripraveno sest vzork(
o koncentraci 0,1 mg/ml a kazdy z nich byl podroben analyze. Cilem bylo
ziskat Sest vysledkd co nejméné se lisicich a stanovit, v joké mife se rdzni
koncentrace téchto vzorkl od zndmé koncentrace. Vysledky byly
vyjadfovdny v procentech, kde 100 % predstavovalo koncentraci 0,1

mg/ml.
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Tabulka 14: Ziskané plochy pik0 po jednotlivych extrakcich 3esti

pripravenych vzork( a vypoctené koncentrace.

Poradi Plochy Promérnd Vypocétend Vypocétend
mérieni | zjednotlivych | plocha piku koncentrace koncentrace
nastiiku [mg/ml] [76]
1 323776 326 260 0,106 106,81
328 743
2 345795 336 412 0,112 112,45
327 028
3 307 705 313 997 0,099 100,00
320 289
4 326 698 305 540 0,059 95,30
284 382
5 314733 319 083 0,103 102,82
323 433
6 300 703 302 493 0,094 93,61
304 282

Z tabulky vyplyvd, jak se lisi ziskané hodnoty koncentrace vzorkd
od zndmé koncentrace 0,1 mg/ml. Primér ze Sesti méfeni Cini

v procentudinim vyjadreni 101,83 %.
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5.4.4 Linearita

Rovnice kalibracni krivky vniklé regresni analyzou je:
y = 1 800 000x + 134 000, koeficient korelace r = 0,989.

Metoda je linedrni v rozsahu 20-600 ug fenobarbitalu v ml krve.

5.4.5 Detekéni a kvantitativni limit

Pro vypocet detekcniho a kvantitativnino limitu byla stanovena

smérodatnd odchylka Sumu, tedy odezvy slepého pokusu 0,0282.

Byl pripraven vzorek o koncentraci 0,001 mg/ml, jehoz vyska piku
vykazovala 0,658. Nd&sledné byl vypocitdn detekeni limit LOD 0,1286 ug/ml
a kvantitativni limit LOQ 0,429 ug/ml.

Ddle se fedilo na koncentraci 0,05 ug/ml, tedy polovi¢ni
koncentraci detekéniho limitu. Zde bylo mozino IéCivo jesté zachytit

v chromatografickém zdznamu (viz obr. 23).

llllllll

Obrdzek 23: HPLC chromatogram fenobarbitalu v desorpcnim
mediu (c = 0,05 yg/ml). Zdznam odpovidd cca poloviné hodnoty

LOD. Chromatografické podminky jsou uvedeny v kapitole 4.3.

84



5.4.6 Robustnost

Byl sledovdn vliv zmén pracovnich podminek na vysledky
analytického hodnoceni standardu fenobarbitalu o koncentraci 0,01
mg/ml. Byly zvoleny dvé proménné, a sice rychlost pritoku mobilni fdze

kolonou a ddle samotné slozeni mobilni faze.

Mobilni faze protékala kolonou za normdinich podminek rychlosti
0,6 ml/min, pficemz retenéni Cas byl 8 minut. Pfi zméné pritoku na 0,5
ml/min bylo IéCivo detekovdno v ¢ase 10 minut a pfi pritoku 0,7 ml/min jiz v

case 7 minut.

Standardni slozeni mobilni fdze bylo 50 dild methanolu a 50 dild
vody. Pro hodnoceni robustnosti metody byly namichdny dva typy mobilni
faze, kde jedna obsahovala 40 % methanolu a 60 % vody a druhd prdavé
naopak. Pfi snizeni obsahu organické fdaze na 40 % byl fenobarbital
detekovdan v retencnim Case 15,5 minut a ve druhém pripadé prfi obsahu

methanolu 60 % byl retencni Cas 5 minut.

I experimentu vyplyvd, ze metoda je robustni a zmény slozeni a

pritoku mobilni fdze nemaiji vyrazny viiv na hodnoceni.

Na ndsledujicich obrdzcich Ize porovnat viiv zmén dvou

zvolenych proménnych na retencni cas léCiva.
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Obrdzek 24: Porovndni HPLC zdznamU s rdznou rychlosti pritoku mobilni

faze kolonou.
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Obrdzek 25: Porovnéni HPLC zdznamu s rznym slozenim mobilni féze.
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Souhrnné zhodnoceni metody

Pfi provéfovdni valida¢nich parametrd bylo docileno zavéru.,

které jsou nize shrnuty do tabulky.

Tabulka 15: Vysledky validacnich parametr(

Validaéni parametr

selektivita

presnost

spravnost

linearita

detekeni limit
kvantitativni limit

robustnost

Vysledek

prokdzdana

relativni smérodatnd odchylka
10,49 % (resp. 6,46 %)

101,83%

y =1 800 000x + 134 000, r = 0,989

linedrni v rozsahu 20-600 ug
0,129 pg/ml
0,429 ug/mil

robustni (z hlediska slozeni a

pritoku mobilni féze)
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6. ZAVER
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Tématem této rigordzni prdce bylo analytické hodnoceni
fenobarbitalu metodou mikroextrakce tuhou fdazi (SPME) v kombinaci s

vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC).

Detekce metodou HPLC probihala v oblasti UV pfi 218 nm na
analytické koloné Discovery HS Cig s parametry 150 x 4,6 mm, (Cdstice 5
um). Mobilni fdze byla slozena z 50 dild methanolu a 50 dild vody a jeji
pritok kolonou byl 0,6 ml/min. Standard fenobarbitalu byl rozpoustén ve

smési slozené z 80 dilb methanolu a 20 dild pufru.

lzolace 1éCiva z krve Dbyla zprosttedkovdna metodou
mikroextrakce na tuhé fdzi, kde tuhou fdzi predstavovalo vidkno
PDMS/DVB. Roztok |écCiva byl pred analyzou okyselen na pH 6,5 pomoci
kyseliny fosfore¢né. Doba pro extrakci byla 20 minut sorpce, 20 minut
desorpce. Desorpce probihala do 200 ul methanolu. K desorp&nimu mediu
bylo priddno 50 ul fosfdtového pufru a ndsledovalo hodnoceni na

analytické koloné.

Pro kvantitativni hodnoceni fenobarbitalu zkrdlici krve byla
vypracovdna kalibraéni kifivka ze vzorkd o rdznych koncentracich. Vzorky
byly prfipravovdny vyse popsanym postupem a byly podrobeny

mikroextrakci na tuhé fdazi za zvolenych podminek.

Stanovené podminky analyzy SPME-HPLC Dbyly ovéreny
validacénimi parametry jako selektivita, presnost, spravnost, linearita,

detekcni a kvantitativni limit, robustnost.
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ABSTRAKT
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Katedra farmaceutické chemie a kontroly [€Civ

Kandidat: Mgr. Petra Blazkova

Konzultant: Doc. RNDr. Jaroslav Sochor, Csc.

ANALYZA FENOBARBITALU V KRVI
METODOU SPME VE SPOJENI OFF-LINE S HPLC

Rigordzni prace

Tématem prdce bylo analytické hodnoceni UcCinnych |atek
kapalinovou chromatografii. Viastni problematika se tykala hodnoceni
fenobarbitalu v biologickém materidlu za uziti metody mikroextrakce tuhou
fazi (SPME) ve spojeni off-line s vysokouUcinnou kapalinovou chromatografi
(HPLC).

Vinovd délka pro detekci byla 218 nm. Analyza probihala na
analytické koloné& Cis. Mobilni féze predstavovala smés 50 dild methanolu a
50 dild vody. Rychlost pritoku kolonou byla 0,6 ml/min. Na kolonu bylo
davkovdno 20 ul vzorku. Rozpoustédlo fenobarbitalu bylo smési 80 dild

methanolu a 20 dild pufru.

Pro izolaci I€Civa ze vzorku krve metodou SPME bylo zvoleno
vickno PDMS/DVB, doba sorpce i desorpce byla 20 minut, desorpce

probihala do methanolu.

Pro kvanftitativni hodnoceni fenobarbitalu v krdlici  krvi byla

vypracovana kalibracni kfivka. Podminky byly podrobeny validaci.
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ABSTRACT

Charles University in Prague, Pharmaceutical Faculty in Hradec Krdlové

Department of Pharmaceutical Chemistry and Drug Control

Candidate: Mgr. Petra Blazkovd

Consultant: Doc. RNDr. Jaroslav Sochor, Csc.

ANALYSIS OF PHENOBARBITAL IN BLOOD OF SPME METHOD COUPLED

OFF-LINE WITH HPLC

The purpose of the work presented in this thesis was an analytical
evaluation of active ingredients using High Performance Liquid
Chromatography. The core of the work was an evaluation of
phenobarbital level in biological material using Solid Phase Microextraction

method in off-line conjunction with HPLC.

The wavelength used for detection was 218 nm. C18 HPLC
column was used to perform the analysis. Mobile phase was a mixture of 50
parts of methanol and 50 parts of water. The flow rate was set to 0,6
ml/min. Sample amount was 20 pl. A mixture of 80 parts of methanol and 20

parts of a buffer was used as a solvent to dissolve phenobarbital.

PDMS/DVB fibre was used to extract the drug from a blood
sample by SPME. Sorption and desorption time was 20 minutes. The drug

was desorbed info methanol.

A calibration curve was created for the quantitative analysis of
phenobarbital in rabbit blood. The conditions under which the experiment

was undertaken were validated.
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