Abstrakt

Predlozend prace piinasi rozsiteni aplikaci sekven¢ni injekéni analyzy v oblasti
farmaceutické analyzy. Zabyva se moznostmi chromatografie pro upravu vzorku pied
vlastnim stanovenim analytu. Soustiedi se na zapojeni monolitickych kolon v systému SIA
umoziujicich provadét simultanni stanoveni n€kolika latek a analyzovat tak vzorky s matrici
nebo jednoduchych smési (farmaceutické ptipravky). Noveé vytvofend metoda je nazyvana
sekven¢ni injek¢ni chromatografie (SIC) a ptedstavuje dalsi generaci priitokovych metod.

Zapojenim kratké monolitické kolony vyznacujici se nizkym zpétnym tlakem do SIC
systému vyustilo v zavedeni separacniho prvku do dosud neseparacni priitokové metody.
Komer¢né vyrabéné monolitické kolony S reverzni fazi se jevi jako vhodné pro stanoveni
1éciv ve smésnych lécivych piipraveich. SIC umoziluje velmi rychlé stanoveni smésnych
vzorkii bez nebo jen Sminimalni ptedchozi off-line upravou. Analyza vzorkd
s komplikovanéj§i matrici (krémy, masti) byla provedena po provedeni extrakce
rozpoustédlem ze vzorku. Bylo také studovano vyuziti riznych délek monolitickych kolon.

Prvni experimentalni prace (pfiloha I) byla prvni praci na SIC systému jejiz cilem byla
bezproblémova implementace monolitické kolony a nasledné otestovani na 1écivém piipravku
(mast). Byly optimalizovany jednotlivé soucasti systému k praci za vyssich pracovnich tlakd a
k pouziti organickych rozpoustédel a vybranych vzorkl. Pfed vlastni analyzou musela byt
provedena uprava vzorku extrakci do methanolu. Pro urychleni celé analyzy byl proveden
skokovy gradient zvySovani rychlosti pritoku mobilni fdze. Srovnani naméfenych vysledkt
ukézalo, Ze SIC je dobrou alternativou HPLC pro stanoveni jednoduchych smési s nékolika
vyhodami i nevyhodami.

Druha experimentalni prace (pfiloha II) byla zaméfena na vyvinuti jednoduché a
rychlé metody pro stanoveni dvou latek (nafazolin nitratu a methylparabenu) v lécivém
piipravku Sanorin® 0,5%0 oéni a nosni kapky. Vyuzity byly zkusenosti z predchozich praci na
SIC pfistroji a vyvoj byl zamétfen ptredev§im na ptedupravu vzorku, slozeni a pH mobilni
faze, nalezeni optimalniho vnitfniho standardu (ethylparaben) a co nejvétsi rychlost celé
analyzy. Citlivost stanoveni byla zvySena pouzitim dvou vlnovych délek pro méfeni
VvV absorpénim maximu stanovovanych latek. Vzorek kapek nebylo tfeba pted analyzou
upravovat (kromé ziedéni mobilni fazi) coz ptispelo ke kratkému celkovému Casu analyzy. Na
zavér byly vysledky ovéfeny srovndvacim meéfenim na HPLC za shodnych

chromatografickych podminek.



V tfeti experimentalni praci (ptfiloha III) byla vyvinuta metoda pro simultdnni
stanoveni betametasonu a chloramfenikolu v suspenznich o¢nich kapkach Betabioptal. Vyvoj
metody se kromé optimalizace vlastniho stanoveni také zaméfil na predipravu vzorku
1é¢ivého ptipravku pied vlastni analyzou. Protoze Slo o suspenzi nebyl mozny piimy nastiik.
Vysledky validace byly porovnany s vysledky metody vyvinuté na HPLC pfistroji a shledany
pouzitelnymi pro rutinni analyzu vSech aktivnich slozek 1é¢ivého ptipravku.

Cilem ¢tvrté experimentalni prace (pfiloha IV) bylo vyvinout SIC metodu poprvé
s vyuzitim monolitické kolony ONYX™ Monolithic C18 pro stanoveni kyseliny salicylové a
triamcinolon acetonidu Vv topickém 1é¢ivém ptipravku. Priprava vzorku byla velmi
jednoducha, protoze pomocné latky nerusi detekci. K analyze stacilo pouze zfedéni vzorku
mobilni fazi, aby odezvy obou latek na UV detektoru byly v pracovnim rozmezi detektoru
(kys. salicylové je vroztoku 10x vice nez triamcinolon acetonidu). Bylo provedeno i
komparativni méfeni na HPLC pfistroji S DAD detektorem (za shodnych chromatografickych
podminek).

Resersni prace (piiloha V) byla zaméfena na piehled vSech SIC metod vyvinutych na
Katedfe analytické chemie od jejiho vzniku, jeji srovnani s klasickou HPLC. Kriticky byly
zhodnoceny vyhody a nevyhody SIC. Posledni trendy v separaci v nizkotlakych pritokovych

systémech rozvijené na zahrani¢nich pracovistich ukazuji na usp€sny rozvoj tohoto sméru.



