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Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra analytické chemie

Kandidat: Mgr. Lucie Kosatova
Konzultant: PharmDr. Petr Chocholous, Ph.D.
Nazev rigorozni prace: Stanoveni derivatil estrogenu metodou sekvencni injek¢ni

chromatografie

Tato prace ptedstavuje prvni vyuziti sekvenéni injek¢éni chromatografie s pouzitim
monolitické kolony Merck® Chromolith® Performance RP-18e 100 mm x 3 mm
s ptedkolonou Merck® Chromolith® RP-18e 5 mm x 3 mm o celkové délce 105 mm
pro testovani Ctyf derivati estrogenu blizkych svou strukturou a vnitiniho standardu
(etylparaben). K analyze byl pouzit komerén& dostupny systém SIChrom™ (FIAlab®
Instruments Inc., USA), mobilni faze acetonitril:voda 40:60 (v/v) a CCD UV-VIS
detektor se spektrofotometrickou detekci ptfi 225 nm. Pro jednu analyzu, ktera trvala
7,5 min, bylo pouzito 10 ul vzorku a 3 ml mobilni faze. Bylo vyuzito izokratické eluce
a pritokova rychlost byla nastavena na 8 pls™. Chromatografické piky viech latek
vykazovaly dobrou symetrii a rozdéleni. Za vySe uvedenych podminek bylo dosazeno
vysoké ucinnosti separace, coz ukazuje dal$i mozné vyuziti sekvencni injekéni

chromatografie v analytické chemii.
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Abstract

Charles University in Prague
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Analytical chemistry

Candidate: Mgr. Lucie Kosatova

Consultant: PharmDr. Petr Chocholous, Ph.D.

Title of Thesis: Determination of estrogen derivatives by sequential injection
chromatography

This work presents the first utilization of sequential injection chromatography
for determination of four estrogen derivatives with similar structure and an internal
standard (ethylparaben) with the use of monolithic column Merck® Chromolith®
Performance RP-18e 100 mm x 3 mm and pre-column Merck® Chromolith® RP-18e
5mm x 3mm of total length 105 mm. A commercially available SIC system —
SIChrom™  (FIAlab® Instruments Inc., USA), mobile phase composed
of acetonitrile:water 40:60 (v/v) and CCD UV-VIS detector were used.
Spectrophotometric detection was set up at wavelength of 225 nm. The injected volume
of sample solutions was 10 ul and 3 ml of mobile phase was pumped isocratic at flow
rate 8 ul.s™. High separation efficiency, good peak symmetry and resolution were
obtained at these conditions, showing another possibility of use sequential injection

chromatography in analytical chemistry.
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CCD UV-VIS detektor s CCD ¢ipem pro méfeni v ultrafialové a viditelné ¢asti spektra

E
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prutokova injek¢ni analyza
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hormonalni substitu¢ni 1écba
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vnitini standard

limit detekce
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sekvencni injek¢ni chromatografie
standardizovany konektor optického vlakna
zdroj svétla v ultrafialové oblasti
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1. Uvod a cil prace

Estrogeny jsou Zenské pohlavni hormony steroidni struktury. V lidském téle ptsobi
aktivaci estrogennich receptort, ¢imz u Zen V puberté zpUsobuji vyvoj sekundarnich
pohlavnich znaki a maji vliv na rist endometria v pribéhu menstrua¢niho cyklu. Tyto
hormony se tedy fyziologicky podili na fizeni menstruacniho cyklu, ¢ehoz se vyuziva
i terapeuticky pii podavani hormonalnich kontraceptiv nebo hormonalni substitu¢ni
terapie.

Sekvenéni injekéni chromatografie je relativné mlada analytickd metoda, ktera
spojuje prutokové a chromatografické metody. Tato metoda vyuziva programovatelny
diskontinualni tok nosi¢e a vzorku, dale d¢€leni jednotlivych analyth
na chromatografick¢é kolon¢ a wvolitelné spektrofotometrické nebo fluorimetrické
detekce. Vyhody této metody, jako je nizka spotieba organickych rozpoustédel i vzorku,
snadné sestaveni piistroje a jeho pienositelnost v terénu, vedou ke stale SirSimu pouziti
a zdokonalovani sekven¢ni injekéni chromatografie.

Cilem této rigorozni prace je vyvinout metodu sekven¢ni injekéni chromatografie
pro pét derivati estrogenu a poté validovat podminky vyvinuté metody. V pribéhu
prace bude nutné otestovat vice chromatografickych kolon, vybrat vhodnou mobilni
fazi, vnitini standard, vytvotit vhodny program pro analyzu testovanych latek a stanovit
optimalni zptasob detekce. Hlavnim kritériem pfi vyvoji této metody by mélo byt
kompletni rozdé€leni vSech latek v pfijatelném Case, ktery bude nezbytny pro jednotlivou

analyzu.
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2. Teoreticka cast

2.1 Estrogeny

Estrogeny jsou steroidni pohlavni hormony, které jsou tvofeny jak ptirozené
Vv zenském téle, tak mohou byt piipraveny synteticky. Mezi ptirozené estrogeny patii
estradiol (E), estron (E-on) a estriol (E-ol), ze syntetickych estrogenti se nejvice vyuziva
ethynylestardiol (EE). Nejsilnéjsi u¢inek ze tfi jmenovanych pfirozenych estrogent
vykazuje estradiol. Naopak estriol je nejslabSim estrogenem. Tyto latky plisobi na tkané
jak fyziologicky, tak pfi terapeutickém pouziti zejména aktivaci estrogennich receptord.
Vsem je spolecna zéakladni osmnactiuhlikova steroidni struktura
cyklopentanoperhydrofenantrenu s aromatickym kruhem A [1-6]. Biosyntéza vychazi
z cholesterolu, ze kterého vznika ptes celou kaskadu dé€ji androstendion a z néj
testosteron. Pusobenim aromatazy vznika z androstendionu estron a z testosteronu
estradiol. Estron mize byt hydroxylovan na estriol nebo mize byt metabolizovan

na estradiol. Struktura vySe jmenovanych estrogent je zobrazena na obrazcich ¢. 1-5.

Obrazek 1. a-estradiol Obrazek 2. p-estradiol

Obrazek 3. Ethynylestradiol Obrazek 4. Estron
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Obrazek 5. Estriol

Estrogeny jsou u premenopauzalnich zen fyziologicky tvofené zejména v butikach
Graafova folikulu a Zlutého téliska ovarii, minoritné také v perifernich tkéanich, jako
jsou jatra, nadledviny, mozek, tukova tkan a kosterni svaly. U postmenopauzalnich zen
pokryvaji tyto periferni tkané celkovou sekreci estrogentl.

Estrogeny maji vliv na vyvoj sekundarnich pohlavnich znak, rast zenskych
pohlavnich orgénii v puberté a rist endometria v pritbéhu menstruacniho cyklu Zeny.
Pii dlouhodobé&jsi aplikaci estrogent podporuji tyto latky uzavirani epifizarnich $térbin
a zastavuji tim rast. ZlepSuji také resorpci vapniku a jeho vyuziti kostni tkani a snizuji
resorpci kostni hmoty. Pravdépodobné také podporuji produkci
dihydroxycholekalciferolu (aktivni forma vitaminu D3). Maji také vliv na rozvoj mlé¢né
zlazy. Pusobenim na hypotalamo-hypofyzarni osu brani estrogeny uvolilovani
gonadotropint. Pti kontinualnim podavani tak brani ovulaci. U muzt tlumi estrogeny
spermatogenezi, snizuji produkci androgent, potlacuji proliferaci tkané¢ prostaty
a pusobi atrofii varlat (feminizace), ¢ehoz se vyuziva terapeuticky pii 1é¢bé karcinomu
prostaty (EE). Estrogeny pusobi protektivné proti ateroskleroze a infarktu myokardu
z4dsahem do metabolismu lipidii. Mirn€ snizuji celkovou hladinu cholesterolu, zvysuji
hladinu kardioprotektivniho HDL-cholesterolu a snizuji hladinu LDL-cholesterolu.
Naproti tomu maji vliv na tvorbu cholesterolovych Zlu¢ovych kamenii zvySenym
vylucovanim cholesterolu Zlu¢i (mize se projevit napt. pifi dlouhodobém uzivani
estrogen-progestinovych kontraceptiv). Estrogeny maji mirné anabolicky ucinek,
zpusobuji retenci sodiku a vody s naslednou moznosti tvorby edémt, zvysSuji hladinu
koagula¢nich faktort II, VII, IX a X, snizuji hladinu fibrinogenu a antitrombinu Ill
V plazmé, coz mé za nasledek zvySenou pohotovost ke krevni sraZlivosti, a tim vyssi
riziko trombembolické ptihody.

Estrogeny se pouZzivaji zejména jako kontraceptiva, pii poruchdch menstrua¢niho

cyklu, jako hormonalni substitucni terapie u klimakterickych Zen ke zvladnuti
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postmenopauzalnich ptiznakti v kombinaci s progestiny, dale k 1écbé infertility nebo
Vv 1é¢bé karcinomu prsu, endometria a jiz zminénému karcinomu prostaty [1-3].

Vétsina estrogentl, které jsou produkovany lidskym télem, je vylouc¢ena moci a konci
v odpadnich vodach. V dnes$ni dobé se k fyziologicky produkovanému mnoZstvi
estrogend pridavaji ve stale vétSim mnozstvi syntetické estrogeny vyloucené zenami,
uzivajicimi hormonalni antikoncepci nebo HRT. Dalsim zdrojem estrogenti, které¢ se
dostavaji do odpadnich vod, jsou také hospodatska zvirata. Tyto latky mohou narusovat
normalni funkce endokrinniho systému i v limitnich koncentracich (ng.I™), jelikoz maji
velmi vysokou estrogenni aktivitu. To pfedstavuje nebezpeci zejména pro vodni
zivoCichy, protoZe ne vSechny steroidni latky jsou odstranény v Cistirnach odpadnich
vod a dostéavaji se tak dal do vodnich toki, kde piisobi na vodni zivoCichy. Estrogeny
mohou u rybich samcl zpusobit produkci a uvolnéni vitelogeninu (samici specificky
protein), diky ¢emuz dochdzi k inhibici rGstu sekundarnich pohlavnich organti, déle
mohou zpiisobit rozvoj obojetnych pohlavnich znakii aZ feminizaci. U rybi populace
vystavené vysSi koncentraci estrogeni ve vodé bylo pozorovano méné cCasté tieni
a zmény v chovani v jeho prabéhu. Zatimco nezadouci ucinky steroidnich hormont
na vodni zivoéichy byly prokazany mnoha studiemi, efekt na ¢lovéka je stale sporny.
Neékteré studie uvadéji jako diisledek zvySeného vyskytu estrogentil v Zivotnim prostiedi
niz$i pocet spermii a nizsi reprodukéni schopnost muzi a vyssi vyskyt rakoviny prsu,
zatimco jiné poukazuji na mozny geograficky a kulturni vliv [4—6].

Kvuli vy§e nazna¢enym hrozicim rizikim je tfeba vyvinout metodu, ktera dokaze
estrogeny spolehlivé detekovat jiz v limitnich koncentracich a dale metodu, kterd

dokaze tyto latky kompletn¢ odstranit z vod.

2.2 Sekvenc¢ni injekéni chromatografie

2.2.1 Princip metody a jeji historicka vychodiska

Sekven¢éni  injekéni  chromatografie  (SIC) je  spojenim  pritokovych
a chromatografickych metod [7]. Prvni generaci pritokovych metod navrhli v roce 1974
Hansen a Rizicka, kdyz vymysleli a popsali metodu, ktera se pozdé&ji zacala oznacovat
jako prutokova injekéni analyza (FIA). Jejich vynalez byl revoluci v automatizaci

chemickych analyz [8]. FIA je zalozend na kontinudlnim prutoku nosného proudu,
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do kterého je aplikovan vzorek. Vzorek je v proudu rozptylen a interaguje s nosnym
proudem. Na zaklad¢ této chemické reakce zaznamend detektor urcity parametr
(napt. absorbance, chemiluminiscence), jako vysledek tohoto dé€je, aniz by muselo dojit
K ustaveni jeho rovnovahy [8, 9]. S rozsifenim pocitacové techniky pfisla v roce 1990
druhd generace pritokovych metod. Tehdy Ruazicka a Marshall navrhli sekvencni
injek¢éni analyzu (SIA). Zatimco FIA vyuziva kontinualniho proudu nosice, SIA je
zalozena na programovatelném, diskontinualnim, dvojsmérném toku [8, 10, 11]. Vzorek
a Cinidla jsou postupné dopravovany do reakéni civky a pist pumpy zajistuje pohyby
tam a zp&t piekryvani zon se vzorkem a ¢inidly, az dojde k reakei, jejimz vysledkem je
produkt, ktery je nasledné dopraven k detektoru [8, 10, 12]. SIA je oproti FIA vice
ekonomictéjsi ve spotebé chemikalii diky diskontinudlnimu toku. M¢la vsak stale jednu
podstatnou nevyhodu, a to nemoznost analyzovat slozit€jsi vzorky, slozené z vice
komponent. Tuto slabinu odstranil v roce 2003 Satinsky a kol. pfipojenim kratké
monolitické kolony k systému SIA. Takto vznikla sekvenéni injekéni chromatografie

(SIC) [7, 11, 13-19].

2.2.2 SloZeni systému SIC

Jak jiz bylo vySe feceno, SIC pfedstavuje spojeni pritokovych metod (v tomto
piipad¢é STA) a metod chromatografickych. Zakladni soucasti systému SIA, tedy pumpa,
selek¢ni ventil, pritokova cela a detektor, jsou doplnény 0 monolitickou kolonu, ktera je
do systému vloZena mezi selek¢éni ventil a pratokovou celu detektoru [7, 11-18, 20].
V nizkotlakém systému sekvencnich injek¢nich metod se pouzivaji hlavné vysoce
porézni monolitické kolony, které si zachovavaji vysokou rozd€lovaci schopnost, avSak
maji nizky odpor viici pritoku mobilni faze [12]. Maximalni tlak v tomto systému muze
byt cca 2,5 — 50MPa [11, 14, 16]. Schéma systému pro SIC je zobrazeno

na obrazku ¢. 6.
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Obrazek 6. Schéma systému pro SIC [13, 14].
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2.2.3 Vyhody a nevyhody SIC

SIC nese vyhody priutokovych metod, ze kterych vychézi, jako je automatizace
a miniaturizace pfistrojového vybaveni. Dalsi pfednosti této metody oproti metodé SIA
je moznost analyzy (separace) jednoduchych smési. Diky selekénimu ventilu je mozné
kombinovat vice mobilnich fazi a nastavenim pumpy lze ménit pratokovou rychlost
a smér proudu dle programu. SIC dale nabizi moznost analyzovat latky s odliSnymi
retencnimi charakteristikami, pfipravit vzorek v misté potieby (extrakce na tuhé fazi)
a pouzit reagencie v misté a ¢ase potieby. K hlavnim vyhodam patti kratky Cas analyzy,
diky diskontinualnimu toku nizka spotieba organickych rozpoustédel i vzorkd, a tim
i nizka produkce odpadi. To umoziiuje snizeni nakladd na analyzu (piiblizné dvakrat
oproti pouziti HPLC metody). Kromé nizké spotieby vzorku je vyhodou i jeho snadna
ptiprava a manipulace s nim. Ptistroj se snadno obsluhuje a je pfenosny, coz piedurcuje
tuto metodu k vyuziti v terénu. SIC je jednoducha separa¢ni metoda, ktera nevyzaduje
tak drahé vybaveni jako HPLC (levnéjsi o cca 1/3 nakladu nez u HPLC zatizeni).

Na druhou stranu ma SIC i fadu nevyhod, zejména pii srovnani s HPLC.
Nedostatkem SIC je, Ze ma jen omezenou moznost separace. V nizkotlakém systému se

daji pouzit prevazné krat$i monolitické kolony, pfi pouziti delsich kolon je metoda
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limitovdna omezenym vybérem pritokové rychlosti kvili zpétnému tlaku. Dalsi
omezeni klade pumpa, diky niz se d4 pouzit pouze omezené mnozstvi mobilni faze.
Je také méné presna, coz ma negativni vliv na robustnost systému. V neposledni fad¢ je
nevyhodou i to, ze komercné dostupny program nabizi pro hodnoceni kvantifikace
pouze vysky pikt, ato vnasi vétsi nepiesnost pii hodnoceni nez pii HPLC analyze [7,
11, 13-20].

2.2.4 Vyuziti SIC

Zpocatku byla SIC vyuzivdna k analyze relativné jednoduchych vzorkd, sloZzenych
ze dvou az péti komponent [15, 17]. Prvni vyuziti systému SIC bylo k analyze krému,
ktery obsahoval triamcinolon acetonid, metylparaben a propylparaben [14]. Dale byly
jako vzorky pouzity tablety, kapsle, kapky a sirupy [7, 17]. V tabulce ¢. 1 jsou uvedeny
latky zpracované v ruznych lékovych formach, které jiz byly popsany a je mozné je
s vyhodou stanovit pomoci SIC.

Roztoky je mozno vétSinou analyzovat piimo, zatimco ostatni vzorky musi byt
nejprve upraveny, protoze lze analyzovat pouze kapalné vzorky, a to z divodu, aby
matrice a pomocné latky neinterferovaly pii chromatografickém méfeni. Kvali témto
skuteCnostem se polotuhé 1ékové formy i tablety upravuji nejcastéji extrakci
do organického rozpoustédla.

Dalsi moznosti, jak rozsitit vyuziti SIC, je spojeni této metody s Francovou celou.
Tento pIn¢ automaticky systém slouzi k testovani liberace z polotuhych Iékovych forem

in vitro [17].
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Tabulka 1. Moznosti vyuziti SIC a parametry, za kterych bylo stanoveni provedeno [17].

. o . Vinova
Lékova S'tanovované E::é{:y E;;:r(:;‘:va Mobilni féze délka Pfiprava Ca_s Litera-
forma | latka A detekce | vzorku [min] | tura
[mm] [ml.min™~]
[nm]
Acetonitril:tetra-
hydrofuran:voda
Ambroxol, (10:10:90, viviv),
Sirupy metyl_paraben, 50+10 | 048 pH 3,75 245 Extrgkge’ , <11 21]
a kapky | kyselina upraveno mobilni fazi
benzoova trietylaminem
a kyselinou
octovou
Metanol:voda
Nafazolin ?3 -L?Sr’a\://:rz’épH Rozpusténi
Kapky | nitrat, 25+5 |09 ” 1;’ ; 220;256 | | pk <4 [11]
metylparaben trietyl-aminem ape
a kyselinou
octovou
Triamcinolon Acetonitril:voda
acetonid (35:65, vV), pH Rozpusténi
Kapky | 1 coling, 50+5 |09 3,2 upravené 240 p <7 [16]
yselina - kapek
salicylova kyselinou
octovou
Kapk Br:eltarmrentgzrcl)in, 25 +5 0.48 Acetonitril:voda 241271 ri)éi?nkcﬁim < 29
aply | chloramfent- : (30:80, VIV) ’ 5 1% kys. [22]
fosforeéné
Acetonitril:
metanol:voda
Triamcinolon (35:5:65, VIVIv),
. acetonid, pH 2,5 upravené Extrakce
Krém metylparaben, 25+10 1 06 0,05% 243 metanolem <6 [14]
propylparaben nonylamidem
a kys.
fosfore¢nou
Acetonitril:voda
Kyselina (35:60, v/iv), pH
Krém | salicylova, 50 0,6 2,5 upravené 240 riﬁ?nkcﬁim <7 | [24]
metylsalicylat 98% Kys.
fosforecnou
Acetonitril:voda
Sodr sil 25 upravene.
Krém diklofenaku, o5 0,48;0,9; 0.05% 275 Extrakce <8 [13]
metylparaben, 1,2 trietylaminem metanolem
propylparaben a kys.
fosforecnou
Acetonitril:voda Extrakce
Ambroxol (20:90, v/v), pH metanolem
Kapsle | hydrochlorid, | 25 0,48 2,5 upravené 213 s 1% K <9 [25]
doxycyklin 98% Kys. ys.
9 fosfore¢né
fosforecnou
Paracetamol, Acetonitril:voda
kofein, (20:90, v/v), pH Extrakce
Tablety | kyselina 25 0,6 4,05 upravené 210 metanolem <7 [15]
acetylsalicylo- 98% kys. a mobilni fazi
va fosfore¢nou
Acetonitril:voda Automaticky
(40:80, viv), pH systém
. . 7,1 upravené k testovani
Krém | Lidokain, 25 0,6 0,01% 212 liberace < | o
prilokain . . ,
trietylaminem z polotuhych
a kys. 1ékovych
fosfore¢nou forem
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2.3 Chromatografické kolony

Chromatografickd kolona je ocelova nebo sklenéna trubicka nebo kapildra nejCasté;ji
5 — 30 cm dlouhd o vnitinim priméru 2 — 8 mm rovnomérné naplnénd nebo pokryta
stacionarni fazi (sorbentem) [26, 27]. Na povrchu chromatografické kolony je kovovy
plast (1), ktery je uzavien porézni kovovou fritou (2). Ta zabranuje uvoliovani
stacionarni faze (3) z kolony a soucasn¢ umoziuje plynuly priitok mobilni faze. Oba
konce kolony jsou ukonceny pievleénym ochrannym krouzkem (4) a koncovou
hlavici (5), ve které je navrtan vstup pro kapilaru se Sroubem (6) [28]. Schéma

chromatografické kolony je zobrazeno na obrazku €. 7.

Obrazek 7. Chromatograficka kolona [28].

Te

Pro u¢inné rozdeéleni latek uvnitf kolony je dualezita kvalita sorbentu, pficemz zalezi

na velikosti a stejnomérnosti ¢astic, tvaru, porozité i struktuie [27].

2.3.1 Monolitické kolony

Na rozdil od konvenénich stacionarnich fazi, které se skladaji z jednotlivych ¢astic
sorbentu o definované velikosti, monolitické kolony tvoifi jediny kus porovitého
materialu, ktery zcela zapliuje vnitfek chromatografické kolony [29, 30]. Stacionarni
faze monolitické kolony miize byt tvofena bud’ makroporéznim organickym

polymerem, vznikajicim odlitim, nebo ty¢inkou silikagelu, ktera se vyrabi pomoci ,,sol-
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gel“ technologie. TyCinky silikagelu maji rovnomérnéjsi strukturu nez prvné jmenovany
monolit.

Porovity material, ktery tvofi jadro monolitické kolony, obsahuje dva typy poéru,
makropory a mesopory. Makropory jsou mezi sebou propojeny kanalky a zajist'uji tak
rychly konvektivni tok mobilni faze skrz monolit. Tyto v priméru 2 um velké pory
vyznamné zrychluji pfenos hmoty mezi mobilni a staciondrni fazi. Mesopory maji
prumér priblizné¢ 13 nm a nachazeji se na povrchu monolitu, ktery tvoii makropory.
Tyto pory poskytuji monolitu dostate¢né velky povrch, a tim vysokou separacni
kapacitu. Takovato struktura monolitu s celkovou poérovitosti vice nez 80% umoziuje
zna¢né vysokou rychlost pritoku mobilni faze kolonou bez ptilisSného zvyseni tlaku
I bez ztraty separac¢ni ucinnosti kolony [29 - 31]. Struktura monolitu je zachycena

na obrazku ¢. 8.

Obrazek 8. Snimek pti¢ného fezu monolitu, pofizeny skenovacim elektronovym mikroskopem [29].

Mesopory Makropory

Strukturou monolitu na bazi silikagelu se zacali zabyvat védci kolem profesora

Nakanishi a Tanaky v 90. letech 20. stoleti. Monolit ptipravili kysele katalyzovanou
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hydrolyzou a gelaci roztoku alkoxysilanu (napf. tetramethoxysilan) v pfitomnosti
porogenu (napi. polystyrensulfonat sodny, polyakrylova kyselina, polyethylen oxid).
Nyni lze pfipravit monolit s pfesné¢ definovanou strukturou s makropory a mesopory
vhodnych rozmért [29, 30], pfiCemz zalezi na slozeni rozpoustédla, koncentraci
porogenu a na teploté. Primérnd velikost mesopdru se zvetSuje s rostouci koncentraci
porogenu; velké pory nejsou propojené, pokud je porogen ptitomny pouze v nizké
koncentraci a naopak pokud je pfitomen ve vysoké koncentraci, vznikaji oddélené
Castice [30]. Na vytvofeny silikagelovy monolit je mozné navazat alkylové fetézce nebo
jiné chemické skupiny stejnym zptisobem jako v piipadé silikagelovych Ccastic.
V soucasné dobé jsou komerc¢né dostupné monolitické kolony Chromolith od firmy
Merck (Némecko) nebo kolony Onyx od firmy Phenomenex (USA) v licenci firmy
Merck.

Utinnost monolitickych kolon je srovnatelna s u¢innosti klasické kolony s ¢asticemi
o velikosti 5 pum [29, 30], ale ve srovnani s klasickymi kolonami klesa 0¢innost
monolitickych kolon s rostouci rychlosti mobilni faze pomaleji, coZ umoziiuje zrychleni
analyzy nebo zafazeni vice kolon za sebou pii relativné vysoké pritokove

rychlosti [30].

2.4 Validace analytické metody

Validace analytické metody je proces, pii kterém se posuzuje vhodnost pouziti
daného systému k ziskdni relevantnich dat, a to stanovenim poZadavkiu na kritéria

metody (valida¢ni parametry) a méfenim realnych hodnot téchto kritérii [28, 32].

2.4.1 Vybrané validacni parametry

2.4.1.1 Zdanlivy pocet teoretickych pater (N)

’

Uc¢innost kolony (zdanliva Uc¢innost) se milZe vypocitat jako zdanlivy pocet
teoretickych pater (N) za pouziti nasledujiciho vzorce, kde hodnoty tr a Wy musi byt

vyjadieny ve stejnych jednotkach:
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kde:
tr Je retencni ¢as piku odpovidajiciho dané slozce;
W je Sifka piku v poloviné jeho vysky.
Zdanlivy pocet teoretickych pater se méni se stanovovanou slozkou, stejné jako

s kolonou, teplotou kolony, mobilni fazi a reten¢nim ¢asem [33].

2.4.1.2 Faktor symetrie chromatografickych pikia (As)

Faktor symetrie piku se vypocita podle vzorce:

Wa,0s
As = -
2d

kde:
Wp o5 je Sitka piku v jedné dvacetiné jeho vysky;
d je vzdalenost mezi kolmici spusténou z vrcholu piku a vzestupnou ¢asti piku v jedné
dvacetin¢ jeho vysky.

Pokud je hodnota As rovna 1,0 pik je dokonale symetricky. Je-li As > 1,0 mluvime
0 chvostovani piku, je-li As < 1,0 jedna se o ¢elni asymetrii piku neboli frontovani piku
(pozvolny nabeh) [28, 33].

2.4.1.3 Rozliseni chromatografickych piku (Rs)

Rozliseni mezi piky dvou slozek se mize vypocitat podle vzorce:

Wpy T Wi

R=s

kde:
tr1 @ tro jSOU retenéni Casy pikd;
Wh1 @ Why jsou $iiky pika v poloviéni vysce;

pfléemi tro > tre [33]
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2.4.1.4 Opakovatelnost

Opakovatelnost metody vyjadiuje tésnost shody mezi vysledky nezavislych méteni
stejného analytu, provedenych stejnou metodou, stejnym experimentatorem, na stejném
piistroji, na stejném misté a za stejnych podminek v kratkém casovém intervalu [34].

Opakovatelnost odezvy se vyjadiuje jako odhad relativni smérodatné odchylky
[RSD (%)] v procentech pro fadu naslednych méfeni pro nejméné tii nastiiky nebo

pro méteni porovnavaciho roztoku a vypocita se podle vzorce:

RSDy, = o ||E(F‘ ~9)
’ ¥4 n—1
kde:
Yi jsou jednotlivé hodnoty vyjadiené jako plocha piku, vyska piku nebo pomér ploch
u metody vnitiniho standardu;
¥ je pramér jednotlivych hodnot;

n je pocet jednotlivych hodnot [33].

2.4.1.5 Linearita odezvy

Linearita je piimkova zavislost mezi dvéma proménnymi. V separacnich metodach
jsou témito proménnymi odezva a koncentrace analytu. Nejcastéji se k hodnoceni
linearity odezvy pouziva korelacni koeficient, ktery se stanovuje metodou linearni

regrese [35]. V idedlnim piipadé je korela¢ni koeficient roven jedné.

2.4.1.6 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Limit detekce (LOD) je hodnota, ktera odpovida koncentraci, pii které je
zaznamenany signal statisticky vyznamné odlisny od Sumu. V praxi se v separacnich
metodach limit detekce urcuje jako trojndsobek Sumu zékladni linie.

Mez stanovitelnosti, nebo-li limit kvantifikace (LOQ), mizeme definovat jako
hodnotu, ktera odpovida koncentraci, pti niz je pfesnost stanoveni takova, ze dovoluje
kvantitativni vyhodnoceni.

Vztah mezi obémi veli¢inami je nasledujici:
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LOQ=3 LOD

Cim vétsi bude rozdil mezi vySkou piku a Sumem zakladni linie, tim niz$i budou

hodnoty LOD a LOQ [36].
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité materialy a metody

3.1.1 Chemikalie

Ultragista voda Millipore Milli-Q RG (Millipore™s.r.0., Czech Republic)
Acetonitril LC — MS Chromasolv® (Fluka), ¢istota >99,9%
Metanol Chromasolv® (Sigma—Aldrich®), ¢istota >99,9%

3.1.2 Standardy

E-ol Vetranal® (Fluka), ¢istota: analyticky standard

MP (Aldrich®), ¢istota 99%

EP (Aldrich®), ¢istota 99%

BE (Sigma), Cistota >98%

17- a-ethynylestradiol (Fluka), ¢istota >98%

E-on (Aldrich®), ¢istota >99%

17-a-estradiol hemihydrat Vetranal® (Fluka), ¢istota: analyticky standard
Flurbiprofen (Fluka), Cistota: referen¢ni standard

Ketoprofen Vetranal® (Fluka), Cistota: analyticky standard

3.1.3 Pristroje

Analytické vahy A200S (Sartorius Analytic)
Ultrazvukova lazei Sonorex RK 100 (Bandelin)
Digitalni pH — metr Hanna instruments pH 212

Chromatograficky systém pro SIC tvofeny pfistrojem SIChrom™ (FIAlab®
Instruments Inc., Bellevue, WA, USA). Pristroj se sestaval z pumpy S17 PDP
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(SapphireTM Engineering, MA, USA) s celkovym objemem 4 ml, vicecestného ventilu
C5H (Valco Instrument Co., Houston, TX, USA) z nerezové oceli s osmi vystupy,
umoznujici vybér nasttikované kapaliny. Tyto kapaliny sem byly dopravovany 0.25 mm
a 0.50 mm Sirokymi hadickami PEEK ze zasobnikd. Vzorek byl pumpou nastiiknut
na chromatografickou kolonu, kde byly jednotlivé slozky rozd€leny na zaklad¢ déleni
na reverzni fazi a odkud pak vzorek pokracoval k pritokové detekéni Z cele (FIAlab®
Instruments Inc., Bellevue, WA, USA) CCD UV-VIS detektoru USB 4000 (Ocean
Optics Inc., Dunedin, FL, USA). Detektor byl vybaven deuteriovou UV lampou DH-
2000 (Ocean Optics Inc., Dunedin, FL, USA) a SMA optickymi vlakny s vnitinim
praimérem 600 pum (CeramOptec®, East Longmeadow, MA, USA). Po prichodu
detekéni celou sméfovala tekutina do odpadni lahve. Na pumpu byl pfipojen manometr
pro kontrolu tlaku uvniti systému a pojistny ventil. DalSi pojistny ventil byl namontovan
za detekéni celu, aby odsud kapalina samovolné¢ neunikala, kdyz se pumpa
nepohybovala. Cely systém byl fizen pocitatem programem FIAlab® 5.9 software
pro Windows (FIAIab® Instruments Inc., Bellevue, WA, USA). Schéma celého systému

je zobrazeno na obrazku €. 9.

Obrazek 9. Schéma chromatografického systému pro SIC. 1-pumpa, 2-ventil sosmi vystupy, 3-
chromatograficka kolona, 4-prutokova detekéni Z cela, 5-UV lampa, 6-CCD UV-VIS detektor, 7-pocitac
vybaveny programem FIAlab, 8-pojistny ventil, 9-vzorek, 10-mobilni faze, 11-odpad, 12-manometr
S pojistnym ventilem [19].
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Pouzité chromatografické kolony:

Merck® Chromolith® Flash RP-18e 25 mm x 4,6 mm;
Merck® Chromolith® FastGradient RP-18e 50 mm x 2 mm;
Piedkolona Merck® Chromolith® RP-18e 5 mm x 4,6 mm;
Phenomenex Gemini® C18 30 mm x 2,00 mm, 3 micron;
Merck® Chromolith® Performance RP-18e 100 mm x 3 mm;
Predkolona Merck® Chromolith® RP-18e 5 mm x 3 mm.

Priitokova detekéni Z cela — opticka délka 1 cm nebo 2 cm (mikroobjemova), SMA
konektory, material ULTEM (FIAlab® Instruments Inc., Bellevue, WA, USA).

3.1.4 Zasobni roztoky

Zasobni roztok E-ol o koncentraci 0,5 mg.ml™ byl piipraven rozpuiténim navazky

5 mg E-ol v acetonitrilu a doplnénim acetonitrilem na objem 10 ml v odmérné barce.

Zasobni roztok AE o koncentraci 0,5 mg.ml™ byl pripraven rozpu§ténim navazky 5 mg

AE Vv acetonitrilu a doplnénim acetonitrilem na objem 10 ml v odmérné barice.

Zasobni roztok BE o koncentraci 0,5 mg.ml™ byl ptipraven rozpusténim navazky 5 mg

BE v acetonitrilu a doplnénim acetonitrilem na objem 10 ml v odmérné barice.

Zasobni roztok EE o koncentraci 0,5 mg.ml™ byl ptipraven rozpusténim navazky 5 mg

EE v acetonitrilu a dopInénim acetonitrilem na objem 10 ml v odmérné barice.

Zasobni roztok E-on o koncentraci 0,5 mg.ml™ byl pripraven rozpu§ténim navazky

5 mg E-on v acetonitrilu a doplnénim acetonitrilem na objem 10 ml v odmérné barice.

Zasobni roztok MP o koncentraci 0,4 mg.ml™ byl pfipraven rozpuiténim navazky

8 mg MP v acetonitrilu a doplnénim acetonitrilem na objem 20 ml v odmérné barice.

Zasobni roztok EP 0 koncentraci 0,4 mg.ml™ byl p¥ipraven rozpu§ténim navazky 8 mg

EP v acetonitrilu a doplnénim acetonitrilem na objem 20 ml v odmeérné bance.
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3.1.5 Piiprava vzorku

Vzorek Dbyl pifipravovan smisenim zasobnich roztokd jednotlivych latek
a acetonitrilu. Pocet a typ slozek zavisel na fazi vyvoje metody. Estrogenni latky byly
vzdy zastoupeny ve vzorku ve stejném poméru, vnitini standard byl piidavan v menSim

mnozstvi. Mobilni fazi se doplioval objem smichanych latek zpravidla do 1 ml.

3.1.6 Popis prdace

Do zasobniku na mobilni fazi byla pfipravena mobilni faze smisenim urcitého
poméru acetonitrilu a vody a naslednym zbavenim rozpuSténého vzduchu pomoci
ultrazvukové lazné. Tento zasobnik byl pfipojen hadickou na vystup selekéniho
ventilu ¢. 2.

Vzorek byl pfipraven smisenim urcitého poméru testovanych latek ze zdsobnich
roztokit v ependorfce a rucné¢ protiepan. Ependorfka byla pfipojena pomoci hadi¢ek
na vystup selekéniho ventilu €. 4.

V programu  FIAlab® 5.9 pro Windows byl zvolen program analyzy, ktery
zabezpecil, aby pumpa nasala vystupem ¢. 2 urCit¢é mnozstvi mobilni faze, poté
vystupem ¢. 4 urCité mnozstvi vzorku a tuto smés nastiikla vystupem ¢. 3
na chromatografickou kolonu. Dale detektor zmétil absorbanci zafeni pii tfech riznych
vlnovych délkach a chromatograficky zaznam byl zobrazen na monitoru pocitace.
Mobilni faze poté odtékala z kolony hadi¢kou do odpadni lahve.

Chromatogram byl hodnocen dle reten¢nich ¢asti chromatografickych piki a jejich

rozdéleni. Podle téchto parametrii byly dale upravovany podminky separace.
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4. Vysledky a diskuze

4.1Vyvoj a optimalizace metody SIC pro latky estrogenniho
charakteru

4.1.1 Vybér mobilni faze

Dle piedchozich zkuSenosti s touto smési estrogennich latek, ktera byla testovana
pomoci HPLC, byla pfipravena mobilni faze. Jako organickd sloZzka byly testovany
metanol a acetonitril. Acetonitril vykazoval lepsi vysledky, proto byl dale
pro optimalizaci vyuzivan. Pfi vybéru mobilni faze byly testovany rtizné poméry

acetonitrilu a vodné slozky s rizné upravenou hodnotou pH.

4.1.1.1 Uprava pH mobilni fize

Nejprve byla vyzkouSena mobilni faze acetonitril/voda (40:60, v/v). Jako vzorek byla
pouzita smés vSech testovanych estrogenii. Za téchto podminek nebylo dosazeno
kompletni separace. Proto bylo upraveno pH mobilni fdze na 3,7 pomoci kyseliny
octové. Ani za téchto podminek nedoslo ke kompletni separaci.

Po upravé dalsich parametrti (typ chromatografické kolony a nastaveni optimalnich
vinovych délek detektoru) bylo zjisténo, Ze pH neni tfeba upravovat. Optimalni pH

mobilni faze je pH smési acetonitril/voda (40:60, v/v).

4.1.1.2 Uprava sloZeni mobilni faze

Pfi vybéru optimalni mobilni fdze byla upravovana kromé jejiho pH také jeji sila.
Misto plivodni mobilni faze acetonitril/voda (40:60, v/v) byla postupné pfipravena
mobilni  faze acetonitril/voda (30:70, v/v), acetonitril/'voda (20:80, V/v)
a acetonitril/voda (10:90, v/v). Jako vzorek byl pouzit E-ol (latka s nejmensi retenci).
Pro testovani byly pouzity vSechny vyse zminéné kolony. Pik E-ol nebyl

na chromatogramu oddélen od Sumu mrtvého objemu. Dale byl ménén typ
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chromatografické kolony, vlnové délky detektoru, mnozstvi nastfikovaného vzorku
arychlost, kterou byl vzorek nastfikovan. Pfi sloZzeni mobilni faze acetonitril/voda
(30:70, v/v), chromatografické kolon¢ Merck® Chromolith® FastGradient RP-18e
50 mm x 2 mm, Chromolith® RP-18e 5 x 4,6 mm, vzorku slozeného ze vSech
estrogentl o koncentraci 0,1 mg.ml™ (nafeddno mobilni fazi), ktery byl nastfikovan
v mnozstvi 10 pl a ptfi vinovych délkach detekce 225 nm, 250 nm a 280 nm byl obdrzen
zaznam, obsahujici piky vSech latek, avSak ne optimalné rozdélenych.

Jako optimalni mobilni faze byl nakonec zvolen pomér acetonitril/voda (40:60, v/v).
K méfeni smési vSech péti testovanych estrogenti S vnitfnim standardem byla pouzivana
chromatograficka kolona Chromolith® Performance RP-18e 100 mm x 3 mm
s ptedkolonou Merck® Chromolith® RP-18e 5 x 3 mm.

4.1.2 Vytvoreni a optimalizace programu analyzy

Program analyzy byl vytvafen pomoci programu FIAlab® 5.9 pro Windows.
V prubéhu prace byla ménéna prutokova rychlost, mnozstvi mobilni faze i vzorku
pro jednu analyzu a vlnové délky UV detekce.

V prvni fazi vyvoje metody byl pro analyzu péti estrogenti a vnitiniho standardu MP
pouzivan program s dvojim nastiikem mobilni faze. Pumpa nasala 3100 pl mobilni faze
vystupem ¢. 2, poté 10 ul vzorku vystupem €. 4 a tuto smés nastiikla vystupem ¢. 3
na chromatografickou kolonu. Detektor méfil absorbanci zafeni pii tfech rdznych
vilnovych délkach (215 nm, 225nm a 280 nm) a prvni cast chromatografick¢ho
zaznamu (E-ol a MP) byla zobrazena na monitoru pocitace. Poté pumpa nasala 3900 pl
mobilni faze vystupem €. 2 a nastfikla ji vystupem ¢. 3 na chromatografickou kolonu,
coz zajistilo eluci zbyvajicich &ty estrogenli. Detektor opét méfil absorbanci
ptistejnych vinovych délkadch jako pfi prvnim ndstfiku a na monitoru pocitace byla
zobrazena druhd ¢ast chromatografického zaznamu (BE, AE, EE, E-on). Cela analyza

trvala 14,3 min. Pro lepsi piehlednost je cely program zaznamenan v tabulce €. 2.
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Tabulka 2. Program analyzy péti estrogent a vnitiniho standardu MP.

Ukon Jednotka Parametry ukonu
Nasati mobilni faze Ventil Vystup €. 8 — zasobnik MF
Pumpa Rychlost nasavani 70 pl.s™
Pumpa Objem MF 3100 pl
. Vystup €. 5 — zasobnik
Nasati vzorku Ventil
vzorku
Pumpa Rychlost nasavani 10 pl.s™
Pumpa Objem vzorku 10 pl
Nastrik smési vzorek+MF )
Ventil Vystup €. 3 - kolona
na kolonu
Pumpa Rychlost nastiiku 10 pl.s®
Pumpa Objem smési 3110 pl
VInové délky 215 nm,
M¢éfeni absorbance Detektor (spektrofotometr)
225 nm, 280 nm
Nasati mobilni faze Ventil Vystup €. 8 — zasobnik MF
Pumpa Rychlost nasavani 70 pl.s™
Pumpa Objem MF 3900 pl
Nastiik MF na kolonu Ventil Vystup €. 3 - kolona
Pumpa Rychlost nastiiku 10 pl.s™
Pumpa Objem smesi 3910 pl
Vinové délky 215 nm,
Meéfeni absorbance Detektor (spektrofotometr)
225 nm, 280 nm

Po optimalizaci metody, kdy byla z testovani vypusténa latka s nejmensi retenci
na koloné¢ (E-ol) byl pro analyzu Ctyf estrogentt a vnitiniho standardu EP vytvofen
program, ktery zajistil, aby pumpa naséala 3000 ul mobilni faze vystupem €. 2 a 10 pl

vzorku vystupem €. 4 a nastiikla tuto smés na chromatografickou kolonu vystupem ¢. 3.
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Detektor zmétil absorbanci pfi tfech rtiznych vlnovych délkach (215 nm, 225 nm

a 280 nm) a na monitoru pocitae byl zobrazen cely chromatograficky zaznam

S nasledujicim potadim chromatografickych pika latek: EP, BE, AE, EE, E-on. Analyza

trvala 7,5 min. Pro piehlednost je uvedena tabulka €. 3 s jednotlivymi tkony.

Tabulka 3. Program analyzy Ctyf ostrogent a vnitiniho standardu EP.

Ukon Jednotka Parametry tikonu
Nasati mobilni faze Ventil Vystup €. 2 — zasobnik MF
Pumpa Rychlost nasavani 70 pl.s™
Pumpa Objem MF 3000 pl
. Vystup €. 4 — zasobnik
Nasati vzorku Ventil
vzorku
Pumpa Rychlost nasavani 10 pl.s™
Pumpa Objem vzorku 10 pl
Nastiik smési vzorek+MF .
Ventil Vystup €. 3 - kolona
na kolonu
Pumpa Rychlost nastiiku 8 pl.s™
Pumpa Objem smési 3010 pl

Meéfeni absorbance

Detektor (spektrofotometr)

Vinové délky 215 nm,
225 nm, 280 nm

4.1.3 Vybeér pratokové rychlosti, mnoZstvi vzorku a mobilni faze

Optimalizace mnozstvi vzorku, mobilni fdze a pritokové rychlosti byla provedena

na vzorku, obsahujicim E-ol, AE, BE, EE a E-on, kazdy v koncentraci 50 pg.ml™.

Testovani optimalniho mnoZstvi injikovaného vzorku probihalo od 5 pl do 40 pl.

Jako optimalni mnoZstvi vzorku bylo stanoveno 10 pl. Pfi vét§ich mnozstvich jiz nebyly

piky symetrické a pik E-ol nebyl dokonale oddé€len od Sumu mrtvého objemu.
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Testovani pritokové rychlosti bylo provadéno od rychlosti 5 pls™. Jako nejvyssi
prittokova rychlost byla zkousena rychlost 15 pls™. Optimalni pritokova rychlost byla
10 uls? a tato rychlost byla pouzivdna po v&tsinu méfeni (mensi rychlost byla
pouzivana pii vétsich tlacich v systému).

Pottebné mnozstvi mobilni faze se ménilo dle pocétu testovanych analytu.
Po optimalizaci metody stacilo pro analyzu ¢tyi estrogennich latek a EP pouze 3000 pl
mobilni fidze v jednom ndstfiku. Mnozstvi analyzovaného vzorku zistalo stejné

a prutokova rychlost mobilni faze se snizila na 8 ul.s™.

4.1.4 Vybér chromatografické kolony

V prubéhu prace byly testovany vSechny vySe uvedené kolony, bud’ samotné, nebo
vV kombinaci. Vhodnost pouziti konkrétni chromatografické kolony byla hodnocena dle
optimalni retence latek na kolong, jejich idedlni separace v co nejkrat§im retencnim Case
a dle symetrie chromatografickych pikii.

Na zacatku prace byla testovana kolona Merck® Chromolith® FastGradient RP-18e
50 mm x 2 mm s ptedkolonou Chromolith® RP-18e 5 x 4,6 mm. Po vyzkouSeni
rizného pH a sily mobilni faze byla pfidana k této soustavé kolon dalsi kolona Merck®
Chromolith® Flash RP-18e 25 mm x 4,6 mm, vznikla tak kolona o délce 8 cm. S touto
délkou kolony byla zméfena smés analytli za pouziti mobilni faze acetonitril:voda
(25:75, viv). Ani v jednom méfeni nebylo dosaZeno optimalni separace.

Z divodu rychlé eluce vzorku byla vyzkouSena c¢asticova kolona Phenomenex
Gemini® C18 30 mm x 2,00 mm, 3 micron, kterd 1épe zadrzuje latky nez kolona
monolitni. Pii méfeni smési péti estrogenti se v prubéhu analyzy nepodatilo vSechny
tyto latky kompletné eluovat.

Testovany byly také jednotlivé kolony Merck® Chromolith® FastGradient RP-18e
50 mm x 2 mm a Merck® Chromolith® Flash RP-18e 25 mm x 4,6 mm, ale ani jedna
Z nich nedokézala testované latky optimalné rozd¢lit v pribéhu jedné analyzy.

Kwvili charakteru testovanych latek bylo vyzkouSeno zapojeni tfech monolitickych
kolon za sebou, a to Chromolith® Performance RP-18e 100 mm x 3 mm, Merck®
Chromolith® Flash RP-18e 25 mm x 4,6 mm, Chromolith® RP-18e 5 mm x 4,6 mm.

Stouto sérii kolon bylo provedeno méfeni smési vSech péti testovanych estrogenti
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za pouziti mobilni faze acetonitril:voda (40:60, v/v). Na obrazku ¢. 10 je zobrazen

chromatograficky zdznam pfti vinové délce 225 nm.

Obrazek 10. Chromatogram péti estrogend oddélenych pomoci kolony sestavené z Chromolith®
Performance RP-18¢ 100 mm x 3 mm, Merck® Chromolith® Flash RP-18e 25 mm x 4,6 mm,
Chromolith® RP-18e 5 x 4,6 mm.
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Z diivodu dobré separace smési, obsahujici pét estrogennich latek a vnitini standard,
byla tato série kolon pouzita i pro testovani gradientové eluce (viz nize), vypracovani
kalibra¢ni kiivky a méfeni opakovatelnosti. V pribéhu vyvoje metody se vSak ukézalo,
7e chromatografickd kolona sloZend ze série tii kolon vytvérela v systému pftili§ velky
tlak, kvili ¢emuz dochazelo k pfetlakovani systému a uniku tekutiny pojistnym
ventilem.

Po optimalizaci metody, kdy byla z testovani vypusténa prvni latka, zobrazujici se
na chromatografickém zaznamu (E-ol) a vyméné vnitifniho standardu (MP za EP), jiz
nebylo tfeba dvojitého nastfiku mobilni faze v pribéhu jedné analyzy a pro zbytek
méfeni bylo mozné pouzivat chromatografickou kolonu Chromolith® Performance RP-
18e 100 mm x 3 mm s pfedkolonou Merck® Chromolith® RP-18e 5 mm x 3 mm.

Tato varianta umoznila zkraceni délky analyzy, lep$i rozdéleni pika

na chromatografickém zdznamu, a tim 1 lep$i data pro wvalidaci této metody.
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Na obrazku ¢. 11 je zobrazen chromatograficky zaznam vnitiniho standardu (EP) a ¢tyf

testovanych estrogennich latek pti vinové délce 225 nm.

Obrazek 11. Chromatogram Ctyf estrogent s vnitinim standardem (EP) oddélenych pomoci kolony
Chromolith® Performance RP-18e 100 mm x 3 mm s pfedkolonou Merck® Chromolith® RP-18e
5 mm x 3 mm.

0,3 A
EP -IS BE
3.9 £E
2,80 ) 5,16
0,2 1
8
g
5]
2 01
a
=
o
0,0
( il
-0,1 -
t(min)

Monoliticka kolona Chromolith® Performance RP-18e 100 mm x 3 mm byla v dalsi
praci srovnavana s ¢asticovou kolonou Ascentis® Express C18 30 mm x 4,6 mm.
Kolona Chromolith® Performance RP-18e 100 mm x 3 mm vykazovala lep$i G¢innost

systému, avsak reten¢ni ¢asy byly delsi [19].

4.1.5 Vybér zpiisobu detekce

Dle ptedchozich zkuSenosti byla prace zahajena se spektrofotometrickym zpiisobem
detekce v UV oblasti. Pro vétsi citlivost fluorimetrické detekce byla vyzkousena i tato
moznost, avSak nepfinesla lep$i odezvu, a to ani pfi uziti CCD detektoru, ani
po pfipojeni fotonasobiCe k pfistroji. Po Gpravé dalSich parametri (délka a typ
chromatografické kolony, vlnové délky absorpce, nastiikované mnozstvi vzorku
i mobilni faze a pritokova rychlost) se spektrofotometricky zptisob detekce ukazal jako

optimalni.
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4.1.6 Vybér detekcini cely

Dle ptedchozich zkusSenosti byla vybrana pritokova Z cela o délce 2 cm. Tato cela
byla obalena ¢ernou paskou z divodu snahy omezeni Sumu v zdznamu. Ze stejného
divodu byla testovana cela o délce 1 cm, nejprve bez obaleni paskou a poté obalena
cernou paskou. Efekt délky optické drahy nebyl dost vyrazny, proto byla v pribéhu celé

prace pouzivana pratokova Z cela o délce 2 cm bez Cerné pasky.

4.1.7 Vybér vinové délky detekce

Na zacatku prace probihalo méfeni pti vinovych délkach 210 nm, 225 nm a 240 nm.
Kwvili nekvalitnimu zaznamu byly vinové délky upravovany. Dale byly testovany dalsi
dvé kombinace vIinovych délek (210 nm, 225 nm, 230 nm a 225 nm, 250 nm, 280 nm).
Obe¢ tyto kombinace neptinesly kvalitnéj$i zdznam. Jako optimalni kombinace vinovych
délek pro méfeni Ctyf estrogennich latek s vnitinim standardem ze skupiny parabeni
byly zvoleny vinové délky 215 nm, 225 nm a 280 nm. Pro kvantifikaci byla pouzita
vlnova délka 225 nm s lepSimi vysledky diky dostatecné absorpci zafeni vSemi

testovanymi latkami.

4.1.8 Vybér vnitiniho standardu

Vnitini standard byl vybirdn ze dvou skupin latek. Prvni skupinu tvofila nesteroidni
antiflogistika (profeny) zastoupend flurbiprofenem a ketoprofenem, druhou skupinu
tvofily konzervaéni latky (parabeny) zastoupené metyl-, etyl-, propyl-
a butylparabenem. Nejprve byl testovan samotny E-0l S vnitinim standardem, jelikoz se
jeho pik na chromatografickém zdznamu objevuje jako prvni a dle ptedpokladii se
i vnitini standard bude zobrazovat blizko mrtvého objemu. Pik flurbiprofenu
i ketoprofenu nebyl jasné oddéleny od E-ol, MP se ukazal jako vhodny vnitini standard
pii testovani vSech péti estrogenil. Jeho pik byl dostate¢né separovan od E-ol a zaroven
vykazoval vhodny reten¢ni ¢as. Chromatograficky zdznam péti testovanych estrogent

za pouziti vnitiniho standardu MP je zobrazen na obrazku ¢. 12.
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Obrazek 12. Chromatogram péti estrogentl a vnitfniho standardu MP.
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Po optimalizaci metody, kdy byl z testovani vypustén E-ol, se jako vhodnéjsi vnitini
standard ukazal EP. Jeho pik je svym retencnim Casem blizsi BE a s zadnou testovanou
latkou neinterferuje. Ukazuje se na zdznamu po piku mrtvého objemu jako prvni, hned
za jeho pikem se objevuje pik BE, AE, EE a E-on. Chromatograficky zaznam Ctyrt

estrogenti s EP je zobrazen na obrazku ¢. 13.
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Obriazek 13. Chromatogram ¢ty estrogent a vnitiniho standardu EP.
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4.1.9 Testovani izokratické eluce

Za ucelem lepsi separace E-ol od Sumu mrtvého objemu byla provedena analyza

izokratické eluce pouze s timto estrogenem spole¢né s vnitinim standardem MP. E-ol

byl obsazen ve vzorku v koncentraci 25 pg.ml?, MP v koncentraci 20 pg.ml™.

Na zacatku testovani byla pouzita idealni mobilni faze, acetonitril:voda (40:60, v/v),

a po kazdém méfeni byl ptidan 1 ml vody do stavajici mobilni faze. Tento krok byl

proveden osmkrat az do koncentrace ACN:voda (30:70, v/v). Zaznam se S rostouci

polaritou mobilni fize ménil ve smyslu rozsiteni pikd bez vlivu na separaci.

Tabulka €. 4 shrnuje retenéni Casy dvou testovanych latek v zavislosti na polarité

mobilni faze.
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Tabulka 4. Retencni ¢asy latek pti izokratické eluci.

Retenéni ¢as latek [s] | E-ol MP
40:60 217,16| 246,45
38,75:61,25 218,91 248,02
37,5:62,5 220,34 249,44
1 iIn
Sila mobilni 20 oc.63.75 22242| 25238
faze
35:65 225,01 256,95
ACN:voda
33,75:66,25 227,58 259,48
(V/v)
32,5:67,5 231,87 265,27
31,25:68,75 235,06| 270,51
30:70 239,98| 275,28

4.1.10 Testovani gradientové eluce

Pro smés vSech péti estrogenli spole¢né s vnitinim standardem (MP) byl pouzit
gradient dvou mobilnich fazi. Pfi prvnim ndstiiku bylo pouzito 3100 pl mobilni faze
acetonitril:voda (35:65, v/v) a pfi druhém nastiiku 3900 ul mobilni faze acetonitril:voda
(40:60, v/v). Rozdil mezi polaritou mobilnich fazi nebyl dostate¢né velky, proto byla
pro druhy nastiik zvolena mobilni faze acetonitril:voda (45:55, v/v) o stejném objemu.
Pti gradientové eluci nebylo dosazeno oddéleni BE od Sumu mrtvého objemu a analyza
se prodlouzila tak, ze nedoslo ke kompletni eluci vSech latek. Gradientova eluce neni

vhodna pro analyzu vybranych latek estrogenni povahy.

4.1.11 Testovani Vlivu zvysené teploty

Testovani vlivu teploty mobilni fize na chromatograficky zdznam bylo zapocato
pfi teploté laboratote, kterd ten den €inila 23,5°C. Poté byla mobilni fdze zahtata vzdy
0 10°C az k teploté 55°C. M¢éteni bylo provadéno se vzorkem, ktery obsahoval MP, E-
ol, AE, BE, EE a E-on. Tento experiment neptinesl oproti o¢ekavani lepsi vysledky nez
izokraticka eluce a pti vyssich teplotach se acetonitril zacal z mobilni faze odpafovat,
coz melo za nasledek zménu sloZeni mobilni faze a vyS$i retenci analytl neZ pfi

W

laboratorni teploté, proto byla tato analyza ukoncena. V tabulce ¢. 5 jsou shrnuty
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retenéni Casy jednotlivych latek pfi rtiznych testovanych teplotich. Zaznamenané

teploty jsou v tabulce uvedeny chronologicky. Pii vysSich teplotach a s rostoucim

poctem analyz mély retencni Casy pikii nedostate¢nou opakovatelnost, zejména v druhé

¢asti analyzy po druhém nastfiku mobilni faze, kde jiz byla nizsi koncentrace ACN nez

na zacatku testovani teplotniho gradientu. Vyssi teplota neni vhodna pro testovani péti

estrogend s vnitinim standardem MP.

Tabulka 5. Retenéni ¢asy latek pii testovani vlivu zvySené teploty.

teplota [°C] 23,5 24,5 36,5 35,0 47,0 46,0 55,0 55,0
MP 137,8| 138,7| 139,9| 138,9( 139,2( 139,8| 141,7| 138,9
E-ol 169,0( 168,5| 170,2| 1695 169,6( 169,6| 172,0( 168,0
Retenéni
AE 369,6| 368,6| 3705 369,3| 375,1| 379,0|] 396,5( 417,1
¢as latek
s BE 4219| 420,4| 423,1| 4219 429,7| 4355| 458,9| 4649
S
EE 475,7| 4742 476,9| 4749 483,2| 489,8| 523,4| 509,2
E-on 522,01 522,0| 522,2| 522,3| 531,5| 538,6| 573,3 -

4.1.12 Souhrn optimdlnich podminek SIC pro estrogenni latky

Testované latky: AE, BE, EE, E-on

Vnitini standard: EP

Mobilni faze: ACN:voda 40:60 (v/v)

Analyzator: SIChrom™

Detektor: CCD UV-VIS detektor

Detekéni cela: pritokova Z cela 2 cm

Chromatografickd kolona: monolitickd Merck® Chromolith® Performance RP-18e
100 mm x 3 mm + pfedkolona Merck® Chromolith® RP-18e 5 mm x 3 mm

Detekce: spektrofotometricka UV 225 nm

MnozZstvi vzorku pro jednu analyzu: 10 pl

Mnozstvi mobilni faze pro jednu analyzu: 3 ml

Pritokové rychlost: 8 pl.s™

Celkovy ¢as analyzy: 7,5 min
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4.2 Validace analytické metody

4.2.1 Stanoveni linearity odezvy

Linearita odezvy byla stanovena pro kazdou testovanou latku metodou linearni
regrese. Bylo pfipraveno Sest pracovnich roztokli ze smési zékladnich roztokl estrogenti
(AE, BE, EE a E-on) v koncentraénim rozmezi 25,0 pg.ml” az1,6 pg.ml™ aEP
v koncentraénim rozmezi 5,0 pg.ml™ a2 0,3 pg.ml™ v mobilni fazi. Kazdd smés byla
prométena tiikrat a z téchto tfech méteni byla pro vypocet pouzita primérna hodnota
zaznamenané¢ koncentrace dané latky. V nasledujicich tabulkach a grafech jsou

zaznamenany parametry linedrni regrese pro jednotlivé latky.
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4211

Etylparaben

Korelacni koeficient EP je po zaokrouhleni 0,999. EP vyhovuje pozadavku

na linearitu r>0,999.

Tabulka 6. Zavislost primérné vysky piku na koncentraci EP.

c[mg.I"] | Absorbance
5,0000 0,1907
2,5000 0,1033
1,2500 0,0566
0,6250 0,0359
0,3125 0,0165

Tabulka 7. Statistické parametry pro regresi EP.

Statistické parametry pro regresi : y=kx+q

Pocet bodu
Smeérnice

Abs. Clen

Korelaéni koef.

Rezidualni odch.

5 Odhad chyby
0,036417 + 0,000976
0,010042 + 0,002520
0,998924
0,003722

Obrazek 14. Graf linearni regrese EP.
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4212  B-estradiol

Korela¢éni koeficient BE je po zaokrouhleni 0,999. BE vyhovuje pozadavku

na linearitu r>0,999.

Tabulka 8. Zavislost primérné vysky piku na koncentraci BE.

c[mg.I"] | Absorbance
25,000 0,1934
12,500 0,1036
6,250 0,0533
3,125 0,0330
1,613 0,0161

Tabulka 9. Statistické parametry pro regresi BE.

Statistické parametry pro regresi : y=kx+q
Pocet bodu n= 5 Odhad chyby
Smérnice k= 0,007499 + 0,000152
Abs. ¢len g= 0,007155 + 0,001956
Korelaéni koef. r= 0,999388
Rezidualni odch. s= 0,002886
Obrazek 15. Graf linearni regrese BE.
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4.2.1.3

a-estradiol

Korela¢ni koeficient AE je po zaokrouhleni 0,999. AE vyhovuje pozadavku

na linearitu r>0,999.

Tabulka 10. Zavislost praimérné vysky piku na koncentraci AE.

c[mg.I"] | Absorbance
25,000 0,1313
12,500 0,0687
6,250 0,0344
3,125 0,0226
1,613 0,0111

Tabulka 11. Statistické parametry pro regresi AE.

Statistické parametry pro regresi : y=kx+q
Pocet bodu n= 5 Odhad chyby
Smérnice k= 0,005088 + 0,000103
Abs. ¢len g= 0,004281 + 0,001326
Korelaéni koef. r= 0,999389
Rezidualni odch. s= 0,001956
Obrazek 16. Graf linearni regrese AE.
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4214

Ethynylestradiol

Korelaéni koeficient EE je po zaokrouhleni 0,999. EE vyhovuje pozadavku

na linearitu r>0,999.

Tabulka 12. Zavislost praimérné vysky piku na koncentraci EE.

c[mg.I"] | Absorbance
25,000 0,1835
12,500 0,1001
6,250 0,0487
3,125 0,0296
1,613 0,0153

Tabulka 13. Statistické parametry pro regresi EE.

Statistické parametry pro regresi : y=kx+(q

Pocet bodu n=5 Odhad chyby
Smérnice k= 0,007179 + 0,000176
Abs. ¢len g= 0,0058 + 0,002274
Korelaéni koef. r= 0,999097
Rezidualni odch. s= 0,003355
Obrazek 17. Graf linearni regrese EE.
0,2 T
0,15 +
8
g
2 01
o
8
<
0,05 +
0 1 1 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25 30
¢ [mg.I"]

45



4215 Estron

Korela¢ni koeficient E-on je po zaokrouhleni 0,999. E-on vyhovuje pozadavku

na linearitu r>0,999.

Tabulka 14. Zavislost praimérné vysky piku na koncentraci E-on.

c[mg.I"] | Absorbance
25,000 0,1292
12,500 0,0680
6,250 0,0342
3,125 0,0235
1,613 0,0120

Tabulka 15. Statistické parametry pro regresi E-on.

Statistické parametry pro regresi : y=kx+q

Pocet bodu n= 5 Odhad chyby
Smérnice k= 0,004963 + 0,000113
Abs. ¢len g= 0,005228 + 0,001458
Korelaéni koef. r= 0,999223

Rezidualni odch. s= 0,002151

Obrazek 18. Graf linearni regrese E-on.
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4.2.2 Stanoveni limitu detekce a limitu kvantifikace

Limit kvantifikace byl stanoven pro pét testovanych latek. LOD byl urcen jako

koncentrace, kdy odezva je rovna trojnasobku Sumu. LOQ byl urcen jako trojnasobek

Zavislost téchto dvou parametrti vyjadiuje nize uvedeny vztah:
Log=3-LOD

Hodnoty LOD a LOQ jsou uvedeny pro jednotlivé latky v tabulce €. 16.

Tabulka 16. Hodnoty LOD a LOQ.

Analyzovana latka LOD [pg.ml™] LOQ [pg.ml™]
EP 0,1 0,3
BE 0,5 1,6
AE 0,5 1,6
EE 0,5 1,6
E-on 0,5 1,6

4.2.3 Stanoveni zdanlivého poctu teoretickych pater

Zdanlivy pocet teoretickych pater, ktery umoziuje hodnotit UCinnost

chromatografického systému, byl vypocten podle vzorce:

kde:
tr je reten¢ni ¢as (min);
W je Sitka piku v poloving vysky (min).

Hodnoty byly ziskany ze zdznamu, obsahujiciho Ctyfi rlizné estrogenni latky a EP
(obr. €. 3). Zdanlivy pocet teoretickych pater byl stanoven pro kaZzdou testovanou latku.

Tabulka ¢&. 17 shrnuje hodnoty zdanlivého poctu teoretickych pater.
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Tabulka 17. Zdanlivy pocet teoretickych pater.

Analyzovana latka N

EP 2106
BE 2632
AE 4595
EE 4919
E-on 3890

4.2.4 Stanoveni faktoru symetrie chromatografickych pikii

Faktor symetrie chromatografickych pikt byl vypocten podle vzorce:

Wa,os
AS _
2d

kde:
Wo 05 je Sitka piku ve vzdélenosti 5% vysky piku (min);
d je vzdalenost mezi kolmici spusténou z vrcholu piku a vzestupnou ¢asti piku v 5%
jeho vysky (min).

Hodnoty byly ziskany ze zaznamu, obsahujiciho étyfi rizné estrogenni latky a EP
(obr. ¢. 3). Faktor symetric byl stanoven pro kazdou latku. Tabulka ¢&. 18 shrnuje
hodnoty faktoru symetrie chromatografickych pikii.

Tabulka 18. Faktor symetrie chromatografickych piku.

Analyzovana latka A

EP 1,50
BE 1,38
AE 1,50
EE 1,30
E-on 1,30
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4.2.5 Stanoveni rozliSeni chromatografickych piki

Rozliseni chromatografickych pikli bylo vypocteno ze zdznamu, obsahujiciho Ctyti

rizné estrogenni latky a EP (obr. ¢&. 3) podle vzorce:

_ 1,18- [tRE - ’-Lm]
Wpy T W

R=s

kde:
tr1 & tro jsou retencni Casy latek (min);
Wh1 & Wh2 jsou Sifky piki v poloving jejich vysky (min).
Tabulka ¢. 19 obsahuje stanovené hodnoty rozliSeni chromatografickych pika

testovanych latek.

Tabulka 19. Rozliseni chromatografickych piku.

Analyzovana latka Rs
EP 4,06
BE 2,14
AE 1,48
EE 1,63
E-on -

4.2.6 Opakovatelnost

Smés vzorku, obsahujici EP, AE, BE, EE a E-on byla Sestkrat injikovana na kolonu.
Estrogeny byly nastfikovany v koncentraci 20 pg.ml*aEP byl nastfikovan
v koncentraci 4 pg.ml™. Ze série $esti m&feni byla vypracovana opakovatelnost velikosti
odezvy a opakovatelnost reten¢nich casd. Relativni smérodatné odchylky byly

vypocteny dle vzorce:
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100 (3, —7)°
5 a1

RSDy, =

kde:
yi jsou jednotlivé hodnoty vyjadiené jako vyska piku
¥ je primér jednotlivych hodnot
n je pocet jednotlivych hodnot.
RSD pro viechny testované latky byly vzdy mensi nez 2%. Cesky 1ékopis pozaduje
hodnotu relativni smérodatné¢ odchylky pro syst¢émy HPLC max. 1,06. Tomuto

pozadavku metoda nevyhovuje.
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4.3Diskuze

Metoda SIC se ukazala jako vhodnad metoda pro testovani Ctyf estrogennich latek
a vnitfniho standardu. Prvotniho zdméru vyvinout tuto metodu pro testovani péti
ol) ma ptili§ odlisny retencni €as od ostatnich testovanych estrogent. Z tohoto divodu
bylo nutné pro testovani vSech péti estrogent s vnitinim standardem pouzit sérii tiech
monolitickych kolon o celkové délce 15 cm. V pribéhu jedné analyzy bylo tfeba
dvojiho nastiiku mobilni faze (kviili nedostate¢né kapacité pumpy) pro kompletni eluci
vSech latek. Testovani izokratické, gradientové eluce, ani zvysené teploty mobilni faze
za téchto podminek neptineslo lepsi vysledky. Pti validaci metody pro pét estrogennich
latek s IS byla potvrzena nepifesnost pumpy pii dvojim nastfiku a ptetlakovani systému
z diivodu pfili§ dlouhé kolony.

Metoda SIC pro testovani Ctyf estrogennich latek s vnitinim standardem splnila
podminky optimalni separace. Behem 7,5 min. probehla cela analyza, pro niz je tieba
pouzit 3 ml mobilni faze a 10 pl vzorku. Chromatografické piky vykazovaly dobrou
symetrii (viz hodnoty As) a rozdéleni; Iékopisnou podminku Rs>1,5 nesplnil pouze AE,
av$ak hodnota Rs byla u této latky pouze o 0,02 niz$i neZ tento limit. Uginnost separace
byla vyjadiena hodnotami zdanlivého poctu teoretickych pater. I pies nizkou
pritokovou rychlost (8 pl.s™) bylo dosazeno vysoké u&innosti separace.

Linearita odezvy byla stanovena pro estrogeny Vv koncentratnim rozmezi
250 pygml’ az 1,6pugml™ a pro EP vkoncentraénim rozmezi 5,0 pg.ml™
az 0,3 pg.ml™. Pro viechny latky vysel korelaéni koeficient alespoti 0,999, coz dokazuje
schopnost systému podavat spolehlivé vysledky v uvedenych koncentracnich
rozmezich. Dolni hodnota tohoto koncentraéniho rozmezi zarovein uddva limit
kvantifikace pro jednotlivé latky, jimZz je vyjadiena citlivost metody. Relativni
smérodatné odchylky vypoctené pro opakovatelnost byly vZdy mensi nez 2%, coz
nesplnilo pozadavky ¢eského 1ékopisu. Tyto pozadavky vSak 1ékopis udava pro systémy
HPLC. Vysledky opakovatelnosti byly pravdépodobné ovlivnény nedokonalou
pfesnosti pumpy. Metodu SIC pro testovani Ctyf estrogennich latek a vnitiniho
standardu se nepodafilo plné validovat dle pozadavki Ceského lékopisu na systém

HPLC.
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5. Zavér

Byla vyvinuta metoda sekvenéni injekéni chromatografie pro Ctyii estrogenni latky
a vnitini standard. K uplné separaci smési Ctyf estrogennich latek blizkych svou
strukturou a vnittniho standardu bylo poprvé pouzito delsi monolitické kolony Merck®
Chromolith® Performance RP-18e 100 mm x3 mm a ptedkolony Merck®
Chromolith® RP-18e 5 mm x 3 mm. Pro jednu analyzu, trvajici 7,5 min bylo tfeba
pouzit 10 pl vzorku a 3 ml mobilni faze. Priitokova rychlost byla nastavena na 8 uls™.
Evidentnimi vyhodami této metody je jeji rychlost, nizka spotfeba organickych
rozpoustédel, a tim inizkda produkce odpadu. Oproti HPLC metod¢ je ptistrojové
vybaveni této metody levnéj$i asnaze ptenosné. Na druhou stranu nema
tak propracovany software a piesnost pumpy je nizsi.

V navazujici praci byla monolitickd kolona srovnavana s ¢asticovou kolonou
Ascentis® Express C18 30 mm x 4,6 mm. Vys$i ucinnosti separace bylo dosazeno
s monolitickou kolonou, avSak pii zohlednéni délky kolony dosahovala lepSich
vysledki kolona Casticova. RozliSeni chromatografickych pikti bylo u obou kolon téméf
shodné. Veétsi citlivosti  dosahovala kolona monolitickd (niz§i hodnoty LOD

a LOQ) [19].
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