Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy

ANALYTICKE HODNOCENI LECIV S vyuziTiM HPLC II.
DIPLOMOVA PRACE

Eva Hankova

Vedouci prace: RNDr. Milan Mokry, CSc.

Hradec Kralové, 2018



Prohlaseni autorky:

., Prohlasuji, Ze tato prace je mym piivodnim autorskych dilem. VeSkera
literatura a dal$i zdroje, z nichz jsem pri zpracovani Cerpala, jsou uvedeny v
seznamu pouzité literatury a v prdci jsou radné citovany. Prace nebyla pouzita k

ziskani jiného nebo stejného titulu. *

V Hradci Kralové dne Podpis: ....cooviiiiinn.



Na tomto mist¢ bych moc rada podékovala vedoucimu mé diplomové prace
RNDr. Milanovi Mokrému, CSc. za jeho Cas, odborné vedeni, vstiicny piistup a
cenné rady, které mi pomohly pfi vypracovani této prace. Mé pod€kovani patii také

celému kolektivu Katedry farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy.



Abstrakt

Tato diplomova prace se zabyvala analytickym hodnocenim kyseliny
tiaprofenové pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie. Pro stanoveni
kyseliny tiaprofenové byla pouzita kolona LiChroCART® 250-4 LiChrospher® 100
RP-18 (5 um) a mobilni faze slozena z acetonitrilu a vodného pufru KH>PO4
0,01 mol/l v poméru 40 : 60 (v/v). pH pufru bylo upraveno kyselinou fosfore¢nou na
hodnotu 3,0; pratokova rychlost byla nastavena na 1 ml/min a teplota na 22 °C. Jako

vnitini standard byl zvolen naproxen a k detekci byla pouZzita vinova délka 263 nm.

Protoze je kyselina tiaprofenova chiralni latka vyskytujici se ve formé
racematu, nasledoval vybér chromatografickych podminek pro separaci jejich
enantiomert. Byly zkousSeny dvé¢ chiralni kolony v normalnim i reverznim modu.
Jako nejvhodnéjsi byla vybrana kolona Chiralcel OD-R, 250 x 4,6 mm, (10 pm) na
bazi celulézy za pouziti mobilni fize o slozeni n-hexan : propan-2-ol : kyselina
octova vpoméru 94:6:0,1 (v/v/v) pfi priutoku 0,5 ml/min a teplot¢ 22 °C.

Enantiomery byly eluovany v retenc¢nich ¢asech 28,3 a 30,7 minut s rozliSenim 1,17.

Na zavér byla provedena extrakce kyseliny tiaprofenové z lidské plasmy, pro
kterou byla vybrana metoda extrakce kapalina-kapalina s primérnou vytéZnosti

98,9 %.



Abstract

This diploma thesis dealt with analytical evaluation of tiaprofenic acid using
high performance liquid chromatography. To determine tiaprofenic acid, a
LiChroCART® 250-4 LiChrospher® 100 RP-18 (5 um) column and a mobile phase
consisting of acetonitrile and aqueous KH>PO4 buffer 0.01 mol/l in a ratio of 40 : 60
(v/v) were used. The pH of the buffer was adjusted to 3.0 with phosphoric acid, the
flow rate was set to 1 ml/min and the temperature at 22 °C. Naproxen was chosen as

the internal standard, and a 263 nm wavelength was used for detection.

Since the tiaprofenic acid is a chiral substance present in the form of a
racemate, the selection of chromatographic conditions for the separation of its
enantiomers followed. Two chiral columns in both normal and reverse mode were
tested. The cellulose-based Chiralcel OD-R 250 x 4.6 mm (10 pm) column was
chosen as the most suitable, using a mobile phase of n-hexane : propan-2-ol : acetic
acid in a ratio of 94 : 6 : 0,1 (v/v/v) at a flow rate of 0.5 ml/min and a temperature of
22 °C. Enantiomers were eluted at retention times of 28.3 and 30.7 minutes with a

resolution of 1.17.

Finally, extraction of tiaprofenic acid from human plasma was performed, for

which a liquid-liquid extraction method was chosen with an average yield of 98.9 %.
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Ve

1.Uvod

Vysokouc¢innd kapalinovd chromatografie (High Performance Liquid
Chromatography, HPLC) je Siroce vyuzivana analytickd metoda, jejiz vyvoj zacal
v sedmdesatych letech minulého stoleti. Slouzi k separaci smési latek od
anorganickych iontd az po polymerni sloueniny a umoznuje jejich kvalitativni i
kvantitativni analyzu. Je zarovein rychld, u¢inna a selektivni, proto se stala soucasti
vSech modernich 1ékopisi a nachazi uplatnéni v mnoha oborech farmacie. Ve
farmaceutickém odvétvi se vyuzivd zejména pro kontrolné-analytické hodnoceni
1é¢iv, tedy pro jejich identifikaci, stanoveni obsahu a kontrolu Cistoty. Ma vyznam
také v analyze slozenych 1ékovych pripravkii nebo pii monitorovani 1é¢iv a jejich
metaboliti v télnich tekutindch. Mimo to se uplatituje téz ve stabilitnich studiich, kde
podavé informaci o prubéhu rozkladného procesu a nachazi také vyuziti pfi analyze

latek z rostlinného materialu.

Kyselina tiaprofenova je chirdlni sloucenina patfici do skupiny nesteroidnich
protizanétlivych a protirevmatickych 1é¢iv. Chemicky se tadi do Siroké skupiny
derivath kyseliny 2-arylpropionové. M4 silné protizanétlivé a analgetické ucinky a
dobte pronikd do synovidlni tekutiny, je proto Siroce vyuZzivdna zejména pii 1écbé

revmatoidni artritidy a osteoartrdzy.



2.Ci | prace

Cilem této diplomové prace bylo nalézt vhodné chromatografické podminky
pro stanoveni kyseliny tiaprofenové pomoci HPLC. To spocivalo v optimalizaci
slozeni mobilni faze, vybéru vyhovujiciho vnitiniho standardu a sestaveni kalibracni
kiivky pro kvantitativni hodnoceni. DalSim tkolem bylo nalézt podminky pro
chirdlni separaci jednotlivych enantiomerii kyseliny tiaprofenové, coz zahrnovalo
zejména vybér vhodné chromatografické kolony a slozeni mobilni faze. Nakonec
bylo tfeba provést extrakci kyseliny tiaprofenové z lidské plasmy a vyuzit zjisténé

poznatky k jejimu stanoveni.
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3.Teoreticka cast

31Chr omat ognetady i c k é

Chromatografické metody jsou vysoce uU¢inné a v analyze léCiv Siroce
vyuzivané. Slouzi k separaci analyti ze smési a zaroven k jejich kvalitativni a

kvantitativni analyze.!*?

Zakladnim principem chromatografie je nestejnomérné rozdélovani slozek
smési mezi nepohyblivou, stacionarni fazi a pohyblivou, mobilni fazi. Stacionéarni
faze mlze byt pevna nebo kapalna a ma schopnost riznou mérou zadrzovat slozky
analyzované smeési. Mobilni faze byva kapalnd nebo plynnd a je hybnou silou
chromatografického dé&je. Podstatou separace je nestejnd afinita analytd k obéma
témto fazim, kdy se ustanovuje dynamicka rovnovaha mezi opakovanou sorpci latek
do stacionarni faze a desorpci do mobilni faze. To se navenek projevuje jako rtizna
rychlost postupu chromatografickym systémem — analyty jsou unaseny ve sméru

toku riznou rychlosti, takze dochazi k jejich déleni.!?

311. Rozdél eni chromatografickych

V soucasnosti se vyuziva mnoho druhi chromatografickych metod, které

muzeme délit podle raznych hledisek:

3.111. Podl e pracovni techniky

Frontalni metoda

Vzorek je rozpustén v mobilni fazi a do kolony je pfivadén kontinualng. Prvni
z kolony vychézi nejméné sorbovana latka a postupné se k ni ptidavaji dalsi, az po
nejvice sorbovanou. Touto metodou lze ziskat v Cistém stavu pouze prvni, nejméné

sorbovanou slozku. Vyuziva se spise pro vyzkum sorpénich procest.*>

Vytésnovaci metoda
Vzorek se davkuje jednorazové do proudu mobilni faze. Ta obsahuje

vytéstiyjici ¢inidlo, které mé schopnost sorbovat se na stacionarni fazi silnéji nez
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slozky vzorku. Dochazi tedy k vytésiiovani slozek vzorku ze stacionarni faze a jejich

vyplavovani z kolony.*>

Elucni metoda
davkovan jednorazové a jeho slozky jsou na kolon¢ zachycovany siln€ji nez mobilni
faze. Analyty nakonec vychdazeji z kolony v poradi od nejméné po nejvice sorbované

a jsou oddéleny mobilni fazi.*>

Eluci rozdélujeme na izokratickou a gradientovou. Pfi izokratické eluci se
kolona promyva mobilni fazi o konstantnim slozeni, a tedy o stejné elu¢ni sile. Je
vhodna u latek s podobnymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi a tim padem s
podobnymi hodnotami distribu¢ni konstanty Kp. Pfi gradientové eluci se naopak
elucni sila v pribéhu analyzy zvySuje tim, Ze se k jedné mobilni fazi pfimichava
rostouci mnozstvi druhé mobilni faze s vétSim eluénim U€inkem. Je vhodna
v pfipadech, kdy se slozky smési vyrazné 1isi svymi fyzikalné-chemickymi

vlastnostmi a izokraticka eluce by tak byla velmi ¢asové naro¢nd. !>

3.11.2. Podl e podstaty separacniho

Adsorpcéni chromatografie

Pti adsorpcni chromatografii nastava rozdé€leni latek diky riznému zadrzeni
(adsorpci) slozek smési na povrchu adsorbentu. Tim byvaji nejCastéji Castice
silikagelu nebo oxid hlinity. V kapalinové chromatografii mohou mobilni fazi tvofit
rozpoustédla nebo jejich smési, pak se jednd o separaci pevna faze — kapalina. V

plynové chromatografii dochazi k separaci pevna faze — plyn.'-?

Rozdél ovaci chromatografie

Podstatou je déleni analyti mezi dvé nemisitelné faze na zéklad¢ rtznych
rozdelovacich koeficientii téchto latek. V kapalinové rozdé€lovaci chromatografii je
staciondrni fazi kapalina ukotvend na inertnim nosi¢i a mobilni fazi tvofi se
stacionarni fazi nemisitelné rozpoustédlo. Slozky smési se poté déli na zakladé

riznych rozpustnosti v téchto dvou kapalindich. V plynové rozdélovaci

11
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chromatografii, kde mobilni fazi tvoii plyn, je separace dana nestejnou rozpustnosti

latek pouze v kapalné stacionarni fazi.!*?

l ontové vyménna chromatografie

V iontové vymeénné chromatografii tvofi stacionarni fazi iontoménice — anexy
a katexy. Slouzi k dé¢leni elektrolytii v iontové formé na zéklad¢ jejich rGzné afinity
k iontovyménnym skupindm nepohyblivé faze. Tento princip lze pouzit pouze u

kapalinové chromatografie.

Gel ova chromatografie

U této metody dochazi k déleni slozek podle velikosti jejich molekul.
Stacionarni faze se sklada z nabobtnalého porovitého gelu ve tvaru zrnek. Molekuly
unasené¢ mobilni fazi vnikaji do pért, pfi¢emz mensi molekuly pronikaji do porh

viech velikosti a jsou tedy zadrZzovany vice nez molekuly velké.>

Afinit ni chr omat ogr afi e

Umoziuje délit biologicky aktivni latky na zékladé jejich schopnosti vazat se
specificky a reverzibilné na biospecificky sorbent (afinant). Poté, co ostatni latky
projdou kolonou bez zadrZeni, je analyt eluovdn pomoci afinantu rozpusSténého

v mobilni fazi nebo zménou slozeni mobilni faze.>*

3.1.13. Podl e charakteru mobil ni f

Plynovd chromatografie

Pomoci plynové chromatografie (Gas chromatography, GC) mulZeme
zpravidla délit, identifikovat a stanovovat pouze latky v plynném stavu o relativni
molekulové hmotnosti do 400. Je mozné analyzovat také latky pevné a kapalné, které
1ze pfevést do plynného skupenstvi bez rozkladu. Pro latky malo tékavé je castym

postupem chemicka tprava na derivaty s vhodn&j$imi vlastnostmi.'*

V plynové chromatografii je vzorek davkovadn pomoci néstfikové hlavy
(davkovace), kterd je vyhiivana na zvolenou teplotu. Kapalné vzorky nebo roztoky
pevnych vzorkli jsou zde velmi rychle odpafeny a davkovany do proudu mobilni
faze, kterou tvofi nosny plyn. Tim byva naptiklad dusik, helium, argon nebo vodik.

Mobilni faze unasi vzorek chromatografickou kolonou umisténou v termostatu.
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V koloné se analyty mnohonésobné sorbuji na stacionarni fazi a desorbuji nosnym
plynem, pfi¢emz dochazi k jejich déleni. Slozky opoustéjici kolonu jsou indikovany
v detektoru a signal je nasledné¢ pomoci vyhodnocovaciho zafizeni preveden na

chromatograficky zdznam.'>*

Plynova chromatografie umoziluje jak kvalitativni, tak kvantitativni
hodnoceni a mé& podobné vyhody jako HPLC, tedy vysokou citlivost, vysokou
separacni u¢innost a jednoduchost. Jeji vyuziti je vSak oproti HPLC daleko mensi,
vzhledem k tomu, Ze se GC nedd pouzit pro analyzu netékavych nebo tepelné
nestalych latek, které tvofi asi 90 % léciv. Presto je soucasti vSech modernich
l1ékopisi a uplatiiuje se pfi identifikaci, kontrole Cistoty i stanoveni obsahu IéCiv a

jejich metabolitt.!2

Kapalinova chromatografie

V kapalinové chromatografii tvoii mobilni fazi kapalina. Ta se na rozdil od
plynové chromatografie vyrazn¢ podili na separaénim procesu prostiednictvim
interakci s analyzovanou smési. Kapalinovd chromatografie je také oproti plynové
vhodné pro separaci tepelné nestalych a netékavych sloucenin, protoze neni nutné

pievadét vzorek na plyn.*

3.114. Podl e uspofadani stacionéar

Pl osné techniky (PC, TLC)
Pfi téchto metodich je stacionarni faze umisténa v ploSe. U papirové
chromatografie (Paper chromatography, PC) je stacionarni fazi voda, kterd je jako

pfirozena vlhkost soucasti chromatografického papiru z celulozy.

Druhou technikou je tenkovrstva chromatografie (Thin layer chromatography,
TLC), kdy je stacionarni faze na bdazi silikagelu nebo oxidu hlinitého nanesena
v tenké vrstvé na podlozku ze skla, hliniku nebo polyesteru. Obé metody jsou

jednoduché a nenaro¢né na laboratorni vybaveni. '+

Kol onova chromatografie
NejstarSim  typem je  klasické  sloupcové provedeni kapalinové

chromatografie, kdy se pouziva sklenéna trubice o délce asi 50 cm a priméru cca
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2 cm naplnénd zrnitym sorbentem s hrubymi c¢asticemi. Mobilni faze je pfivadéna
shora a kolonou postupuje plsobenim gravitacni sily. Eluat je poté odebiran po

frakcich.*?

Sloupcova chromatografie se dnes uz pfrili§ Casto nepouziva, diky rozvoji
laboratorni techniky se vSak stala zdkladem pro hojné vyuzivanou vysokoucinnou
kapalinovou chromatografii pouzivajici automatické davkovaci systémy, vysokotlaka

Cerpadla, $iroké spektrum sorbentil a vysoce citlivé detektory.*>

32Vysokouc¢inna kapalinova chr

Vysokouc¢innd  kapalinova chromatografie (High-performance liquid
chromatography, HPLC) je dnes jedna z velmi progresivnich analytickych metod.
Jednd se o kolonovou separa¢ni metodu, kterd umoziuje soucasné kvalitativni 1
kvantitativni hodnoceni slozek smési, pficemz pro analyzu sta¢i pouze malé
mnozstvi vzorku. Jejimi pfednostmi jsou také vysoka selektivita a citlivost, relativné

kratky ¢as analyzy a moZnost automatizace.’

3.2.1. Instrumentace HPLC

Usporadani kapalinového chromatografu je znazornéno na nésledujicim

schématu:
% Qg it~ —~r ||
cobedooodbooo
1 2 3 4 5 6 7
'

t [min]

Obrazek 1: Schematické znazorneni HPLC systéemu: zdasobniky mobilni faze (1),
odplynovac (2), vysokotlaké cerpadlo (3), davkovac vzorkii (4), kolona (35),
detektor (6), odpad (7).
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Mobilni faze je uchovéavana v zasobnicich. Ty musi byt chemicky odolné,
dobfe uzaviené a vétSinou obsahuji specialni filtry branici vniknuti pevnych ¢astic do
systému. Mobilni faze nejprve prochazi odplynovacem, ktery odstrafiuje nezadouci
bubliny vzduchu. Nasleduje Cerpaci systém, davkovaC vzorki, chromatograficka
kolona a detektor, ktery poskytuje data pro vyhodnocovaci zafizeni (pocitac).
Jednotlivé ¢ésti chromatografu jsou vzajemné spojeny dobfe tésnicimi kapildrami,
které byvaji vyrobeny z nerezové oceli, PEEK (polyetheretherketonu) nebo PTFE
(polytetrafluorethylenu).®

3211 Vysokotl akéad cCerpadl a

Mobilni faze je v systému pohanéna vysokotlakymi cerpadly. Ta musi
zajiStovat stabilni, bezpulzni pratok a musi byt schopna dosahnout Sirokého rozmezi
tlakt (asi 1-60 MPa, pii ultra-HPLC 1 vice) a pratokd (0,1-10 mililitrd za minutu).

Cerpadla mohou byt navic doplnéna zafizenim na tlumeni pulzii. >

Moderni ¢erpadla umoznuji jak izokratickou eluci, kdy je pfivadéna mobilni
faze s konstantnim sloZenim, tak i gradientovou eluci, protoZe jsou schopny dodavat
rozpoustédla z vice zdsobnikii a ménit tak sloZzeni mobilni fize podle pfedem

stanoveného programu.’

3.2.12. Davkovaci zafrizeni

Jako davkovace se dnes téméf vyhradné pouzivaji vysokotlaké davkovaci
ventily se smyckou, a to bud’ manudlni, nebo mnohem ¢ast¢ji automatizované - tzv.
autosamplery. Autosampler je spojen se zdsobnikem vzorkd, ve kterém jsou
umistény mikronadobky (vialky) s roztokem vzorku. Ten je pomoci jehly davkovan
do proudu mobilni faze. Objem davkovaci smycky mize byt od desitek nanolitrii po
mililitry. Davkovani musi byt reprodukovatelné a presné, aby bylo eliminovano

rozmyvani pika.51°
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3213. Chromatograficka kol ona

Kolona je zdkladem celého chromatografického systému. Sklada se
z vlastniho téla a koncovek. Plast’ kolony je vyroben nejcastéji z nerezové oceli, ale
existuji také kolony z tvrzeného skla (vhodné vsak pouze pro tlaky do 20 MPa) nebo
z polymernich materidli. Kolona je zakoncfena poréznimi kovovymi fritami, které
umoziuji plynuly tok mobilni faze a zadrzuji napln kolony. Na obou stranach je pak
opatfena koncovkou, ktera se skladd z ochranného krouzku a koncové hlavice, ktera
ma otvor na Sroub piivadéjici kapilaru. Cely systém musi byt dostate¢né utésnén a

odolavat vysokym tlaktim.®

Chromatografickd kolona je umisténa v termostatu. Ten by mél zajistit
konstantni teplotu v celém prostoru a omezit lokalni teplotni vykyvy. VétSina
separaci se provadi pfi teploté mistnosti, ale pro dosazeni lepsi Gc¢innosti je n¢kdy

vhodné pracovat pfi vyssich teplotach.®

Napln kolony je tvofena nosi¢em, na ktery je navazana stacionarni faze.
Nékdy muze stacionarni fazi tvofit samotny nosi¢, jako je tomu v piipadé

nemodifikovaného silikagelu.'!
Kolony se podle charakteru naplné déli na monolitické a napliové:
Monol itické kol ony

U téchto kolon predstavuje stacionarni fazi jediny kus porovitého materidlu,
ktery vypliiuje cely prostor kolony. Nej€astéji je tvofen polymerem nebo silikagelem.
Monolit zpravidla obsahuje péry dvou velikosti: makropory o velikosti kolem
1-2 um, kterymi protékd mobilni faze, a men$i pory (mesopory a mikropdry) o
velikosti do 50 nm, které interaguji s analyty a umoziuji jejich d€leni. Vyhodou
monolitickych kolon je zejména mozZnost aplikovat vysoky priitok mobilni faze (az
10 ml/min). Tim je mozno zkratit ¢as analyzy bez piekroCeni tlakovych limith

systému a bez snizeni separa¢ni Gi¢innosti.'>!3
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Napl hové kol ony

Sorbent téchto kolon je tvofen kulovitymi ¢asticemi, které vypliuji cely
objem plasté. Pro HPLC se dnes pouzivaji vyhradné komercné vyrabéné napliové
kolony, které se vzajemné 1isi svymi rozméry, konstrukci, druhem sorbentu i jeho
zrnénim. Analytické kolony mivaji nejCastéji délku od 10 do 300 mm a wvnitini
prumér 2,1 az 5 mm. Mezi zékladni technické pozadavky patfi odolnost vici
vysokym tlakiim, chemickd odolnost a pokud mozno dokonale hladky wvnitini
povrch.*® Céstice sorbentu mohou mit riizny pramér, charakter ataké rozdilnou
velikost port. Na velikosti ¢astic a jejich pori totiz zavisi celkovy povrch sorbentu,
ktery vyznamné ovlivituje U¢innost chromatografické kolony. VéEtSinou mivaji
Castice rozmér mezi 2 a 10 um, mohou vSak byt i mensi. Idedlné¢ by mély mit

pravidelny kulovity tvar, jednotnou velikost a homogenné vypliiovat kolonu.!%!!

Nejvice vyuzivanym materidlem pro vyrobu sorbentu je silikagel. Je
pouzitelny jak pro napliové, tak pro monolitické kolony a vynikd dobrou
mechanickou odolnosti. Jeho nevyhodou je nestabilita pti pH vétsim neZ 8, vyhodou
je naopak moznost syntetizovat ¢astice silikagelu s definovanou velikosti pora a
definovanym priamérem. Jeho povrch Ize také dale chemicky modifikovat vazbou
riznych ligandt. Dal$im materidlem, ktery miZze tvofit napli kolon, jsou porézni
polymery — nej€astéji je to zesitovany polystyren, méné Casto pak substituované
methakrylaty a polyvinyalkoholy. Jejich hlavni vyhodou oproti silikagelu je stabilita
v Sirokém rozmezi hodnot pH. Mimo to se miZzeme setkat i s anorganickymi nosici

vyrobenymi z oxidu zirkonigitého, hlinitého, titani¢itého nebo z grafitu.!!
Chemickytadzzamé@rsni faze

Jako néapln chromatografickych kolon se casto pouzivaji chemicky vazané
stacionarni faze. Nejcastéji byvaji ukotveny na silikagelovy nosi¢, ktery na svém
povrchu obsahuje volné silanolové skupiny Si—OH. Tyto hydroxylové skupiny se pro
vazbu vyuzivaji tim, Ze se nechaji zreagovat s mono-, di-, nebo trichlororganosilany
za vzniku siloxanové vazby Si—O-Si—R. Obménou alkylového zbytku R lze poté
pfipravit rozmanité spektrum stacionarnich fazi li§icich se fyzikalné-chemickymi

vlastnostmi. Z alkylovych ligandii je nejbéznéjsi oktadecylsiloxanova (ODS) faze
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obsahujici alkylovy fetézec Cis. Pouzivaji se vSak i uhlovodikové fetézce o délce
dvou az tficeti uhlikd, fenyly, difenyly a alkylfenyly. Z polarnich stacionarnich fazi
lze zminit napiiklad nitrily, aminy nebo dioly, které jsou na silikagel zpravidla

vazané pies propylovy fetézec kvili lepsi sterické dostupnosti pro analyt.%!1%14

Na povrchu chemicky véazanych stacionarnich fazi se vSak obvykle kromé
funkénich skupin nachazi také urcité mnozstvi nezreagovanych silanolovych a
siloxanovych skupin. Ty mohou zplisobovat nezadouci jevy, jako je chvostovani
pikid, zejména pii analyze bazickych latek, kdy je potfeba pracovat pii vysSich
hodnotach pH (tj. 6-8). Resenim tohoto problému miZe byt pridavek organickych
amini (napf. triethylaminu) do mobilni faze, které na volnych silanolovych
skupinach kompetuji s anlytem. DalSi mozZnosti je tzv. endcapping, zaslepeni pomoci
reakce s trimethylchlorsilanem, nebo double endcapping, kdy jsou sousedni
alkylsilanové fetézce propojeny propylenovym mistkem, ktery stericky brani piistup

k volnym silanoltim.%!%14

3.2.1.4. Detektor

Eluat vychazejici z kolony je zpracovavan v detektoru. Idealni detektor by
mél byt vysoce citlivy a univerzalni, tedy schopny detekovat vSechny oddélené
sloZzky vzorku. Mél by také mit maly vnitfni objem, aby byl jeho mimokolonovy
prispévek minimalni. Signal detektoru ma byt stabilni, reprodukovatelny a nemél by
byt ovlivnén zménami slozeni mobilni fdze ani zménami teploty a pritoku. M¢l by

-----

$um a neobsahovat drift.®!%14

Existuje mnoho druhii detektori, v praxi se vSak dnes nejvice vyuziva
ultrafialovo-viditelna spektroskopie (UV-VIS) nebo spojeni HPLC s hmotnostni
spektrometrii. Mensi vyuZziti poté nachdzi fluorescencni, elektrochemickd nebo

refraktometricka detekce.6
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Spektr of o (UWWNMES)detekiory é

UV-VIS spektroskopy patii k nejbéznéjsim detektorim, jsou pomérné
jednoduché, spolehlivé a lze jimi detekovat mnoho latek. Jsou zaloZzeny na méfeni
absorbance roztoku, ktery prochazi pratokovou celou. Cela musi poskytovat
dostatecné dlouhou absorp¢ni drahu pro svételny paprsek, ale pfitom mit co nejmensi
mimokolonovy pfispévek objemu. Podle konstrukéniho feseni rozliSujeme nékolik
typat UV-VIS detektorti: jednodussi detektory s fixni vlnovou délkou, detektory
s ménitelnou nebo programovatelnou vinovou délkou a nejdokonalejsi detektory

s diodovym polem.*®1°

HOLOGRAFICKA MRIZKA
ZDROJ —1
zﬁﬁENio/
PRUTOKOVA CELA /

|
DIODOVE POLE

Obrdzek 2: Schematické zndzornéni detektoru s diodovym polem’’

U detektoru s diodovym polem (PDA, photodiode-array nebo DAD, diode
array detector) je zdrojem zafeni deuteriovd vybojka. Z ni skrz Sté€rbinu vychazi
paprsek, ktery je pres ¢ocku a clonu nasmérovan do pritokové cely ve tvaru Z.
Za prutokovou celou prochazi paprsek skrz holografickou mfizku na diodové pole,
pfi¢emZ na kaZzdou z fotodiod dopada zafeni o urcité vinové délce. PDA detektor
tedy na rozdil od ostatnich spektrofotometrickych detektori miiZze snimat celé
UV-VIS spektrum v realném case. V disledku je tedy mozné sledovat zéavislost
absorbance na Case a zarovenl 1 na vlnové délce. Vystupem téchto meétfeni jsou

trojrozmérné chromatogramy, diky kterym lze sledovat napiiklad &istotu pikd. '

Fluori metrické detektory

Fluorimetrické detektory jsou vysoce selektivni a o mnoho citlivéjsi nez UV
detektory, nejsou vSak natolik univerzalni. Lze je pouzit k detekci latek vykazujicich
fluorescenci, nebo latek, které lze ptrevést na fluoreskujici derivaty. Detekce je
zalozena na schopnosti analytl absorbovat primdrni elektromagnetické zafeni a
nasledné emitovat sekundarni zafeni o vySs$i vlnové délce, které je zachyceno

fotonasobi¢em.>*
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El ektrochemické detektory

Patfi sem detektory voltametrické, amperometrické a polarografické, sledujici
zéavislost elektrické veli¢iny na koncentraci métené latky. Vyuzivaji schopnost latek
elektrochemicky reagovat na rozhrani elektrody a mobilni faze, pficemz nejCastéji
jsou vyuzivany redoxni reakce. Tyto detektory jsou znacné citlivé, nelze je ale pouzit

u gradientové eluce a nemaji ptilis Sirokou aplikovatelnost.>*%

Refraktometrickeé detektory

Jsou velmi univerzalni, ale nemaji pfili§ velkou citlivost. Méfi rozdil mezi
indexem lomu eluatu a Cisté mobilni faze, pficemz ¢im vétsi je tento rozdil, tim je
detekce citlivéjsi. Protoze odezva zavisi na teploté, je potieba v pribéhu analyzy

udrzovat pfesnou a konstantni teplotu.>*®

Det e k c e npoot moosgiektrrnetrie

Hmotnostni spektrometrie (MS, mass spectrometry) je vysoce specificka
metoda, ktera funguje na principu separace nabitych ¢astic podle poméru jejich
hmotnosti (m) a naboje (z). Vysledkem analyzy je hmotnostni spektrum — Cetnost

jednotlivych iontl v z&vislosti na hodnoté m/z.

Na zacatku analyzy musi byt molekuly analytu nejprve ionizovany. Existuje
velké mnozstvi ioniza¢nich technik, ve spojeni s HPLC se vSak nejCastéji pouziva
1onizace za atmosférického tlaku. Ta patii mezi mekké ionizaéni techniky a zahrnuje
ionizaci elektrosprejem (ESI, electrospray ionization), chemickou ionizaci (APCI,
atmospheric pressure chemical ionization) a fotoionizaci (APPI, atmospheric
pressure photoionization). Za iontovym zdrojem je umistén hmotnostni analyzator,
ve kterém jsou nabité Castice rozdéleny podle poméru m/z a nésledné urychleny.
Nakonec jsou ionty zachyceny v detektoru, ktery poskytuje signal umérny poctu

dopadajicich iont.

Spojeni HPLC s hmotnostni spektrometrii je vysoce selektivni, vysoce citlivé
a uziteéné predevsim pro analyzu komplexnich vzorkt, jako jsou biologické tkan¢ a
tekutiny. Poskytuje véEtsi jistotu pii identifikaci vzorku diky tomu, Ze spolu
s reten¢nim ¢asem poskytuje informace o molekulové hmotnosti latek a o jejich

strukturné specifickych fragmentech.2:6
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33Za4kl athmiomat ogomaf i c k &

V nasledujicim textu budou uvedeny nékteré zadkladni pojmy a charakteristiky

kapalinové chromatografie vztahujici se predevsim k izokratické eluci.

331.Di stribué¢ni konstant a

Jak je znamo, pii chromatografickém d¢ji probiha rozdilna distribuce latek
mezi dvé nemisitelné faze. Na fazovém rozhrani pii tom dochazi k opakovanému
ustalovani rovnovahy mezi koncentraci latky ve stacionarni fazi ¢, a koncentraci
latky v mobilni fazi c¢,.. Pomér téchto koncentraci se nazyva distribucni (rozdélovaci)
konstanta Kp. Cim vice je slozka vazana ve stacionarni fazi, a tedy déle zadrzovana

na kolong, tim je jeji distribu¢ni konstanta vys$s§i.*®

, &
V) -
W

3.3.2. Re t e nhérakieristiky

Zadrzeni slozek smési na stacionarni fazi popisuji retencni charakteristiky.
Zékladni veli¢inou je r e t e n CtR toz j€ dolm od nastiiku vzorku do maxima
eluce, které se zobrazi jako vrchol piku. Re t e n € n Vr jopbkjolgem mobilni
faze, ktery protece kolonou za tuto dobu. Reten¢ni objem lze vypocist na zakladé

znalosti objemového priitoku kolonou F,:°
w 0D

Retenéni cas nebo retenéni objem inertni latky, kterd neni na koloné
zadrZzovana a pohybuje se stejnou rychlosti jako mobilni faze, je oznacovan jako

mrtvy r e toaespéktivemrétavsy r et e ni objem

Dalsi z veli¢in je takzvany r edu k ovany rt'e tktersn j€ dah

rozdilem retenéniho ¢asu dané latky a mrtvého retenéniho ¢asu.®
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Obecnym vyjadienim retence latky je r e t e n ¢ n K. Vybtiule telativni

zadrzeni slozky na koloné a lze ho vyjadfit nasledujicimi zpisoby:®

0 0 o o
Q - ;
(0] W

3.3.3. Selektivita

Selektivita (také oznacovana jako relativni retence nebo reten¢ni pomer) se

Vv v

dvou latek. Cim je tato hodnota vy3si, tim je systém selektivn&ji. Je dana vztahem:
| E

iOE
kde ki a k» jsou retenéni faktory latek 1 a 2.1

334 Rozl i Seni

RozliSeni zna¢i miru kvality separace dvou sousednich pikid na
chromatogramu. Je to bezrozmérna veli€ina a pro dostate¢nou separaci latek by méla
mit hodnotu R12> 1,5, pii niz dochazi pouze k 0,1% piekrytu piki u jejich zakladny.
Vyjadiuje se jako rozdil retencnich Casl tz2, tz; d€leny primérnou hodnotou Sitky
pikiti, kde w; a w> jsou Sirky pik{ na Grovni zdkladni linie:®

y 0 0
"0 0 Ic
RozliSeni mizeme také vyjadiit za pouziti Sitek pikli v poloviné jejich vySky wx; a

.6
Wh2.
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335 U¢i nohoomatogr af i cké kol ony

Utinnost chromatografické kolony charakterizuje schopnost délit slozky
smési a da se hodnotit podle po €t u t e or e tNi Tedefickéhpatrpjat er
pomyslnd cast kolony, ve které¢ dochazi k ustaveni rovnovahy mezi mobilni a
stacionarni fazi. Pocet teoretickych pater je bezrozmérna veli¢ina a zavisi na mnoha
faktorech, jako jsou délka kolony, velikost ¢astic naplné, teplota, retencni faktor dané

latky, rychlost prutoku mobilni faze nebo jeji viskozita.

Pro porovnani u¢innosti kolon o rizné délce je pouzivinvy Skovy ekvi val i
teor et i c kH keoy 1z definadva jako délku kolony piipadajici na jedno

teoretické patro.*® Pro kolonu o délce L lze vypoditat jako 'O —

336.Separacni moédy

Chromatografi e n a(NmHPLGn@otmalipleake HPLECY i ¢ h
je tradi¢ni usporadani, které vyuziva polarni stacionarni fazi a méné polarni mobilni
fazi. Stacionarni fazi tvoii silikagel nebo chemicky vazané polarni faze, mobilni
smési je zpravidla smes dvou organickych rozpoustédel. Pouzivé se naptiklad hexan,
1sooktan, toluen, dichlormethan a dalsi. Podle polarity jsou rozpoustédla setazena do
polaritou rozpoustédel roste jejich elucni sila, coz se projevi jako zkraceni retencnich
Casl pfi analyze. Dnes je chromatografie na normalnich fazich oproti minulosti spiSe
na Ustupu a vyuZiti naléza v ptipadech, kdy neni mozné pouzit jinou metodu. To se
muze stat napiiklad, pokud je analyt pfilis lipofilni, a tudiz nerozpustny

v polarnéjsich fazich, nebo pokud se v roztoku s obsahem vody rozklada.®

Chromatografi e n #&RPHRLCaavarsedphake HPIACZ i ¢ h
je opacné usporadani, kdy analyza probihd na nepoldrni staciondrni fazi a mobilni
faze je polarni. Mobilni fazi je ve vétSiné pfipadii smes vody nebo vodného pufru
s pfidavkem misitelného organického rozpoustédla, kterym byva acetonitril,
methanol, ethanol, aceton nebo tetrahydrofuran. Plati zde opa¢ny vztah mezi
polaritou rozpoustédla a jeho elu¢ni silou nez v normélnim maédu, tedy ¢im je roztok

polarngjsi, tim je jeho elucni sila nizsi. Staciondrni fazi tvofi nejCastéji chemicky
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vazané nepolarni faze, z nichz nejpouzivangjsi je oktadecylsilylovany (Cisg) silikagel.
Vyuziti reverzniho médu je pomérné Siroké; je vhodny jak pro separace neutralnich
latek, tak pro latky polarni a iontové, u nich vSak dochazi k velmi slabému
zadrzovani na kolon¢, proto se Casto musi retence ovlivnit zvySenim iontové sily

mobilni faze nebo upravou pH, ktera u slabych kyselin a zasad potla¢i disociaci.®!!

34Analyza chiréalnich | éciv

Lidsky organismus je enantiospecifické prostfedi tvofené¢ biomolekulami,
jako jsou receptory a enzymy, proteinové transportéry, iontové kandly a proteiny
krevni plasmy. To je divod, pro¢ se v pfipadé chirdlnich 1é¢iv mlize zasadné liSit
biologicka aktivita jejich enantiomerii a mohou tak vznikat kvantitativni i kvalitativni

rozdily v jejich i¢inku na lidsky organismus.'®!

Odlisnosti se mohou projevit naptiklad ve farmakodynamice 1é¢iva, kdy
jeden z enantiomerti miize vykazovat vys$i aktivitu, mize puasobit rozdilné, nebo
dokonce opacné. Jednotlivé stereoizomery se ale také mohou chovat rtizné z hlediska
farmakokinetiky, tedy pfi absorpci, tkdnové distribuci, metabolismu a exkreci.
Vysledkem mohou byt nestejné 1€kové interakce, toxicita a nezddouci ucinky
jednotlivych enantiomerti. Proto se dnes jako 1éCiva stile Castéji vyuziva pouze
samotného eutomeru, tedy izomeru, ktery mé vySs$i poZadovanou aktivitu. Druhd

slozka, ktera ma nizsi aktivitu nebo nevyhodné vlastnosti, se nazyva distomer.'®!”

Dnes se vétSina pouzivanych chiralnich lé¢iv nachazi ve formé racematu, tedy
jako smés dvou enantiomeril ve stejném pomeéru. Separovat enantiomery za béznych
chromatografickych podminek neni mozné, protoze v achirdlnim prostfedi maji
stejné fyzikalni a chemické vlastnosti. Pro jejich déleni se tedy vyuZziva interakce
s tzv. chirdlnim selektorem. Principem je zpravidla vznik dvou trvalych nebo
docasnych  diastereoizomert. —  kvalitativné  odliSnych  sloucCenin  se

vzajemné rozdilnymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi.'”
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341.Chir al ni separace s vyuzitim HPLC

3411 Nepifrimé déleni enantiomer

Prvnim ze zptisobu, jak enantiomery separovat, je nepfimé dé€leni, jehoz
principem je derivatizace latky chirdlnim selektorem. Vysledkem reakce je smes
dvou diastereoizomerti, které lze pomérné snadno délit i v achirdlnim prostiedi,
protoze maji rizné fyzikalné-chemické vlastnosti. Nejcastéji je pro derivatizaci
molekuly vyuzivana karboxylova, hydroxylova nebo aminova skupina. Nevyhodou
této metody je nutnost pouziti derivatizacniho €inidla o vysoké enantiomerni ¢istoté a
experimentalni narocnost pii piipravé derivati. Reakce musi navic probihat

kvantitativné a nesmi nastdvat racemizace nebo epimerace produktu.®!’

34.1.2. Pfimé dél eni enanti omerQ

Enantiomery lze dé€lit pomoci chromatografickych metod také piimo, bez
predchozi derivatizace, a to na principu tvorby pfechodnych diastereoizomernich
komplext s chirdlnim selektorem. Chiralni selektor (CS) mlZe byt pfidan do mobilni

faze nebo navazan na fazi stacionarni, pficemz upfednostiiovan byva druhy zpisob. '’

Vyhodou chiralnich selektort v mobilni fazi je prace s levné&jsi, nechiralni
kolonou a moznost vyzkouset v rychlém sledu rizné druhy a koncentrace chiralnich
aditiv. Proto je tato metoda pouzivana pii déleni vétSich sérii latek. Chiréalni selektor
v mobilni fazi v§ak zvySuje absorbanci, mliZe mit omezenou stabilitu a je nutné ho
pfidavat do mobilni faze kontinudlng. V piipad€ preparativni chromatografie také
muze byt nevyhodou nutnost rozdélit na konci analyzy komplex analytu a chiralniho

selektoru.!’

Mnohem ¢astéji byva pouzivana nechiralni mobilni faze a chiralni stacionarni
faze (CSP, chiral stationary phase), kdy je chiralni selektor navézan na inertnim
nosici, nejcastéji silikagelu. Vyhodou je permanentni pfitomnost chiradlniho selektoru
v separacnim systému, jeho dobré stabilita a moznost jimat Cisté enantiomery. Tato
metoda je také snadnéjsi a rychlejsi, nevyhodou vSak maze byt vyssi cena chiralnich

kolon.%10
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3411. Chiralni rozpoznéavéani

Princip enantiospecifického rozpoznavani se snazi vysvétlit a popsat takzvany
model tfibodové interakce. Podle néj je pro chirdlni rozpoznéavani tteba, aby mezi
analytem a chirdlnim selektorem doslo ke kontaktu pomoci minimalné tfi rGznych
vazeb, pficemz alespon jedna znich je stereoselektivni. Mezi hlavni typy vazeb
podilejici se na chirdlnim rozpoznavani tadime napiiklad vodikové miustky,

elektrostatické a -7 interakce, piipadné hydrofobni interakce.®!”

Bylo zjisténo, ze vSechny tfi vazby nemusi byt pfitazlivé, protoze dilezitou
roli hraji i repulsni interakce. Pro vlastni separaci totiz neni tak dulezita celkova sila
interakce anayltu a chirdlniho selektoru, jako spi$ rozdil v interakénich energiich
jednotlivych enantiomerti s chirdlnim selektorem. Vznikajici kratkodobé
diastereoizomerni komplexy pak postupuji chromatografickym systémem rtiznou

rychlosti a dochézi k jejich separaci.®!’

342.Chir al ni stacionarni fdze v HPLC

Jako chirdlni selektory vazané na stacionarni fazi se pouzivaji n€které latky
pfirodniho plivodu, ale pfedevsim latky syntetické a polosyntetické, které maji vyssi
selektivitu. Nejcastéji se chirdlni staciondrni faze déli podle molekuldrni struktury na
polysacharidy, cyklodextriny, glykopeptidy, derivaty chininu a rtzné syntetické

latky, napiiklad crown-ethery aj.%!”

3421 Polysacharidy a jejich deri

Z ptirodnich polysacharidli jde ptfedevS§im o celulozu, amylézu a Skrob.
Celuldza je linearni polymer tvofeny jednotkami B-1,4-D-glukopyranozy, kdy kazda
jednotka obsahuje tfi hydroxylové skupiny a pét center chirality. Hydroxylové
skupiny jsou ptic¢inou ¢etnych vodikovych vazeb mezi jednotlivymi fetézci polymeru

a jsou také vhodnym mistem pro tvorbu polosyntetickych derivati.®!”

Dal$im pfirodnim polysacharidem je Skrob, ktery je tvofen z 80 %
amylopektinem a z 20 % amyldzou. Pouziva se vSak spiSe samotna amyloza, ktera se

skladé z a-1,4-D-glukopyran6zovych jednotek spojenych v linearni fetézec. Ptirodni
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polysacharidy jako celul6za nebo amyloza se vSak pfili§ neosveédCily a v praxi se

pouzivaji pouze jejich derivaty. 617

Tyto chemické derivaty polysacharidi jsou dnes jedny z nepouzivanéjSich
chiralnich stacionarni fazi. Na trhu je nalezneme naptiklad pod komerénimi nazvy
Chiralpak® (derivaty amylozy) nebo Chiracel® (derivaty celulozy). Derivatizace
probiha na volnych hydroxylovych skupindch pomoci riznych chiralnich selektort,
kterymi jsou naptiklad fenylkarbamaty (4-chlorofenylkarbamat,
4-methylfenylkarbamat, 1-fenylethylkarbamat, 3,5-dimethylfenylkarbamét a rGzné
chloromethylfenylkarbamaty), dale pak organické estery (cinnamat, benzoat), nitraty
a ethery. Krom¢ chirdlniho selektoru je podstatnad také volba polysacharidu, kdy
celuléza se svym Sroubovitym uspofddanim mé odliSnou separacni schopnost nez

line4rni amyléza.%!”

Polysacharidy mohou byt na chirdlni stacionarni fazi navdzany dvéma
zpusoby. Prvni variantou je pouhé pokryti nosiCe, nejcastéji silikagelu, danym
chirdlnim selektorem (tzv. coating). Takto vznikla stacionarni faze je vSak malo
stabilni, polysacharid je nachylny k rozpousténi a vyber mobilni faze je znacné
omezen. VEtSinou je tedy vyuzivan druhy zptlisob, kdy je chiralni selektor chemicky
vazéan na hydroxylové skupiny sacharidu. Tyto imobilizované CSP jsou stabilngjsi,
jejich selektivita ale miize byt obecné niz§i kvili zhorSené stereospecifické

konfiguraci.®!”

3.4.2.2. Cyklodextriny

Cyklodextriny jsou cyklické oligosacharidy vznikajici enzymatickym
Stépenim Skrobu za piitomnosti nékterych mikroorganismt. Skladaji se ze Sesti az
dvandacti jednotek B-1,4-D-glukopyranosy, pro chiralni separace se vSak v praxi
pouzivaji pouze a-cyklodextrin, B-cyklodextrin a y-cyklodextrin slozené ze Sesti,
sedmi, respektive osmi glukézovych jednotek. NejbéZznéji je pouzivan

-----

spektra molekul.!”
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Obrazek 3: Schematické zndazornéni hlavnich cyklodextrinit’®

Struktura cyklodextrini pfipominad tvar komol¢ho kuzele s otevienymi
zakladnami. Povrch kuzele je hydrofilni diky sekundarnim hydroxylovym skupindm
na okraji Sir§i zdkladny a primérnim hydroxylovym skupinam na okraji uzsi
zakladny, kdy jeden nebo dva z téchto primarnich hydroxyla slouZzi k vazbé na nosic,
nejcastéji silikagel. Do vnitini dutiny kuzele jsou naopak orientovany hydrofobni
casti molekuly (etherické kysliky a vodiky) a tato dutina slouzi k inkluzi

hydrofobnich &4sti separovanych molekul.®!’

vvvvvv

analytem. Vytvari se tzv. inkluzni komplex, pfi jehoZ vniku hraje dilezitou roli
vzajemna kompatibilita analytu a cyklodextrinu zavisla na jejich velikosti a tvaru.
Nesubstituovanou fenylovou skupinu analytu napiiklad nejlépe vaze a-cyklodextrin,
kdeZto o néco vétsi B-cyklodextrin mé kavitu vhodnou pro substituované fenylové,
naftylové a bifenylové kruhy. Pro polycyklické aromaty se tfemi az péti kruhy je
nejvhodnéjS§im selektorem y-cyklodextrin. V prostfedi s vysokym obsahem vody
disponuje o-cyklodextrin urcitou flexibilitou a muize byt schopen pojmout i
rozsahlej§i molekuly, kdezto B- a y-cyklodextrin jsou ve vodé a organickych

rozpoustédlech rigidni. &7

Na stereospecifickych interakcich cyklodextrini se také podileji hydroxylové
skupiny lezici na okrajich kuzele, které mohou byt déle substituované polarnimi i
nepolarnimi skupinami. Tim lze ziskat celou fadu derivatd pro §irSi okruh analytl a
pro rizné chromatografické systémy, protoze tyto substituenty mohou nést dalsi
chiralni centra, aromatické zbytky nebo skupiny schopné tvotit vodikové vazby.
Ptikladem takovych derivati mohou byt tfeba acetyl-B-cyklodextrin, hydroxypropyl-
B-cyklodextrin, naftylethylarbamoyl-B-cyklodextrin a dalsi.!’
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3.4.2.3. Glykoproteiny

K tvorbé enantioselektivniho prostfedi jsou vhodné také nckteré
glykoproteiny. Jejich molekulova struktura se skladd zfetézcti L-aminokyselin
s navazanymi sacharidy, takze obsahuji fadu vazebnych mist a chirdlnich center.
Pouzivaji se naptiklad hovézi sérovy albumin (BSA, bovine serum albumin), kysely
ai-glykoprotein (AGP, oromukosid), ovomukoid (OVM) a enzymy jako je pepsin,
trypsin nebo chymotrypsiny. Nevyhodou glykoproteinovych fazi je vSak mensi
kapacita a sniZzeni Uc¢innosti pfi vySSich koncentracich analytu. Separace probiha
pfedevSim na principu elektrostatickych sil, hydrofobnich interakci a vodikovych

vazeb.510-17

Do kategorie glykoproteini se daji zafadit také CSP ze skupiny
makrocyklickych antibiotik. NejpouzivanéjSimi jsou vankomycin, teikoplanin a
ristocetin A. Vznikaji jako fermentacni produkty bakterii a jejich molekula sestava z
peptidového fetézce substituovaného cukernymi zbytky, vzajemné propojenymi
fenyly a mnoha dal§imi funk¢nimi skupinami. VSechny glykopeptidy jsou velmi
selektivni, jejich pouziti se vSak 1i8i. PfestoZe maji podobnou strukturu, diky urcitym

rozdilim vykazuji vii¢i analytiim odlignou stereospecifitu.'’

S cilem rozsifit pocet separovatelnych chiralnich latek byly pfipraveny rizné
derivaty makrocyklickych CSP. Usp&$nou modifikaci je napiiklad odstépeni
cukernych ¢asti molekul, kdy dochazi k odhaleni a zpfistupnéni ionizovatelnych
skupin. Vzniklé vankomycin-aglykonové a teikoplanin-aglykonové stacionarni faze
pak umoznuji lepSi separaci nativnich 1 cyklickych aminokyselin. Néslednou
methylaci teikoplaninového aglykonu vznikla také vhodna faze pro separaci

hydrofobnich latek.!”

3424 Derivaty chininu

Chiralni staciondrni faze na bézi derivatli chininu se pouzivaji hlavné pro
preparativni Ucely. SlouZi k déleni latek obsahujicich karboxylovou, sulfonovou a
fosfore¢nanovou skupinu nebo fenolickych sloucenin a slabych kyselin. Pfi separaci

se uplatiiuji iontové interakce, vodikové vazby, n-m interakce a sterické faktory.!”
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3425 Ligandové vyménné CSP

Principem ligandové vymény je vznik reverzibilnich diastereoizomernich
metalo-komplext. Tyto koordina¢ni komplexy jsou tvofeny minimalné¢ dvéma
ligandy, sestavajicimi z molekuly chirdlniho selektoru a molekuly analytu a
centralnim iontem. Tim byva kation pfechodného kovu (Cu®*, Ni**, Zn?*, Co**, Fe’"),
pficemz nejstabilngj$i komplexy vznikaji s Cu®" ionty. Jako chiralni selektory se
osveédCily naptiklad aminokyseliny prolin, hydroxyprolin, leucin, valin nebo
fenylalanin navazané na silikagel. Mobilni fazi byvd pufr s malym piidavkem

komplexujiciho iontu.%!%!7

3.4.2.6. Crown-ethery

Crown-ethery se fadi mezi syntetické CSP a chemicky jsou to makrocyklické
polyethery, jejichz zdkladni strukturni jednotkou je ethylenoxidovy miistek.
Principem chiralniho rozpozndvéani je u nich vicenasobnd vazba mezi etherovymi
kysliky, které slouzi jako donory elektrond, a kationtovou skupinou analytu. Pevné

komplexy vznikaji predevsim s kationty kovii a substituovanymi amonnymi ionty.%!”

Crownethery mohou byt déle zaclenény do vétsi chiralni molekuly — v praxi
jsou pouzivany (3,3-difenyl-1,1‘-binaftyl)-20-crown-6-ether nebo (+)-(18-crown-6)-
2,3,11,12-tetrakarboxylova kyselina, ptipadné jejich kombinace. Jako mobilni faze

byvaji pouzivany kyseliny, nej¢astéji kyselina chloristd o pH 1-2.°

(O

OO o HOOC.,, o(\ O/\o COOH
O O /[ j’

0 0~ "COOH

OO O\,o\;_foj HOOC L oS
0 )

Obrazek 4: Crownetherové chiralni selektory:
(3,3-difenyl-1,1 ‘-binaftyl)-20-crown-6-ether (1) a
(+)-(18-crown-6)-2,3,11,12-tetrakarboxylova kyselina (2)"
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3427. Syntetickeéi ESngmi templ aty

Jsou to chiralni staciondrni faze vzniklé polymeraci monomerd, jako je
kyselina methakrylova, se sitovacim ¢inidlem za pfitomnosti templatové molekuly,
kterou tvofi napf. enantiomer aminokyseliny. Templat je nasledné z molekuly
polymeru odstranén a ziistava jeho otisk. Takto vznikly polymer je poté schopen

vysoce selektivng interagovat s latkami strukturné podobnymi molekule templatu.'’

3428. Pirkl ovy chirdalni stacionéar

U takzvanych Pirklovych fézi je separace =zaloZena piedevSim na
aromatickych n-m interakcich, kdy dochézi k pienosu naboje a tvorbé komplexit mezi
n-donorem a m-akceptorem. Molekula donoru je oznaCovana jako m-baze a ma
tendenci ztracet elektron diky zvySené elektronové hustoté na aromatickém jadre,
zpiisobené kladnym mezomernim efektem. Casto to tedy byvaji aromatické aminy,
ethery a uhlovodiky. m-Akceptory (m-kyseliny) jsou obvykle nitroaromaty a maji
diky zapornému mezomernimu efektu tendenci naopak elektron piijimat. Mimo
n-m interakci se na chirdlnim rozpoznavani dale podileji také vodikové vazby a

dipolové interakce.!”

3bHodnoceni HPLC chromatogr amu

351.Kvalitativni analyza

Pro kvalitativni analyzu, tedy identifikaci latky, lze v HPLC pouzit vice
zpusobd. Jednim z pfistupll je vyuziti retencnich dat — retencniho casu nebo
retencniho objemu. Reprodukovatelnost téchto dat vSak zavisi na slozeni mobilni
faze, pouzité stacionarni fazi a pracovni teploté. Tato metoda tudiz neni ideélni,
protoze 1 malé zmény chromatografickych podminek mohou mit na retenci znatelny

vliv a vést k nespravnému vysledku.%!1°

Identifikaci latek je tak mozné provést zeyjména za pomoci specifickych
metod, jako je hmotnostni spektrometrie poddvajici informace o molekulové

hmotnosti a o strukturné specifickych fragmentech, nebo nuklearni magneticka
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rezonance (NMR), diky niZ je mozné zjistit molekuldrni strukturu zkoumané latky.
Céste¢nou kvalitativni informaci lze také ziskat pomoci PDA detektoru a to
porovnanim spektra analytu se spektry standardnich latek nebo s vytvorenymi

knihovnami spekter.®

352 Kvantitativni analyza

Pro kvantitativni hodnoceni 1é¢iv pomoci HPLC je pouzivano nékolik
ptistupli, vSechny ale maji relativni charakter, protoZe nezndma koncentrace se
stanovuje porovnanim ziskanych hodnot se standardem. Zakladem téchto metod je
vzdy vztah mezi naméfenou plochou nebo vyskou chromatografického piku a
mnozstvim eluované latky. Sledovat vysku piku ptipada v iivahu pouze u uzkych a
symetrickych pikil a této moZznosti se vyuzivd minimalné. Mnohem castéji se pro
stanoveni pouzivd plocha piku ziskana integraci pomoci chromatografického

softwaru.®

3521 Metoda vnéjSiho standardu

Nejjednodussim stanovenim obsahu je metoda vnéjsiho standardu. Spociva
v piimém porovnani ploch pikll vzorku (4x) a standardu (45) o zndmé koncentraci

(cs). Pro vypocet poslouzi jednoduchy vzorec:

~

~ 0 .
W — W
(0]

Plati vSak, Ze koncentrace standardu a vzorku by mély byt fadoveé stejné a

v obou pfipadech se nastiikuje stejny objem roztoku.*!°

35.22. Kali braé¢ni postup

Oznacuje se také jako metoda kalibracni kiivky nebo metoda absolutni
kalibrace. Podstatou je sestaveni kalibracni kiivky za pomoci série standardi o
znamé, ale rizné koncentraci ¢;. Doporucuje se pfipravit 5—7 riznych koncentraci a u

kazdého provést 23 nastiiky. Zavislost plochy nebo vysky piku (X) na koncentraci
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analyzované latky (c) se poté vyjadii jako kalibraéni funkce @ "Q& a vypolet

neznamé koncentrace vzorku se provede podle rovnice kalibra¢ni ptimky:

v niz x; zna¢i hodnotu plochy nebo vysky piku pro koncentraci c;, a je

posunuti na ose y a b je smérnice piimky.°

3523. Metoda vnitfifniho standar du

Pfi této metod¢ se k roztoku vzorku ptida roztok tzv. vnitiniho standardu (IS,
internal standard). To je latka, kterd neni obsazena ve vzorku, neinteraguje
s analytem a jeji pik je dobfe oddélen. Také by méla mit podobnou strukturu a

fyzikalng-chemické vlastnosti jako analyt a eluovat se v jeho blizkosti.!!

Stejné mnozstvi roztoku IS o znamé koncentraci je pfidano jak k roztoku
vzorku, tak k roztoku standardu o znamé koncentraci ¢;. Hodnoti se pomér ploch
piktt v nastfiku analytu 4; s vnitinim standardem Ajs; a pomér ploch ve vzorku
standardu Ay s jeho vnitinim standardem A;ss. Koncentrace vzorku ¢y se poté vypocte

podle vztahu:

~

~ 0]0 §
w N

00

= x3 0¢

Metoda vnitiniho standardu nachézi ¢asto uplatnéni v pfipadech, kdy samotné
analyze pfedchazi Uprava vzorku. Vnitini standard a analyt jsou totiZ pfi pracovnim
postupu ovlivnény stejné, proto tato metoda poskytuje presnéjsi vysledky nez pfi
pouziti vnéjSiho standardu. Nékdy se spolu s metodou IS zaroven vyuziva také

kalibra¢ni postup.®1°

3.5.2.4. Metoda normalizace

Pti pouziti metody normalizace se hodnoti plochy (nebo vysky) vSech pikii a
mnozstvi jednotlivych slozek se vyjadii jako jejich relativni zastoupeni ve smési

podle rovnice:
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Vysledkem je bezrozmérné Cislo vyjadiujici procentualni zastoupeni analyta
ve smési. CRF v rovnici zna¢i hmotnostni korek¢éni odezvovy faktor (correction
response factor), ktery je nutno zavést vzhledem k rizné silné odezvé jednotlivych
slozek smési v detektoru. Nékdy je misto CRF pouzivan korekéni faktor RMR

(relative molar response, relativni molarni odezva).

Pro tuto metodu postacuje jeden nastiik vzorku, jehoZ objem nemusi byt
znam. Podminkou je, Zze vSechny slozky smési musi byt hodnotitelné — musi se
eluovat, poskytovat odezvu v detektoru a jejich piky musi byt rozdélené. Metoda
normalizace nachazi uplatnéni napfiiklad pii stanoveni Ccistoty farmaceutickych

substanci, ktera se vyjadfuje v procentech vzhledem k t¢inné latce.5!°

3525 Metoda pfidavku standardu

Spociva v pfidani zndmého mnozstvi standardu analyzované latky ke vzorku.
Pii prvnim nastfiku se davkuje ptresné mnoZzstvi vzorku, pii dal§im nastfiku pak
pfesné mnozstvi vzorku se zndmym piidavkem standardu daného analytu. Plochy
nebo vysky pikli se poté vyhodnoti a porovnaji. Tato metoda se pouziva piredevsim
pti analyze slozit€jSich vzorkd, kdy chceme stanovit pouze jednu nebo nekolik malo

slozek.

Metoda piidavku standardu ma vice variant. Jednou znich je rozdéleni
roztoku vzorku na dvé stejné casti, kdy k jedné z nich je pfidan standard o dané
koncentraci. Nasledné jsou oba roztoky doplnény do stejného celkového objemu a

analyzovany.

Dalsi variantou je napiiklad metoda vice pfidavkd standardu, kdy se k
roztoku vzorku ptidava rostouci mnozstvi standardu tak, aby vysledné koncentrace
byly nasobkem ptedpokladané koncentrace analytu v pivodnim vzorku.
Z namétenych hodnot se poté sestavi zavislost méfené plochy pikli na koncentraci,
ktera je popsana rovnici. Pro vypocet neznamé koncentrace se tedy nakonec dosadi

odezva vzorku do rovnice této zavislosti.!°
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36Val i dace analytickeé metody

Validace metody je proces, ktery ve svém disledku poskytuje dikaz, ze
zvolend analytickd metoda je pro dany ucel vhodnd a bude trvale poskytovat
spolehliva data.?® Pro spravnou validaci je dflezity vybér vhodnych valida¢nich

parametrd; n¢které z nich budou popsany v nasledujicim textu.

36 1. PFesnost

Ptesnost (precision) urcuje miru shody mezi jednotlivymi, vzijemné
nezéavislymi vysledky analyzy provedené s jednim homogennim vzorkem. Mira
presnosti se vyjadiuje zpravidla jako smérodatnd odchylka vysledkti analyzy a
vétSinou se hodnoti na Sesti samostatné piipravenych vzorcich. Pokud se stanovuje
pfesnost na vice koncentracnich hladinach, pouziji se od kazdé koncentrace tii
vzorky, ze kterych se smérodatna odchylka vypocéte. Pokud neni piesnost zavisla na
koncentraci, 1ze vypocist smérodatnou odchylku ze vSech koncentra¢nich hladin

dohromady.®!"-!

Podle podminek opakovani metody rozliSujeme tfi irovné piesnosti:

Opakovatelnost piesnost metody, pokud se opakuje na stejném pfistroji, se

stejnymi ¢inidly a je provadéna jednim pracovnikem.?

Mezi |l ehl §— ppesSats polud je metoda opakovana ve stejné
laboratofi s jednim homogennim vzorkem, ale na jiném pfistroji, s jinymi Cinidly

v jiny den a jinym pracovnikem.?

Reprodukovatelnost ptesnost, kdy se méfeni provadi za stejnych podminek

jako u mezilehlé presnosti, ale v jiné laboratoii.>

36.2.Spravnost

Spravnost (accuracy) vystihuje odchylku namétené¢ho vysledku od skute¢né
koncentrace latky ve vzorku. D4 se vyjadfit jako vytéznost (recovery), cozZ je pomer

naméfené hodnoty ke skutecné nebo referencni hodnoté vyjadieny v procentech.
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Prakticky se da zjistit naptiklad srovnanim hodnoceného vzorku s modelovym
vzorkem (placebem). Modelovy vzorek by mél obsahovat vSechny slozky jako
hodnoceny vzorek, avSak bez analyzované latky, s pfidavkem piesné daného
mnozstvi standardu. Pokud nelze placebo pfipravit, mize byt dalSim zpisobem
znamy ptidavek standardni latky ke vzorku; maximalné vSak 50 % oproti
predpokladanému mnozstvi. Zavislost odezvy na koncentraci musi byt v této oblasti
linearni.>%17

Ptesnost 1 spravnost mizeme hodnotit v rdmci jedné série analyz (within-run),

nebo mezi riiznymi sériemi analyz (between run).?’

3.6.3. Linearita

Udava schopnost metody poskytnout vysledky pfimo umérmé koncentraci
analytu v daném koncentracnim rozmezi. Linearni zavislost se urcuje vyhodnocenim

vzorkl z nejméné péti koncentracnich hladin a vyjadiuje se vztahem
W 0 0w

kde y je zavisla veli¢ina (signal), x je nezéavisla proménna (koncentrace), a je
posunuti na ose y a b je smérnice kalibracni pfimky. Tésnost vzajemné zavislosti
proménnych popisuje korelacni koeficient R, jehoz hodnota by se ide4lné mela blizit

jedné — vétsinou plati podminka, ze R> 0,9990.%6

3.6.4. Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce (LOD, limit of detection, detekéni limit) je nejniZsi
detekovatelna koncentrace latky, pro kterou je signdl statisticky odliSny od Sumu.
Vétsinou se vyjadiuje jako koncentrace, pti které ma pomér S/N (pomér signalu vici

Sumu zékladni linie) hodnotu 3.

Mez stanovitelnosti (LOQ, limit of quantification, kvantifika¢ni limit) je

v

ptresnosti, zpravidla s relativni smérodatnou odchylkou do 10%. D4 se vyjadiit jako

koncentrace, pii které ma pomér S/N hodnotu 10.%
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365 Testz plsolkcihlrmstait ogratf é mkého sy

Test zplisobilosti chromatografického systému (SST, system suitability test)
je dilezita soucast validace HPLC metod. Jde o soubor podminek, jejichz splnéni by
mélo zaruCovat ucinnost a spolehlivost validované metody pro dany systém. Je
proveden na zacatku kazdého méfeni, pfi kazdé jeho zméné nebo pii podezieni na
chybn¢ fungujici pfistroj. Parametry jsou voleny vzdy podle konkrétni metody a
zaroven tak, aby pokryly vSechny pficiny, které by mohly mit na validitu vliv. Témi
muze byt napiiklad spravnd funkce davkovace, chromatografické kolony, nebo
detektoru. Pro kapalinovou chromatografii se pouzivaji parametry jako
opakovatelnost, rozliSeni, selektivita, faktor symetrie a faktor chvostovani piku,

podet teoretickych pater nebo retenéni faktor.>%!7

37Uprava biologickych vzorkd

Biologické vzorky jako je krev, plasma, sérum nebo mo¢ jsou velmi
komplexni a vétSinou nemohou byt davkovany do chromatografického systému
pfimo. Samotné analyze tak musi pfedchéazet jejich Gprava. Mezi zékladni techniky
upravy biologickych vzorkti fadime deproteinaci (protein precipitation, PPT),
extrakci kapalina-kapalina (liquid-liquid extraction, LLE) a extrakci na pevné fazi

(solid-phase extraction, SPE)

3.7.1. Deproteinace

Deproteinace je jednoduchd a rychld technika vyuzivajici ptidavek
precipitatniho ¢inidla k vysrdZeni proteinli z roztoku, nejCastéji z krevni plasmy.
Poté je vzorek centrifugovan a Cisty supernatant se pouzije k dal§i analyze.
Precipitantem by méla byt kapalina misitelna s vodou — pouzivaji se organicka
rozpoustédla (acetonitril, aceton, methanol), silné¢ kyseliny (10% trichloroctova
kyselina, 6% chlorista kyselina), nebo koncentrované roztoky soli. MnoZstvi
vysrazenych proteinll roste s navySujicim se pomérem precipitacniho Cinidla, ale
zaroven s tim dochazi také k natedéni vzorku. Kromé proteinii tato metoda nedokaze

odstranit ostatni nezadouci komponenty matrice.??
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3.7.2. LLE

Liquid-liquid extrakce (LLE, extrakce kapalina-kapalina) je zalozena na
distribuci analytu mezi vodnou a organickou fazi. Tento d¢j popisuje rozdélovaci

(distribucni) koeficient Kp:

kde A je koncentrace latky v jednotlivych fazich. Tato metoda je idealni pro
malo polarni latky, které ve vodném roztoku nedisociuji. V ptipadé¢ kyselin a zasad je
proto potfeba nejprve upravit pH na pozadovanou hodnotu k potlaceni jejich
ionizace. K vodnému roztoku je poté ptidano organické rozpoustédlo, které je
s vodnou fazi nemisitelné a zaroven se v ném extrahovana latka dobfe rozpousti.
Zkumavka se nasledné 1-10 minut protfepava, ptfi¢emz dochazi k ptfechodu analytu
zvodné faze do organické podle jeho rozdélovaciho poméru. Nakonec se roztok
centrifuguje a odebere se organicka faze. Organické rozpoustédlo pak miize byt
odpareno, vzorek rozpustén v mobilni f4zi nebo v jiném roztoku vhodném pro HPLC

a davkovan do chromatografického systému. !>

3.7.3. SPE

Extrakce na pevné fazi (SPE, solid-phase extraction) vyuziva kratké extrakcni
kolony ve tvaru injek¢nich stiikacek naplnéné sorbentem, které funguji na podobném
principu jako HPLC. Sorbentem casto byva reverzni staciondrni faze, jako je
Cis-silikagel nebo material na bazi polymeru. Na rozdil od HPLC jsou vSak jeho

Castice vétsi (okolo 40 um) a nepracuje se za vysokych tlakg.!!

Prvnim krokem extrakce je kondicionace, kdy je kolona promyta nejdiive
polarnim organickym rozpoustédlem (methanol, acetonitril) k aktivaci funkénich
skupin sorbentu a nasledné vodnym roztokem k vymyti nadbytku tohoto
rozpousStédla. Druhou fazi je naneseni roztoku vzorku, ktery poté postupuje
sorbentem. Analyty jsou pfitom na staciondrni fazi zachyceny, kdezto ostatni slozky
matrice prochdzi bez zadrzeni. V tietim kroku jsou pak vhodnym rozpoustédlem

vymyty zbylé balastni latky. Poslednim krokem je eluce, pfi které se systém promyje
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malym mnozstvim roztoku, diky kterému dojde k rozruSeni vazby analytu na sorbent.

Ziska se eluat s vytéznosti, ktera se Gasto blizi 100 %.!13

3.7.4. SPME

Mikroextrakce tuhou fazi (SPME, solid-phase microextraction) je moderni
metoda na principu sorpce analytu na pevnou staciondrni fazi, ktera je nanesena na
tenkém vlakné. Extrakce probihd ve dvou krocich. Nejprve je do vzorku ponoieno
vldkno, na jehoz povrch se podle rozdélovaciho koeficientu sorbuje analyt. Po
ustaleni rovnovahy se vldkno vyjme a analyty jsou v druhé fazi desorbovény a
davkovany do chromatografického systému. Jako stacionarni faze se pouzivaji
polymery (napt. polydimethylsiloxan, polyakrylat) nebo smés polymeru s pevnym
sorbentem (napf. s divinylbenzenem). SPME nevyZaduje Zadna rozpoustédla, je
jednoduchd, vysoce citliva a byva casto spojovdna s kapalinovou i plynovou

chromatografii.?>**
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38Kyselina tiaprofenova
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Obrazek 5: strukturni vzorec kyseliny tiaprofenoveé

L € k o pn & mAoctdum tiaprofenicum

C h e mi n& kz gkyselina (2RS)-2-(5-benzoylthiofen-2-yl) propanova?
Sumar ni Culp0iSec:

Mol ekul ov &a2603hgroh ost :

Vlastnosti: Bily nebo téméi bily krystalicky prasek. Je prakticky nerozpustna ve
vodg, snadno rozpustna v acetonu, v 96% ethanolu a v dichlormethanu.?® Teplota tani

je 96 °C.26

kyseliny arylpropionové. Ve své molekule obsahuje jeden asymetricky uhlikovy
atom, je tedy opticky aktivni. V léCivych pfipravcich se vyskytuje ve formé
racematu. Na ¢eském trhu je obsazena v jediném lé¢ivém piipravku — Surgam Léciva

300 mg tbl.267
ATC klasifikace: ~ MO1AE11 — Kyselina tiaprofenova

Indikace: Akutni i chronicka revmaticka kloubni onemocnéni: revmatoidni artritida,
osteoartrdza, ankylozujici spondylartritida (Bechtérevova nemoc). Déle také vSechny
typy mimokloubniho revmatismu, pooperacni zanéty a bolestivé stavy, bolesti zad a

bolestiva poranéni pohybového tstroji.?
D & v k o Waaspklych je obvykla davka 300 mg dvakrit denné.”
Me c h ani s mu hhibtjeCsyntézk prostaglandind inhibici cyklooxygenazy a

redukuje jejich aktivitu. Pravdépodobné tlumi aktivitu i jinych lokélnich mediatort
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zanétu. Diky tomu puisobi siln¢ antiflogisticky, analgeticky, antipyreticky a ma téz

reverzibilni antiagregaéni u¢inek na trombocyty.?

Farmakol o gi c k & : Bidlogiskd dostudstipo peroralnim podani ¢ini 90 %.
Kyselina tiaprofenova se rychle vstfebava a maximalni koncentrace v plasmé
dosahuje asi za 1 hodnu pfi poddni na lac¢no a asi za 2 hodiny pfi podani s jidlem.
Difunduje do vSech tkdni vcetné synovidlni tekutiny, kde dosahuje maximalni
koncentrace za 4 hodiny od podani. Biologicky polocas je 1,5-1,7 hodiny, ve stafi se
muze prodlouzit az na 2,5 hodiny. Z 10 % podléhd metabolizaci v jatrech (oxidaci
nebo redukci) na dva neaktivni metabolity. 60 % kyseliny tiaprofenové a jejich
metabolitli je vyluCovano ve formé konjugovanych glukuronidt ledvinami, zbylych

40 % je vylouceno Zluéi do stolice.?®*

Co se ty€e farmakodynamiky jednotlivych enantiomerd, pfedpoklada se, ze
aktivni je predev§im S-enantiomer, podobné¢ jako tomu je u ostatnich NSAIDs ze
skupiny arylpropionovych kyselin. Farmakokinetikou jednotlivych enantiomert se
zabyvalo né¢kolik studii, zaveér vSak neni jednoznacny. Neékteré vysledky sice
naznaCuji urcitou miru stereoselektivni distribuce v organismu, protoze ve
sledovanych tkanich byla nalezena vyssi koncentrace S-enantiomeru oproti R-formé.

Tento rozdil v§ak nebyl dostate¢né statisticky vyznamny.3%>!

Je zndmo, Ze vétSina 2-arylpropionovych kyselin prochdzi v organismu
chirdlni konverzi a jejich R-izomer je zpravidla pfeméiovan na aktivni S-formu.
Kyselina tiaprofenova vSak tvofi v této skupiné latek vyjimku a chiralni konverze se

u ni ve vyznamné mife neobjevuje.>?

Nezadouci U C iPaddbng jako bstatii inestdroid@ antiflogistika muize
kyselina tiaprofenova zpisobovat gastrointestindlni potize, kdy k necast&j$im
muZe byt také pfi¢inou gastrointestinalniho krvéaceni, ulceraci a perforaci. Stejné tak
se u kyseliny tiaprofenové vyskytuje i nefropatie s projevy jako je retence tekutin a
vznik edémil. Mezi dals$i nezddouci u€inky tohoto 1éciva se tadi bolesti hlavy, tinava

a zavraté, vzacnéji pak hypersenzitivita a kozni reakce.?®
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3.8.1. Studiez a b ycvsaHPLC a n a dukyseliny tiaprofenovée

Nasleduje ptehled praci, které se tykaji HPLC analyzy kyseliny tiaprofenové,

se zamefenim na chromatografické podminky.

Vroce 1995 porovnavali A. Van Overbeke, W. Baeyens a C. Dewaele
separaci enantiomeri nékterych 2-arylpropionovych kyselin. Byly srovnavany dvé
kolony: experimentalni kolona Tollylcelulose EXP B101 od spolec¢nosti Bio-Rad
RSL a kolona Chiralcel OJ od spolecnosti Diacel, ob¢ na bazi tris(4-methylbenzoatu)
celulézy. Prutok mobilni faze Cinil 1 ml/min a detekce probihala pti 230 a 254 nm.
Kyselina tiaprofenova byla nandSena na kolonu Chiralcel OJ za pouziti mobilni faze
z n-hexanu, 2-propanolu a kyseliny octové 0,5% 80:20:0,05 (v/v), pficemz
enantiomery se eluovaly s rozliSenim 0,65. Déle byla provedena separace na kolon¢
Tollylcelulose pomoci mobilni faze methanol : chloristanovy pufr 0,1 M, pH 2
v poméru 60 :40, avSak rozliSeni enantiomerti bylo malé¢ (R=0,38). Proto byly
pripraveny derivaty vSech analyzovanych kyselin (estery a aminy) a testovany na
obou kolonach v norméalnim moédu a na koloné Tollylcelulose navic v reverznim
moédu za pouziti stejnych mobilnich fazi jako pfi prvnich analyzach. Za téchto
podminek byly vSechny derivaty kyseliny tiaprofenové snadno separovany, pfi¢emz
lepsi vysledky poskytovala kolona Chiralcel OJ, na které nejvétSiho rozliSeni

(R=3,78) dosahl benzylester kyseliny tiaprofenové.*?

V roce 1996 publikovali A. Van Overbeke, W. Baeyens, H. Oda a H. Y.
Aboul-Enein praci zabyvajici se enantiospecifickou HPLC separaci nékterych
2-arylpropionovych kyselin, barbiturati a benzodiazepinli. Analyza probihala na
chiralni kolon¢ Chiralcel OJ-R na bazi celuldzy, derivatizované 4-methylbenzoatem,
a latky byly detekovany pii 230 a 254 nm. Zkouseny byly celkem tfi rizné mobilni
faze. Prvni se skladala z acetonitrilu a chloristanového pufru (0,5 M, pH 2) v poméru
35:65 a ze zkouSenych fazi poskytovala pro kyselinu tiaprofenovou nejlepsi
rozliSeni (R=1,35). Druhou mobilni fazi byla smés acetonitrilu, methanolu a
chloristanového pufru (0,5 M, pH 2) v poméru 35 : 35 : 30, kde rozliSeni doséhlo
hodnoty 1,13. Posledni testovanou mobilni fézi byla smé&s methanolu s
chloristanovym pufrem (0,5 M), kdy vSak separace enantiomert kyseliny

tiaprofenové nebyla Gispésna.>
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V roce 2000 vypracovali J. Sochor, J. Klime$ a dal$i metodu pro extrakci
kyseliny tiaprofenové z kralici krve pomoci liquid-liquid extrakce (LLE) a solid-
liquid extrakce (SLE). Ke vzorkim krve byl nejprve pifidan vnitini standard
diklofenak a krev byla hemolyzovéna. Pii LLE byl jako extrak¢ni rozpoustédlo
pouzit dichlormethan a vzorek byl po vysuSeni rozpustén v mobilni fazi. SLE
probihala na silikagelové C-18 extrakéni koloné, kterd byla po naneseni vzorku
proplachovéana 10 ml vody, poté vysuSena ve vakuu a analyty byly eluovany 5 ml
dichlomethanu. Eluat byl nasledn¢ vysusen a zbyly extrakt byl rozpustén v mobilni
fazi. Takto ziskané roztoky byly analyzovany na sklenéné kolon¢ se stacionarni fazi
Separon SGX C-18 za pouziti mobilni faze slozené ze smési vody a methanolu
70 :30 (v/v) okyselené na pH 3,1. Pfi UV detekci byla pouzita vlnova délka

313 nm.»

Smet, Staelens a dalsi optimalizovali v roce 2001 chirdlni separaci nékterych
2-arylpropionovych kyselin vcetné kyseliny tiaprofenové na avidinové koloné
Bioptic AV-1. Byl zkoumén vliv parametri metody (pH mobilni faze, koncentrace
organického modifikatoru a koncentrace pufru) na rozliSeni enantiomerd a cas
analyzy. Jako mobilni faze byla zvolena kombinace KH>PO4 pufru a acetonitrilu
v riznych pomérech, s riznymi hodnotami pH a koncentracemi pufru. Detekce
probihala prostfednictvim PDA detektoru pfi 254 nm, pritok ¢inil 0,8 ml/min a

kolona byla udrZovéna pii teploté 30 °C.3°

Aboul-Enein vroce 2003 publikoval praci tykajici se chirdlni separace
nekterych nesteroidnich antiflogistik v€etné kyseliny tiaprofenové na tartardiamidové
koloné¢ Kromasil CHI-DMB. Jako nejlepsi mobilni fize se pro zkouSené latky
ukdzala smés n-hexanu a terc-butylmethyletheru s malym ptidavkem kyseliny
octové. V pfipadé kyseliny tiaprofenové bylo nejlepSim dosazenym vysledkem
¢aste¢né rozdélni enantiomerti, kdy nejvyssiho rozliSeni (Rs = 0,86) bylo dosazeno

pii poméru slozek mobilni faze 75 : 25 : 0,1 (v/v/v).Y’

V roce 2008 publikoval Ghanem spolu s dal§imi autory metodu pro piimé
monitorovani kinetického déleni enantiomert kyseliny tiaprofenové za katalytického
pusobeni lipazy. Byla pouzita organicka rozpoustédla, ktera nejsou pro HPLC zcela

standardni (terc-butylmethylether, toluen, ethylacetat, dichlormethan,
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tetrahydrofuran). Ta slouzila jednak pro snazsi rozpusténi kyseliny tiaprofenové, ale i
jako eluent pro enantioseparaci. V prvnim kroku byl racemat kyseliny tiaprofenové
esterifikovan n-butanolem za katalytického plisobeni enyzmu lipazy. V druhém
kroku byl vznikly butylester hydrolyzovan za pfispéni lipazy zpét na kyselinu
tiaprofenovou. Pro sledovani pribéhu téchto reakci byly vyvinuty chromatografické
podminky, které umoziuji dokonalou a pfimou separaci jak enantiomert kyseliny
tiaprofenové, tak enantiomerit jejiho butylesteru. Byla pouzita kolona zaloZena na
principu 3,5-dimethylfenylkarbamatu celul6zy Chiralpak IB (4,6 mm x 250 mm ID,
silikagel o velikosti castic 5 pm), coz je imobilizovand verze Chiralcel OD
umoziujici pouziti SirSiho spektra eluentli, véetné vyse zminénych nestandardnich
rozpou$tédel. Jako mobilni fize se nejlépe osvédCila smés n-hexanu,
terc-butylmethyletheru, propan-2-olu a trifluoroctové kyseliny v poméru
90:10:1:0,2 (v/v/v/v). Pritok byl 1 ml/min, teplota 24 °C a UV detekce probihala

pii vinové délce 300 nm.*®

V roce 2009 se Chayeh a dalsi zabyvali degradaci kyseliny tiaprofenové ve
trech riznych prostfedich a kinetiku tohoto procesu monitorovali pomoci HPLC.
Rozklad byl sledovan v kyselém prostiedi kyseliny chlorovodikové, v zasaditém
prostiedi hydroxidu sodného a v prostiedi 30% peroxidu vodiku. Analyza vzorki
probihala na oktadecylsilylované chromatografické kolon¢ SUPELCOSIL TM LC-
18-DB za pouziti mobilni faze o sloZeni 1% kyselina octova : acetonitril v poméru
60 : 40 (v/v) s ptidavkem 0,05M oktylsulfatu sodné¢ho, pH 4,5. Vlnova délka pro

detekci byla nastavena na 254 nm.>’

V roce 2010 publikovali Sultana, Arayne a Shahzad metodu pro stanoveni
pouziti reverzni HPLC, pfi¢emzZ mezi tato NSAIDs patfila 1 kyselina tiaprofenova.
Stanoveni probihalo na oktadecylsilylované kolon¢ Purospher Star (5 pm,
250 x4,6 mm) a jako nejlep§i mobilni fize byla vybrdna smés
methanol : voda : acetonitril v poméru 80:15:5 (v/v/v) o pH 2,8. Prutok ¢inil

1 ml/min a UV detekce probihala pii 270 nm.*

V roce 2012 prezentoval Nawaz metodu pro simultanni stanoveni nékterych

nesteroidnich antiflogistik v lidském séru a farmaceutickych ptipravcich pomoci
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RP-HPLC. Bylo analyzovédno celkem Sest nesteroidnich antiflogistik, mezi které se
fadila 1 kyselina tiaprofenova. Jako vnitini standard byl zvolen ibuprofen a stanoveni
probihalo na kolon¢ Mediterranea C18 (5 um, 250 x 0,46 mm). Mobilni fazi byla
smés methanol : acetonitril : voda v poméru 60 : 20 : 20 (v/v/v), pH bylo upraveno
na 3,35 kyselinou fosfore¢nou. Analyty byly detekovany pomoci UV pii vinové
délce 265 nm. Linearita stanoveni téchto nesteroidnich antiflogistik byla pozorovana

v koncentraénim rozmezi 0,25-50 pg/ml.*!

Geryk, Kalikova, Vozka a dal$i vroce 2014 ptedstavili praci hodnotici
enantioselektivni potencial CSP na bazi imobilizovanych polysacharidl v reverznim
moédu HPLC. Na étyfech kolonach bylo zkouseno 30 latek, prevazné 1€civ, véetné
kyseliny tiaprofenové.  PouZit¢  kolony byly CHIRALPAK [A -
tris(3,5-dimethylfenyl)karbamat amylozy, CHIRALPAK IB —
tris(3,5-dimethylfenyl)karbamat celulozy, CHIRALPAK IC —
tris(3,5-dichlorfenyl)karbamat celulozy a CHIRALPAK ID —
tris(3-chlorfenyl)karbamatamylozy, vSechny o rozmérech 250 mm X 4,6 mm.
Obecné se pii analyze profenti nejvice osvéd€ily kolony Chiralpak IA a ID na bazi
amylozy za pouZiti mobilni faze sestdvajici z methanolu a okyselené vodné slozky.
Pro vétsinu profent se tak podatilo najit chromatografické podminky, kdy dochézelo
k déleni enantiomerti na zdkladni linii. Pro kyselinu tiaprofenovou byla jako
optimalni vybrana kombinace kolony CHIRALPAK IA a mobilni faze se sloZzenim
methanol : vodny roztok kyseliny octové o pH 2,10 v poméru 80 : 20 (v/v), nebo
kolona CHIRALPAK ID s mobilni fazi stejného sloZeni, pouze v poméru 70:30
(v/v). Pritok ¢inil vzdy 1 ml/min, teplota byla nastavena na 25 °C a UV detekce

probihala pfi vlnové délce 254 nm.*?

Kalikova, Geryk a dalSi poté v roce 2015 publikovali praci porovndvajici
separani Uc¢innost amylozovych kolon Chiralpak AD-RH a Chiralpak IA (obé
250 x 4,6 mm, 5 um) v reverznim modu HPLC. Hlavni rozdil mezi témito kolonami
spociva ve zpisobu naneseni chirdlniho selektoru na silikagel. Zatimco Chiralpak
AD-RH je potaZzena amyldzou, kterd je na silikagel pouze fyzikalné ukotvend, na
imobilizovanou kolonu Chiralpak IA je amyl6za navazéana kovalentné. Pro porovnani

téchto kolon bylo vybrano 37 analytii, z toho 8 profenti zahrnujicich také kyselinu
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tiaprofenovou. Vétsi enantioseparacni potencidl u kyseliny tiaprofenové a dalSich
profentt vykazovala kolona Chiralpak AD-RH, kdy bylo u kyseliny tiaprofenové
dosazeno rozliSeni 1,35 a 1,51 pfi pouziti mobilni faze z kyseliny octové

o pH 2,10 a acetonitrilu v poméru 60 : 40 (v/v), respektive 70 : 30 (v/v).®

Vroce 2017 publikovali Malatkova, Skarka, Musilova a Wsdl praci
zabyvajici se studiem reduktivniho metabolismu kyseliny tiaprofenové v lidskych
jatrech a také jeji redukci pomoci rekombinantnich karbonyl-redukujicich enzymti.
Pro HPLC analyzu byla zvolena kolona Zorbax C18 Eclipse Plus (2,1 x 50 mm,
1,8 um) temperovana na teplotu 30°C a mobilni faze slozend z 10 mM octanu
amonného a methanolu v poméru 13 : 7 (v/v) o prutoku 0,65 ml/min. UV detekce
byla provedena pii 314 nm pro kyselinu tiaprofenovou a pii 254 nm pro jeji

redukovanou formu.>°
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41PF i stroje, material a chemikali e

411. PFistroje

Kapalinovy chromatograf Prominence, Shimadzu, Japonsko
Degasser: DGU-20A3
Cerpadlo: LC-20AD
Autosampler: SIL-20AC
Kolonovy prostor: CBM-20A
Detektor: SPD-M20A
Ridici jednotka: CTO-20AC
Software: LC Solution, Shimadzu
Analytické vahy Kern ALS 220-4N, Némecko
Acidimetr 333 Druopta, Ceska Republika
Ttepacka Kavalier, Sklarny Kavalier a.s., Ceska Republika
Centrifuga CL31R Multispeed, Trigon-plus, Ceska Republika
Ultrazvukova lazent K10, Kraintek, Slovensk4 Republika

412.Chemi kal i e

Acetonitril, Sigma-Aldrich, Némecko

Methanol, Sigma-Aldrich, Némecko

Triethylamin, Fluka, Némecko

n-Hexan, Sigma-Aldrich, Némecko

2-Propanol, Scharlau, Némecko

Kyselina octova, 99 %, Lach-ner s.r.o., Neratovice, Ceska Republika
Diethylether, Lach-ner s.r.o., Neratovice, Ceska Republika
Dichlormethan, Merck, Némecko

Kyselina fosfore¢na, Lachema, n.p., Brno, Ceska Republika
KH>PO4, Dr. Kulich Pharma, s.r.0., Ceska Republika
Na;HPO4- 12H,0, Dr. Kulich Pharma, s.r.o., Ceska Republika
NaClOg4, Sigma-Aldrich, Némecko
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Voda ¢i8téna reverzni osmozou

4.1.3. Standardy

Kyselina tiaprofenova, Sigma-Aldrich, Némecko
Naproxen, Sigma-Aldrich, Némecko

Tribuzon, Sigma-Aldrich, Némecko

Kebuzon, Sigma-Aldrich, Némecko

Piroxikam, Sigma-Aldrich, Némecko

Omeprazol, Sigma-Aldrich, Némecko

Kyselina meklofenamova, Sigma-Aldrich, Némecko
Nebumeton, Sigma-Aldrich, Némecko

Allopurinol, Sigma-Aldrich, Némecko

Nimesulid, Sigma-Aldrich, Némecko
Chloramfenikol, Galenicka laboratot Ostrava, Ceska Republika
Acetanilid, Sigma-Aldrich, Némecko

Fenacetin, Sigma-Aldrich, Némecko

Kyselina niflumov4, Sigma-Aldrich, Némecko
Kyselina acetylsalicylova, Dr. Kulich Pharma, s.r.o., Ceska Republika
Kyselina salicylova, Sigma-Aldrich, Némecko
Kyselina benzoova, Penta s.r.o., Ceska Republika
Methylparaben, Sigma-Aldrich, Némecko
Propylparaben, Sigma-Aldrich, Némecko
Ethylparaben, Sigma-Aldrich, Némecko
Butylparaben, Sigma-Aldrich, Némecko

414.Chr omatografické kol ony
LiChroCART® 125-4 LiChrospher® 100 RP-18 (5 um), Merck
LiChroCART® 250-4 LiChrospher® 100 RP-18 (5 um), Merck
LiChroCART® 250-4 ChiraDex® (5 um), Merck

Chiralcel OD-R, 250 x 4,6 mm, (10 um), Daicel chemical industries
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415 Pomlcky
Laboratorni sklo, 1zicky a kopistky, pipety, mikropipety, filtrani papir, plastové

zkumavky s uzavérem, vialky pro HPLC

416.Bi ol ogi cky materi al

Lidsk4 plasma, Fakultni nemocnice Hradec Kralové, Ceska Republika
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4.2 Chromatografické p o d rky pro HPLC anal y z u

tiaprofenové

Piipzaeabroziokukysel i ny toikangentrac 1€‘mmel/E

Na analytickych vahach bylo navézeno 26,0 mg kyseliny tiaprofenové a
rozpusténo v 100,0 ml metanolu. Z tohoto roztoku byl odebran 1,0 ml a v odmérné

bance ziedén metanolem na 10,0 ml.
Pfripravappafmobilni fazi

KH;POg4 pufr o koncentraci 0,01 mol/l byl ptfipraven navdzenim 1,361 g Cisté
substance, jejim rozpu$ténim v CiSténé vod¢ pro HPLC a doplnénim do objemu
1000 ml v odmérné bance. Nasledné byl roztok zfiltrovan ptfes nylonovy filtr o
velikosti pord 0,45 um. Pufr byl poté okyselen kyselinou fosfore¢nou na
pozadovanou hodnotu, aby byla potlacena ionizace kyseliny tiaprofenové ve vodném
roztoku. Mobilni faze byla pfipravena smisenim pufru a organické slozky

v uvedeném poméru.

421.Vyberaciané&dopbilni faze

Kol ona LiChroddfCARTC&rbzdpPh-28®( 30 mMRP
pridtokova rychlost 1 ml/ min, objem
methanol : ¢i$téna voda pro HPLC, pH 3,2 50:50 (v/v)
acetonitril : ¢i§ténd voda pro HPLC, pH 3,3 50:50 (v/v)
acetonitril : ¢i$ténd voda pro HPLC, pH 3,3 40:60 (v/v)

acetonitril : vodny roztok octanu amonného 0,01 mol/l, pH 6,9  50:50 (v/v)

acetonitril : vodny roztok octanu amonného 0,01 mol/l, pH 6,9  40:60 (v/v)

acetonitril : vodny roztok (NH4)3PO4 0,01 mol/l, pH 6,45 50:50 (v/v)
acetonitril : vodny roztok (NH4)3PO4 0,01 mol/l, pH 6,45 30:70 (v/v)
acetonitril : vodny roztok KH>PO4 0,01 mol/l, pH 4,5 40:60 (v/v)
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Kolona LiChr @dCARTO® rd%@® h-¢ 8 ® ( 5t0ePpm PR a

pridtokova rychlost 1 ml/ min, objem
acetonitril : vodny roztok KH,PO4 0,01 mol/l, pH 3,16 30:70 (v/v)
acetonitril : vodny roztok KH>PO4 0,01 mol/l, pH 3,00 35:65 (v/v)
acetonitril : vodny roztok KH>PO4 0,01 mol/l, pH 3,14 40:60 (v/v)

422.Vybeni tifniho standardu

Pfi vybéru vnitiniho standardu bylo testovano nékolik sloucenin. Bylo vzdy
navazeno piiblizné 2,5 mg substance, ktera byla nasledné rozpusténa v 50,0 ml
methanolu. Vysledné koncentrace ptipravenych vzorkli se pohybovaly od 34 do

70 png/ml. Byly zkouseny tyto slou¢eniny:

Tribuzon

Kebuzon

Piroxikam

Omeprazol

Kyselina meklofenamova
Nabumeton

Allopurinol

Nimesulid
Chloramfenikol
Acetanilid

Fenacetin

Kyselina niflumova
Kyselina acetylsalicylova
Naproxen

Kyselina salicylova
Kyselina benzoova
Methylparaben
Propylparaben
Ethylparaben
Butylparaben
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Vzorky byly analyzovany na koloné¢ LiChroCART® 250-4 LiChrospher®
100 RP-18 (5 pum) za pouziti mobilni faze acetonitril : vodny roztok KH>POs
0,01 mol/l, 40:60 (v/v) o pH 3 a s pratokem 1 ml/min.

423.0véfeni linearity

10,8 mg kyseliny tiaprofenové bylo rozpusténo v 10,0 ml methanolu, ¢imz

vznikl zasobni roztok o koncentraci 1,08 mg/ml.

5,1 mg naproxenu bylo rozpusténo v 50,0 ml methanolu, ¢imz vznikl zasobni

roztok o koncentraci 102 pg/ml naproxenu.

Do péti odmérnych bané¢k o objemu 5,0 ml bylo pipetovano 50ul, 100ul,
150ul, 200ul a 250 pl vySe popsaného zéasobniho roztoku kyseliny. Do vSech
odmérnych banék byly poté pfidany 2,0 ml zasobniho roztoku naproxenu a objem
byl doplnén do 5,0 ml methanolem. Vznikla tak fada péti roztoki s koncentracemi
10,8; 21,6; 32,4; 43,2 a 54,0 ug/ml kyseliny tiaprofenové a s konstantni koncentraci
naproxenu 40,8 pg/ml.

Tyto roztoky byly poté analyzovany na koloné¢ LiChroCART® 250-4
LiChrospher® 100 RP-18 (5 um) za pouziti mobilni faze acetonitril : vodny roztok
KH>PO4 0,01 mol/l, 40:60 (v/v) o pH 3 a s priitokem 1 ml/min.

424.Vypr acpwodmiipnreok separaci enant i

Pfi hledani vhodnych podminek pro separaci enantiomerid kyseliny
tiaprofenové byla zkouSena analyza vreverznim i v normalnim moddu. Byly
testovany ruzné chirdlni stacionarni fdze a mobilni fdze s rliznym sloZenim a

pomérem slozek.

52

omer U



x Enantioseparacewr ever znim moddu

Pro analyzu byl pouzit zisobni roztok kyseliny tiaprofenové 10 mmol/l.

A Chiralcel ODR, 250 I @mp mm, (10
o prTtok G,5 ml/ min

acetonitril : vodny roztok NaClO4 1 mol/l, pH 3,12 50:50 (v/v)
acetonitril : vodny roztok NaClO4 1 mol/l, pH 3,12 60:40 (v/v)
acetonitril : vodny roztok NaClO4 1 mol/l, pH 3,12 50:50 (v/v)
methanol : vodny roztok NaClO4 1 mol/l, pH 3,12 50:50 (v/v)

acetonitril : vodny roztok KH>PO4 0,01 mol/l, pH 3,08  50:50 (v/v)

A LiChroCARTEh250OmkxE (5
o pr Tt o kl/min, 6

methanol : triethylamin 1%, okyseleny k. octovou na pH 4,02 50:50 (v/v)
o pr Tt o kl/min; 8

methanol : triethylamin 1%, okyseleny k. octovou na pH 4,02 50:50 (v/v)
acetonitril : vodny roztok KH>PO4 0,01 mol/l, pH 3,48 50:50 (v/v)

x Enantioseparacevn or mal ni m mdédu

Pro analyzu byl pouzit zasobni roztok kyseliny tiaprofenové o koncentraci
200 pg/ml. Ten byl pfipraven rozpusténim 20,0 mg substance v 10,0 ml methanolu,

nasledné byl z tohoto roztoku odebran 1 ml a zfedén methanolem na 10,0 ml.

A LiChroCART 25034 ChiraDex
o pr T 0,&/min:

n-hexan : propan-2-ol 90 : 10 (v/v)
n -hexan : propan-2-ol : kyselina octova 99 % 94:6:0,1 (v/v)
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A Chiralcel ODR, 250 I 4,6 mm, (10 Om)
o pr Tt ond/mi®, 5

n -hexan : propan-2-ol : kyselina octova 99 % 94:6:0,1 (v/v)
n -hexan : propan-2-ol : kyselina octova 99 % 97:3:0,1 (v/v)
n -hexan : propan-2-ol : kyselina octova 99 % 90:10:0,1 (v/v)

o pr Tt onk/mi@, 8
n -hexan : propan-2-ol : kyselina octova 99 % 94:6:0,1 (v/v)
o pr Tt,®r/mid

n -hexan : propan-2-ol : kyselina octova 99 % 94:6:0,1 (v/v)

425 . Anal wbhziao |l angriactke& i al u
PFiprava rzoazstoookndi ¢ h

Zasobni roztok kyseliny tiaprofenové o koncentraci 500 pg/ml byl pfipraven
rozpusténim 5,0 mg této substance v 10,0 ml methanolu. Obdobné byl pfipraven i

zasobni roztok naproxenu o koncentraci 500 pg/ml.

Zasobni roztok kyseliny tiaprofenové o koncentraci 200 pg/ml byl pfipraven
rozpu$ténim 2,0 mg cisté latky v 10,0 ml methanolu. Stejn€é byl pfipraven také

zasobni roztok naproxenu 200 pg/ml.
Deproteinace

Do zkumavky bylo odméteno 0,5 ml lidské plasmy, k niZ bylo pomoci
mikropipety ptidano 50,0 pl zasobniho roztoku kyseliny tiaprofenové o koncentraci
500 pg/ml a 50,0 ul zasobniho roztoku naproxenu o koncentraci 500 pg/ml. Poté
byly ptidany 2,0 ml methanolu, ktery slouzil jako precipitacni ¢inidlo. Soubé&zné byly
podobnym zplisobem ve zkumavkach ptipraveny dva kontrolni vzorky, prvni slozeny
z 0,5 ml lidské plasmy a 2,0 ml methanolu; druhy vzorek obsahoval 0,5 ml cisténé
vody a 2,0ml methanolu. Tyto tfi zkumavky byly deset minut intenzivné

protfepavany na tiepacce a nasledn¢ byly na 10 minut centrifugovany pii 5000
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otackach za minutu. Do ¢istych zkumavek byla poté pipetou odebrdna Cird vrstva
methanolu, ktera byla plynnym dusikem odpafena do sucha. Extrakt byl v téze
zkumavce rozpustén ve 2,0 ml roztoku o slozeni acetonitril : KH2PO4 0,01 mol/l,
pH 3,2; 50:50 (v/v). Tento vzorek byl poté analyzovan pomoci HPLC na koloné
LiChroCART® 250-4 LiChrospher® 100 RP-18 (5 um), za pouziti mobilni faze
acetonitril : KH2PO4 0,01M 40:60, pH 3,2 o pritoku 1 ml/min. Vytéznost byla
vypoctena na zéklad¢ porovnani se standardem obsahujicim kyselinu tiaprofenovou a

naproxen v koncentracich 25 pg/ml.
Liquid -liquid extrakce (LLE)

Do zkumavky bylo odméfeno 0,5 ml lidské plasmy, ke které bylo pomoci
mikropipety ptfidano 50 pl zasobniho roztoku kyseliny tiaprofenové 500 pg/ml a
50 pl zasobniho roztoku naproxenu 500 pg/ml. Poté byl vzorek okyselen pfidanim
0,5ml 10% kyseliny chlorovodikové (HCl) zdivodu potlaceni ionizace
analyzovanych latek. Obdobné¢ byl v druhé zkumavce ptipraven kontrolni blankovy
vzorek o sloZeni 0,5 ml lidské plasmy s 0,5 ml 10% HCI a ve tieti zkumavce vzorek
sloZzeny z 0,5 ml ¢isténé vody s 0,5ml 10% HCI. Do vSech tfi zkumavek byly
nasledné pfidany 2,0 ml organického rozpoustédla, které tvofil diethylether nebo
dichlomethan. Vzorky byly po dobu 10 minut intenzivné protfepavany na tfepacce,
poté byly na 10 minut vlozeny do centrifugy a odstfed’ovany pii 5000 otackach za
minutu. Organické vrstvy obsahujici extrakt byly pfeneseny do Cistych zkumavek a
vysuSeny plynnym dusikem. Extrakty byly poté rozpustény ve 2,0 ml roztoku o
slozeni acetonitril : vodny roztok KH>PO4 0,01 mol/l, pH 3,2; 50:50 (v/v). Takto
vzniklé vzorky byly analyzovany na koloné LiChroCART® 250-4 LiChrospher®
100 RP-18 (5 um) za pouziti mobilni faze acetonitril : KH>PO4 0,01M 40:60, pH 3,2
o prutoku 1 ml/min. VytéZnost byla vypoctena na zédklad€ porovnani se standardem

obsahujicim kyselinu tiaprofenovou a naproxen v koncentracich 25 pg/ml.
Ov ér1 eaenityvipil ms mé

Pro sestrojeni kalibra¢ni zavislosti v plasmé byla pfipravena série péti vzorka
s naproxenem jako vnitfnim standardem o konstantni koncentraci 25 pg/ml a

s kyselinou tiaprofenovou o koncentracich 10,0; 15,0; 25,0; 35,0 a 50,0 pug/ml. Do
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péti zkumavek bylo nejprve napipetovano 0,5 ml plasmy a okyseleno 0,5 ml 10%
HCIL. Poté bylo do zkumavek pfidano 250 pl zasobniho roztoku naproxenu o
koncentraci 200 pg/ml a k nému 100, 150, 250, 350, respektive 500 ul zasobniho
roztoku kyseliny tiaprofenové 200 pg/ml. Ke vSem vzorkiim byly piidany 2,0 ml
diethyletheru jako extrak¢niho rozpoustédla. Analogicky bylo pfipraveno také pét
kontrolnich vzorkl za pouziti 0,5 ml ¢isténé vody namisto lidské plasmy. Poté byly
vzorky extrahovany dle postupu pro LLE a analyzovany pomoci HPLC na koloné
LiChroCART® 250-4 LiChrospher® 100 RP-18 (5 um) za pouziti mobilni faze
acetonitril : KH2PO40,01M 40:60, pH 3,3 o prutoku 1 ml/min.

e

Rozt ok proesehaéaoimekiVvadtnmithi kacni ho

Byl ptipraven roztok kyseliny tiaprofenové v koncentraci 0,4 pg/ml
nafedénim 10 pl zésobniho roztoku standardu 200 pg/ml do 5 ml methanolu. Tento
roztok byl dale fedén metanolem na koncentrace 0,2 pg/ml, 0,18 pg/ml a 0,16 pg/ml.
Vzorky byly analyzovany na koloné¢ LiChroCART® 250-4 LiChrospher® 100
RP-18 (5 um) za pouziti mobilni faze acetonitril : KH2PO4 0,01M 40:60, pH 3,2 o
pritoku 1 ml/min. Vysledky poslouzily k vypoctu limitu detekce a limitu

kvantifikace.
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43Vysl edky a diskuze

431.Vybér chromatografi Pk€chnpbdymunkksel

tiaprofenové

43.11. Vybédracd osnmammbi | ni f aze

Pti hledani chromatografickych podminek pro analyzu kyseliny tiaprofenové
bylo nejprve nutné nalézt vhodnou stacionarni a mobilni fazi. Byly zkouSeny dvé
chromatografické kolony: kolona LiChroCART® 125-4 LiChrospher® 100 RP-18 (5
um) a kolona LiChroCART® 250-4 LiChrospher® 100 RP-18 (5 um), pfi¢emz na

druhé zminéné kolon¢ bylo dosazeno lepsich vysledk.

Pti vybéru mobilni faze byly zkouSeny smési obsahujici vodnou slozku a
organické rozpoustédlo v rizném poméru. Vodnou c¢ast tvofila nejprve voda ¢isténa
reverzni osmoézou a poté roztoky raznych pufri o koncentraci 0,01 mol/l. Osvédcilo
se upravit pH vodné slozky pfiblizn¢ na hodnotu 3 kviili potlaceni disociace kyseliny
tiaprofenové. Z organickych rozpoustédel byl vyzkousen methanol a acetonitril. Jako
vhodnd mobilni fidze se nakonec ukézala smés acetonitrilu a vodného roztoku
KH>PO4 0,01 mol/l o pH 3,00 vpoméru 40 : 60 (v/v). Teplota byla nastavena
na 22 °C, prutok ¢inil 1 ml/min a na kolonu bylo nastfikovdno 50 pl zasobniho
roztoku kyseliny tiaprofenové o koncentraci 10 mmol/l. Pi t&chto podminkach bylo

dosazeno optimdlni eluce s reten¢nim ¢asem 5,78 minut.
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0.0 10 20 30 40 50 6.0 70 80 9.0 min

Obrazek 6: Chromatogram analyzy standardu kyseliny tiaprofenové 107 mol/l,
kolona LiChroCART® 250-4 LiChrospher® 100 RP-18 (5 um), mobilni faze
acetonitril : KH>POy4 0,01 mol/l, 40:60 (v/v), pH 3,00
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43.12. Vybeni t fstanddrdo

Vybér vnitiniho standardu probihal jednotlivym testovanim raznych
sloucenin za pouziti chromatografickych podminek uvedenych na stran¢ 57. Bylo
nutné vybrat slouceninu, kterd se bude eluovat v blizkosti kyseliny tiaprofenové,
avSak s dostatecnym rozliSenim na zékladni linii, aby nedochéazelo ke vzdjemnému
prekryvani pikt. Piky by také mély byt dostatecné ostré a symetrické a zaroven by
analyza méla probihat v co nejkrat§im cCase. Jako nejvhodnéjsi vnitini standard byl ze
vSech zkouSenych latek vybrdn naproxen, ktery se za danych chromatografickych

podminek eluoval v ¢ase 7,17 minut.
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Obrazek 7: chromatogram separace kyseliny tiaprofenové a naproxenu za pouziti
chromatografickych podminek uvedenych na strané 57.
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43.13. Vybér déhbyeé

Vhodna vlnovéa délka pro detekci kyseliny tiaprofenové a naproxenu byla
zvolena na zadklad¢ zméfeni a porovnani absorpCnich spekter téchto dvou latek

v rozsahu 195-380 nm. Jako optimalni byla vybrana hodnota 263 nm.
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Obrdazek 8: Absorpcni spektrum kyseliny tiaprofenové.
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Obrazek 9: Absorpcni spektrum naproxenu.
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Obrazek 10: Porovnadni absorpcnich spekter kyseliny tiaprofenové a naproxenu.
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43.14. Ovéfeni Ilinearity

Jakmile byly vybrany chromatografické podminky, bylo tfeba ovéfit, zda tato
metoda poskytuje v daném koncentracnim rozmezi linedrni odezvu. Byla proto
pfipravena série vzorkli se standardem kyseliny tiaprofenové o koncentraci
10,8-54,0 pg/ml a se standardem naproxenu o koncentraci 40,8 pg/ml. Vzorky byly
analyzovany a z vysledkl byla néasledné sestavena kalibra¢ni zavislost poméru ploch
pikl (Ata/AN) na koncentraci kyseliny tiaprofenové v roztoku. Byla také vypoctena

rovnice kalibraéni ptimky a koeficient determinace R, ktery nabyl hodnoty 0,9996.

o
— 2,5 1
(2]
- 2,0 -
X
< 1,5 -
e
o
o L0 | y =0,0398x + 0,0206
- R?=0,9996
o
Ho] i
e 0.5
o
o
0,0 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
Koncentrace kyseliny tiapro

Obrazek 11: Graf zavislosti poméru ploch pikii standardu kyseliny tiaprofenové a
naproxenu (Ara/An) na koncentraci kyseliny tiaprofenové. Pouzité chromatograficke
podminky uvedeny na strané 57.
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432.Vypr acowpa@adcmi ne ksep omr ac i e n &Kyselinyo me r 0
tiaprofenoveée pomoci HPLC

4321. Vybér stacionarni a mobilni féaze

Pro separci enantiomert kyseliny tiaprofenové byly vyzkouseny dvé chiralni
kolony: Chiralcel OD-R, 0,46 cm X 25 cm (10 um) od spolec¢nosti Daicel na bazi
tris(3,5-dimethylfenylkarbamatu) celulozy a LiChroCART® 250-4 ChiraDex®
(5 pum) od spolecnosti Merck s kovalentné vazanym [-cyklodextrinem. Na obou
kolonach byly zkouSeny rizné mobilni faze uvedené v kapitole 4.2.4 s rGznou
pratokovou rychlosti. Pro analyzu byla nakonec vybrana celul6zova kolona Chiralcel
OD-R, 250 x 4,6 mm, (10 um). Na zaklad¢ poznatkd z literatury byla zvolena

mobilni faze sloZend z n-hexanu a propan-2-olu s piidavkem kyseliny octové.
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Obrazek 12: Chromatograficky zaznam separace enantiomeru kyseliny tiaprofenove
na koloné Chiralcel OD-R 250 % 4,6 mm, mobilni fdze

n-hexan : propan-2-ol : kyselina octova v poméru 94 : 6 : 0,1, prutok 0,5 ml/min.
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Nejlepsiho dé€leni enantiomerit bylo dosazeno pii poméru slozek
n-hexan : propan-2-ol : kyselina octova 94 : 6 : 0,1 (v/v/v) a pratoku 0,5 ml/min. Pfi
vysSim prutoku (0,8 a 1,0 ml/min) dochazelo sice ke zkraceni retencnich Cast, ale
zaroven k hors§i separaci enantiomert. ZvySenim pomeéru polarniho modifikatoru
(propan-2-olu) na 10 % objemu pii zachovani pritoku 0,5 ml/min doslo sice také
k rychlejsi eluci, opét ale vedlo ke snizeni rozliSeni mezi enantiomery. RozliSeni a

retencni Casy pii riznych podminkach jsou uvedeny v tabulkach ¢.

Tabulka 1 aTabulka 2.

Tabulka 1: Porovnani rozliseni a retencnich casu enantiomeru kyseliny tiaprofenoveé
v zavislosti na pritoku mobilni faze. Pomér slozek n-hexan : propan-2-ol : kyselina

octova byl 94 : 6 : 0,1 (v/v/v).

prutOI[(HrSZE;LT faze rozliseni (R) retencni Casy (tr) enantiomert [min]
0,5 1,17 28,28 30,72
0,8 0,64 20,63 22,11
1 0,42 14,94 16,03

Tabulka 2: Porovnani rozliSeni a retencnich casu enantiomerii kyseliny tiaprofenové
v zavislosti na poméru slozek mobilni faze pri konstantnim pritoku 0,5 ml/min.

pomér o “ . o [
n-hexan:propan-2-ol rozliSeni (R) reten¢ni Casy (tr) enantiomerti [min]
94:6 1,17 28,28 30,72
90:10 0,81 20,31 21,68
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433.Anal ybziaolvogi ckém materi al u

Pro analyzu kyseliny tiaprofenové v lidské plasmé bylo potieba nejprve
vzorek upravit, aby ho bylo mozné davkovat do chromatografického systému. Byly
zkouseny dvé metody upravy vzorku — deproteinace a extrakce kapalina-kapalina

(liquid-liquid extraction, LLE).

Pti deproteinaci byl jako precipitacni Cinidlo pro vysrazeni bilkovin pouzit

methanol. VytéZznost této metody byla v priméru 59,5 %.

Pti liquid-liquid extrakci byl jako extrakéni ¢inidlo vybran diethylether.

Vytéznost zde byla vyssi nez u deproteinace, ¢inila v praméru 98,9 %.

Analyza probihala na kolon¢ LiChroCART® 250-4 LiChrospher® 100 RP-18
(5 um) za pouziti mobilni fize o sloZeni acetonitril : vodny roztok KH>PO4

0,01 mol/l, pH 3,0; v poméru 40 : 60 (v/v).

Tabulka 3: Porovnani hodnot vytéznosti pri extrakci metodou deproteinace a
metodou liquid-liquid extrakce.

deproteinace LLE pomoci diethyletheru

1. 2. pridm 1. 2. 3. 4. pr dm

62,5% | 56,5% | 59,5% | 87,8% | 119,3% | 109,8 % | 78,9 % | 98,9%

Jako soucast analyzy byl také ptipraven kontrolni vzorek obsahujici pouze
extrakt z ¢isté plasmy. U chromatogramt na str. 66 je patrné, ze zadna slozka plasmy

neinterferovala s piky analyzovanych latek.
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Obrdazek 13: Chromatograficky zaznam kyseliny tiaprofenové a naproxenu po
extrakci z plasmy metodou LLE. Chromatografické podminky uvedeny na str. 65.
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Obrazek 14: Chromatograficky zaznam po extrakci cisté plasmy metodou LLE.
Chromatografickeé podminky uvedeny na str. 65.
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4331 Ovéfeni Ipilmesaméi ty v

Pro metodu liquid-liquid extrakce z plasmy bylo provedeno ovéfeni linearity.
Z vysledki byla sestrojena kalibra¢ni kiivka a vypodten koeficient determinace R>.

Pro porovnani byl tento postup proveden také s ¢isténou vodou namisto plasmy.

+~ 3,5 1
93,0 -
>
X
25 -
<
> 2,0 -
e
o y =0,0605x + 0,1277
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Obrazek 15: Graf zavislosti poméru ploch pikii kyseliny tiaprofenové a naproxenu
(A14/An) na koncentraci kyseliny tiaprofenové po liquid-liquid extrakci z plasmy.
Pouzité chromatografické podminky uvedeny na strané 65.
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Obrazek 16: Graf zavislosti pomeéru ploch pikii kyseliny tiaprofenové a naproxenu
(A14/An) na koncentraci kyseliny tiaprofenové po liquid-liquid extrakci z vody.
Pouzité chromatografické podminky uvedeny na strané 65.
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Tabulka 4: Hodnoty limitu detekce (LOD) a limitu kvantifikace (LOQ).

koncentrace k. pomér signalu k Sumu
LOD [pg/ml] LOQ [ug/ml]
tiaprofenové [ug/ml] (S/N)
0,180 2,72715736 0,198 0,660

Tabulka 5: Opakovatelnost nastiiku na trech koncentracnich urovnich po extrakci
z plasmy vyjadrena jako relativni smerodatna odchylka.

1. 2. 3. 4. 5. praimér | SD RSD

kyselina
tiaprofenova | 497754 490030 | 546128 | 551986 | 560261 | 529232 | 29304 | 5,54 %
10 pg/ml

naproxen

611180 | 605508 | 693049 | 649552 | 686537 | 649165 | 36528 | 5,63 %
25 pg/ml

kyselina
tiaprofenova | 543653 | 616344 | 622604 | 618812 | 614417 | 603166 | 29882 | 4,95 %
25 pg/ml

naproxen

411821419403 |422957 | 423226419239 (419329 | 4117 0,98 %
25 pg/ml

kyselina
tiaprofenova | 821123 | 817171 | 836984 | 807446 | 818131 |820171| 9578 | 1,17 %
40 pg/ml

naproxen

325742 1330737328762 |329287 340515331009 | 5024 |1,52 %
25 pg/ml
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Tabulka 6: Hodnoty vytéznosti a relativni smerodatné odchylky (RSD) na trech
koncentracnich urovnich po extrakci z plasmy.

pomér Ata/An ¢ [ug/ml] vytéznost RSD
0,814415 11,35 113,51 %
k. tiaprofenova 0,809287 11,27 112,66 %
10 pg/ml 0,788008 10,91 109,14 %
naproxen
25 pg/ml 0,849795 11,94 119,35 %
0,816068 11,38 113,78 %
primér 0,815515 11,37 113,69 % 2,89 %
1,390120 20,87 83,47 %
k' tiaprofenové 1,469575 22,18 88,72 %
25 pg/ml 1,472027 22,22 88,88 %
naproxen
25 pg/ml 1,462131 22,06 88,23 %
1,465553 22.11 88,45 %
primér 1,451881 21,89 87,55 % 2,35 %
2,520777 39,55 98,89 %
k. tiaprofenova 2,470758 38,73 96,82 %
40 pg/ml 2.545866 39.97 99.92 %
naproxen
25 pg/ml 2,452104 38,42 96,05 %
2,402628 37,60 94,01 %
primér 2,478427 38,85 97,14 % 2,16 %

Ziskané vysledky vyhovuji smérnici Evropské Iékové agentury pro validaci
bioanalytickych metod. Podle ni by méla spravnost (vyjadiend jako vytéZnost)
nabyvat hodnot &+ 15 % skutecné koncentrace a presnost (vyjadiena jako relativni

smérodatna odchylka) by neméla prekrodit 15 %.2
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5.Zav eér

V této diplomové praci byly vypracovany vhodné podminky pro stanoveni
kyseliny tiaprofenové pomoci HPLC a pro jeji izolaci z plasmy metodou extrakce
kapalina-kapalina. = Z n¢kolika  zkousenych kolon byla vybrana kolona
LiChroCART® 250-4 LiChrospher® 100 RP-18 (5 um) od spolecnosti Merck. Jako
vhodnéa mobilni faze byla zvolena smés acetonitril : vodny roztok KH2PO4 0,01 mol/l
o pH 3,00 v poméru 40 : 60 (v/v), pii prutoku 1 ml/min a teploté 22 °C. Na kolonu
bylo nasttikovano 50 pl vzorku a pro detekci byla pouzita vinova délka 263 nm. Pii
téchto podminkach se kyselina tiaprofenové eluovala v retenénim case 5,8 minut.

Jako optimalni vnitini standard byl vybran naproxen s retencnim ¢asem 7,2 minut.

Pro extrakci kyseliny tiaprofenové zplasmy byla vybrdna metoda
liquid-liquid extrakce s primérnou vytéznosti 98,9 %. Jako extrakéni organické
rozpoustédlo byl zvolen diethylether. Vzorky obsahujici 0,5 ml plasmy a standard
kyseliny tiaprofenové a naproxenu byly pted extrakei okyseleny pomoci 0,5 ml 10%
kyseliny chlorovodikové a nésledn¢ 10 minut protfepavany s 2 ml diethyletheru. Po
centrifugaci pii 5000 otackach/min po dobu 10 minut byla odebrana organické vrstva
a vysuSena plynnym dusikem. Extrakt byl rozpuStén ve zminéné mobilni fazi o
pomeéru slozek 50 : 50 (v/v) a analyzovédn za vySe uvedenych chromatografickych

podminek.

Dale byly nalezeny podminky pro separaci enantiomerti Kkyseliny
tiaprofenové, pro kterou byla zvolena kolona Chiralcel OD-R, 250 % 4,6 mm,
(10 ym) na bazi celulézy. Jako vhodnd se ukazala mobilni faze o slozeni
n-hexan : propan-2-ol : kyselina octovd v poméru 94 :6:0,1 (v/v/v) pii priutoku
0,5 ml/min a teploté 22 °C. Za téchto podminek byly reten¢ni ¢asy enantiomerti 28,3

a 30,7 minut a bylo dosazeno rozliseni 1,17.
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