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1 Uvod prace



1.1 Uvod prace

Hyperlipoproteinemia je momentalne jeden z najvacsich celosvetovych problémoch
hlavhe ekonomicky vyspelych krajin. Spdja sa s nfou Siroka paleta dalSich zdvainych
zdravotnych problémov (hlavne kardiovaskularnych), ktorym sa da predchadzat prave
pomocou prevencie aterapie hyperlipoproteinemie. Okrem nefarmakologickych
prostriedkov ako su spravne stravovacie navyky a zdravy Zivotny Styl, existuju samozrejme aj
farmakologické prostriedky, z ktorych si momentdlne najdélezZitejSie a aj najpouzivanejsie
statiny (inhibitory HMG-CoA reduktazy). Atorvastatin je v sic¢asnosti najpouzivanejSou latkou
z tejto skupiny lieéiv a patri aj medzi celosvetovo najpouzivanejsie latky vobec. Okrem
pozitivnych efektov ako su hlavne znizenie hladiny LDL a triglyceridov sa mozZu prejavit aj
negativne, medzi ktoré patria myopatia arabdominolyza. Tieto pomerne zdavainé
komplikacie sa prejavuju hlavne pri predavkovani uUéinnymi latkami, preto je skimanie
plazmatickych hladin tychto lieciv v popredi zaujmu analytickej chémie. Plazmatické hladiny
atorvastatinu sa pohybuju v jednotkach ng/ml [1], teda na ich analyzu su potrebné velmi
presné a citlivé metddy.

Vysokoucinna kvapalinova chromatografia je momentalne najrozsirenejsia separacna
analytickd metdda, ktord je pouzivana vo vsetkych liekopisoch vyspelych zemi. Pomocou
HPLC je mozné separovat prakticky akukolvek zmes latok a nasledne detekovat pomocou
Sirokej palety univerzalnych alebo selektivnych detektorov. Prave z tychto dovodov je tato
metdda Siroko pouZivana aj v analyze statinov.
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2.1 Ciel prace

Tato praca bola sucastou vacsieho projektu, ktorého ciefom bolo vyvinut vhodnu
metddu na stanovenie plazmatickych hladin atorvastatinu za uUcelom sledovania jeho
farmakokinetiky. Bolo teda potrebné vyvinut dostatocne citlivi metédu, pomocou ktorej by
bolo moZné stanovovat atorvastatin v koncentraciach ng/ml. UV-VIS detekcia nepostacuje na
takto citlivé stanovenie v biologickom materidli, pretoze molekula atorvastatinu
nedostatoéne absorbuje v UV-VIS oblasti. Jednoznaé¢nou volbou je MS detekcia, ktora je na
tento ucel dostatocne citliva, nie su pri nej Ziadne problémy s detekciou atorvastatinu a aj
jeho dvoch metabolitov a v neposlednom rade existuje niekolko publikovanych prac, ktoré
tuto problematiku pomocou HPLC-MS Uspesne rieSia. Nevyhodou je v3ak vysoka nakladnost
tejto metédy a to je prakticky hlavny dévod preco tato praca vznikla. Fluorescenény detektor
je na tento ucel dostatoéne citlivy a je finanéne daleko menej narocny ako MS detektor.
Metdéda HPLC-FD ma teda teoretické predpoklady na Uspesné a financne prijatelnejsie
rieSenie tohto problému. Molekula atorvastatinu vsak fluorescenciu nevykazuje, takie
ciefom tejto prace bolo vyvinat vhodny spdsob jej derivatizdcie a nasledne aj separacnu
metddu na stanovenie fluoreskujuceho derivatu atorvastatinu. Doposial nebola publikovana
Ziadna praca, ktora by tento problém riesila, preto bolo od zaciatku jasné, Ze sa bude jednat
o nelahku ulohu s neistym vysledkom.
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3.1 Kratko z histdrie kvapalinovej chromatografie

Kvapalinovad chromatografia bola objavena v roku 1901 ruskym botanikom Michailom
Semionoviéom Tswettom, ktory uskutoCnil separaciu farebnych pigmentov zo zelenych
listov na koldne naplnenej uhli¢itanom vapenatym. Termin ,,chromatografia“ prvy krat pouzil
vo svojom ¢lanku v roku 1906. Metdda sa vo svojich pociatkoch z roznych dévodov stretla so
skepsou vtedajsej vedeckej spoloc¢nosti, a tak sa dalSie Uspesné prace s touto metédou zacali
objavovat az v roku 1929, teda 10 rokov po Tswettovej smrti. [2] [3]

V zaciatkoch bol hlavnym kritériom modernej HPLC separacie tlak, a tak bola metdda
povodne nazyvand ,vysokotlakd kvapalinovd chromatografia“ (High Pressure Liquid
Chromatography - HPLC). Avsak to nebol korektny nazov, pretoze by sa mohlo zdat, ze
k zlepSeniu Ucinnosti dochadza primarne prave vdaka vysokému tlaku. V skutocnosti je ale
vysoka ucinnost vysledkom viacerych faktorov, ako su velmi malad velkost Castic, ktoré su
naplnené v uzkom distribuénom rozmedzi, jednotnd velkost pdérov aich distribucia,
vysokotlaké techniky pouZivané na napliovanie koldn, presny objem davkovania vzorky,
citlivost nizko objemovych detektorov a samozrejme pouZitie bezpulznych pump. Prirodzene
je treba vysoky tlak na udrzanie pozadovaného prietoku, avSak spatny tlak je skor negativny
faktor, ktory neprispieva kzlepseniu separacie. Preto je dnes technika nazyvana ako
,vysokoucinnd kvapalinova chromatografia“ (High Performance Liquid Chromatography).

3.2 Vysokouéinna kvapalinova chromatografia®

Vysokoucinna kvapalinovd chromatografia (High Performance Liquid Chromatography
-HPLC) je dnes jednou z najviac vyuZivanych analytickych technik. Chromatograficky proces
mbze byt definovany ako separacny proces, funguje na principe presunu hmoty medzi
stacionarnou a mobilnou fazou. Kvapalinova chromatografia vyuziva k separacii zloziek zmesi
pevnu fazu, ktoru predstavuje koldna naplnena sorbentom a kvapalni mobilnu fazu, ktora je
obycajne vhodne zvolenou zmesou rozpustadiel prislusnej polarity. Zlozky analyzovanej
zmesi, teda analyty, su najprv rozpustené vo vhodnom rozpustadle a potom nadavkované do
chromatografického systému za urcitého prietoku mobilnej fazy a pod vysokym tlakom.

Na chromatografickej koléne dochadza k deleniu zmesi na jednotlivé zlozky. Miera
rozdelenia zavisi na rozsahu interakcii jednotlivych zloZiek so stacionarnou fazou.
Staciondrna faza je definovana ako nepohyblivy materidl naplneny do chromatografickej
koldny. Interakcia analytu s mobilnou a stacionarnou fazou méze byt ovplyvnena zlozenim
jednak mobilnej fazy, ale aj pouzitim réznych typov stacionarnych faz v kolénach. Vysledkom

! kapitola 3.2 bola vypracovana zo zdroja [4]
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je velmi Siroké spektrum chromatografickych systémov aich schopnost separovat velké
mnozstvo chemickych zmesi.

Hlavnymi vyhodami HPLC teda su schopnost separovat, identifikovat (pomocou
Standardov alebo vhodného detektoru) a kvantifikovat latky roézneho koncentraéného
rozmedzia, polarity a prchavosti v priebehu jednej analyzy s vysokou citlivostou a moznostou
automatizacie.

3.2.1 Rozdelenie chromatografickych metéd

Chromatografické metddy je mozné rozdelit podla réznych hladisk. Najc¢astejsie su
delené podla nasledujucich piatich hladisk. [5]

- Povaha mobilnej fazy: plynova (GC), kvapalinova (LC)

- Sposob prevedenia: koldnova (stipcova), plodna (plodnd)

- Princip separacie: adsorpénad, rozdelovacia, ionovo vymenna, gélova, afinitna, chirdlna
- Pracovny postup: elu¢na (analyticka chr.), frontalna, vytesfiovacia

- U¢el: analyticka, preparativna

3.2.2 In§trumentalne vybavenie v kvapalinovej chromatografii

HPLC zostava na chromatografickl analyzu sa sklada z rezervoaru mobilnej fazy,
odplyriovacieho zariadenia, pumpy, injektoru, chromatografickej kolény (pripadne aj
predkoldny a viaccestného ventilu), detektoru a pocitaca na vyhodnotenie dat.

Hlavnou c¢astou chromatografického systému je analyticka koldna, v ktorej dochadza
k separacii latok obsiahnutych v analyzovanej zmesi. Stacionarna fdza je tvorenad
mikrometrovymi poréznymi €asticami, takze musi byt na pretlacenie mobilnej fazy kolénou
vyvinuty a udrzany stabilny prietok mobilnej fazy. Velky doraz je kladeny prave na stabilitu
prietoku, pretoze nekonstantny prietok by mal nepriaznivy dopad na analyzu. Z tohto
dovodu su pre HLPC vyuZivané vysokokvalitné bezpulzné pumpy, schopné pracovat bez
pulzov pri tlaku az 40 MPa avrozmedzi prietokovych rychlosti 0,1 — 10 ml/min.
V kvapalinovej chromatografii sa pouZivaju dva druhy ellcie, a to izokratickd a gradientova.

2 kapitola 3.2.2 bola vypracovana zo zdrojov [6], [7]
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Pri izokratickej elucii je po celi dobu analyzy pouzZivana mobilnd faza rovnakého zloZenia,
teda postacuje jedna pumpa. Pri gradientovej sa zloZenie meni pola gradientového
programu a z tohto dévodu je potrebné zapoijit az dve pumpy.

Proces analyzy sa zacina nastrekom vzorky na hlavu analytickej koldny. Vzorka sa do
systému zavadza vacsinou pomocou davkovacej smycky. Davkovat sa da bud manudlne
pomocou Hamiltonovej striekacky alebo automaticky pomocou automatického davkovaca
(autosampleru).

Separacia prebieha na analytickej koldne, cez ktoru je pumpovand mobilnd faza.
Kazda separovand zlozka eluuje ako uzky pds (pik) na zazname pocitaca. Pred analytickou
kolénou sa casto pouziva eSte predkoldéna, bud z dévodu zvySenia Zivotnosti analytickej
kolény (guard column), alebo z dévodu precistenia vzorky od kontaminantov, ktoré nie su pri
analyze Ziaduce (v spojeni z viaccestnym ventilom).

Pre lepsSiu reprodukovatelnost analyz sa ¢asto pouZiva termostatovany priestor pre
kolénu, pomocou ktorého sa da presne kontrolovat aktualna teplota analyzy a zarudit, Ze
analyza prebieha pri rovnakej teplote aj pri vykyvoch teploty v laboratériu. Taktiez je mozné
robit analyzy pri zvySenych teplotach.

Detekcia eluujucich zloZiek méze byt, bud univerzalna, alebo selektivna v zavislosti na
pouzitom detektore. Signal detektoru zodpovedajuci kaidej zlozke je zobrazeny na
obrazovke pocitaéa anazyva sa chromatogram. Chromatografické data sa zbieraju
a vyhodnocuju (integruju) pomocou pocitaca.

Obr.1: Schéma chromatografického systému([7]

vysolkotlake
terpadlo

zasobnik [
mobilni fize davkovaci ventil ii.(]_.i_t“i ;
s vymenitelnon smyvikou pofitad

HPLC kolona
deteltor 5
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3.2.2.1 Detektory v kvapalinovej chromatografii®

Dnesna analytickd chémia pozna mnoho druhov detekcie |atok a vela znich je
pouzitelnych v kvapalinovej chromatografii. Medzi hlavné poZiadavky na HPLC detektory
patria: vysoka citlivost, stabilita a reprodukovatelnost odozvy (nizka hladina Sumu a a driftu),
Siroky linedarny dynamicky rozsah, rychla odozva a minimdlny objem detekénej cely
(minimalizuje rozmyvanie chromatografickych zén). Detekéna cela musi byt skonstruovana
tak, aby sa eluované zény nemohli znovu zmiesat. TaktieZ je potrebné, aby detektor bol ¢o
najmenej ovplyvnitelny vonkajsimi vplyvmi, ako su: zmena teploty, typu rozpustadla a
prietokovej rychlosti. Detektor by mal byt dalej nastavitelny tak, aby sa odozva dala
optimalizovat pre rozne latky a mal by taktieZ byt nedestruktivny.

HPLC detektory mozu byt univerzalne alebo viac ¢i menej selektivne. Medzi najviac
pouzivané detektory patri UV-VIS detektor aje to vdaka jeho univerzadlnosti a pomerne
vysokej citlivosti, DAD (diode-array detektor), FD (fluorescenény detektor) a stale viac sa
rozsiruje pouzitie MS detektoru (hmotnostno-spektrometricky detektor) aj napriek jeho
pomerne vysokej cene v porovnani s ostatnymi detektormi. Elektrochemicky a fluorescencny
detektor patria medzi najselektivnejSie bezné detektory. Iba 10% organickych latok vykazuje
fluorescenciu, navy$e vyberom excitatnej a emisnej vinovej dizky, $pecifickej pre uréitu latku,
je moziné detekovat iba tuto vybranl latku bez vplyvu interferencii ostatnych latok.
Detektory je tiez mozné vhodne kombinovat, ¢o podporuje spolahlivost a poskytuje vacsiu
informacnu hodnotu analyzy, napr. spojenie UV a MS detektoru.

Ako uZ bolo uvedené, citlivost je jedna z najdélezitejSich vlastnosti detektoru
v kvapalinovej chromatografii. Je to miera schopnosti rozliSovat medzi malymi zmenami
v koncentrdcii analytu. V podstate ide o rozsah kalibracnej krivky. Zavisi tiez na Standardnej
odchylke merania. Cim va&si je rozsah kalibraénej krivky, tym vyssia je citlivost detektoru pre
urcitu latku. Vysoké fluktudcie merania vsak citlivost zmensuju.

Citlivost detektoru nie je minimdlne mnoiZstvo latky , ktoré moéze byt detekované.
Tato hodnota je silno zavisla od chromatografickych podmienok. Piky, ktoré si eluované na
pociatku chromatogramu, su obvykle ostré, naproti tomu piky eluované neskér mézu byt
rozmyté, a niekedy tak byva nelahké rozlisit ich od Sumu zakladnej linie.

Selektivita je dalSia ¢asto poZadovana vlastnost HPLC detektoru. Selektivny detektor
umozfiuje detekovat iba latky , ktoré si predmetom zaujmu, aj napriek tomu, Ze su eluované
spolo¢ne s mnoho dalsimi latkami.

3 kapitola 3.2.2.1 bola vypracovana zo zdrojov [6], [8]
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Fluorescencny detektor (FD)

Fluorescenény detektor je pouZitelny iba pre latky priamo fluoreskujice alebo pre
latky, ktoré vykazuju fluorescenciu po derivacii s vhodnym derivatizacnym cinidlom.
Fluorescencia je Specificky typ luminiscencie. Ak je dand molekula excitovand absorpciou
elektromagnetického Ziarenia poskytnutého vonkajSim zdrojom, vznikd excitovany
elektrénovy stav. U fluoreskujucich latok existuje excitovany stav iba urcitd dobu po
odstraneni vonkajSieho zdroja Ziarenia (1-10ns). Potom je prebytocna energia vyZiarend
formou emisného Ziarenia, ktorého intenzita je priamo Umerna koncentracii fluoreskujucej
zltceniny. Pri excitacii sa molekuly dostanu na vysSiu energeticku hladinu a pri navrate do
zakladného stavu sa Cast energie vyZiari tieZ vo forme tepla. Preto ma emitované Ziarenie
fluoreskujucich zligenin vidy vyssiu vinovu dizku (teda menej energie) ne? excitaéné Ziarenie
vyvolavajuce fotoluminiscenciu.

Zdroj Ziarenia je obvykle Xendnova lampa. Mobilna faza nesmie obsahovat zhasace
fluorescencie. Svetlo zo zdroja prechadza, bud interferencnym filtrom, alebo mriezkovym
monochromdatorom. Fluorescencia sa ndsledne meria v smere kolmom k lG¢u primdarneho
Ziarenia v rozmedzi 200 — 650 nm, pripadne pri vy$sich vinovych dizkach (aZz 900nm). Existuje
tieZz moznost fokusovat fluorescencné Ziarenie z viac smerov pomocou zrkadiel.

Obrovskou vyhodou fluorescencného detektoru je nizky pomer signdlu k Sumu,
vysoka citlivost (10° — 10" g/ml) a selektivita. Ak maju dve latky zhodné alebo velmi
podobné absorpéné spektrum, nemusia sa zhodovat ich emisné spektra, a to je podstatou
tejto vysoko selektivnej detekcie.

Obr.2: schéma fluorescencného detektoru [8], 1 - vybojka, 2 - excitacnd mriezka
(monochromdtor), 3 — Strbina, 4 — prietokovd cela, 5 — mikrosSoSovky, 6 — cut-off filter, 7 —
emisnd mrieZka (monochromadtor), 8 — fotondsobic.
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Ostatné detektory

Ako uZ bolo uvedené vyssSie asi najbeinejSie pouzivany detektor je UV-VIS detektor
a jeho vylepsena verzia DAD (diod array) alebo PDA (photo diod array), ktoré dokazu snimat
vjednom momente celé spektrum vinowych di?ok. Okrem beZného fluorescenéného
detektoru existuje aj modernejsi LIF detektor (Laser-induced Fluorescence d.), ktory sa lisi od
bezného FD tym, Ze na excitdciu pouZiva miesto xendnovej lampy laser. Dosahuje tak
o niekolko radov nizsie limity kvantifikacie a detekcie vdaka tomu, Ze laserovy IU¢ je mozZne
presnejSie fokusovat na mensiu celu.

Daldou vyznamnou skupinou detektorov su elektrochemické detektory.
Konduktometricky detektor je jednoduchy neselektivny, univerzadlny detektor, s oblubou
pouZivany v ibnovo-vymennej chromatografii. Principom je diferencidlne meranie vodivosti
mobilnej fazy pred a pri elucii analytu.

Potenciometrické detektory su v HPLC pouzZivané iba zriedka, hlavne z dovodu nizkej
reprodukovatelnosti. Naproti tomu ampérometrické detektory su najbeZznejSie pouzivané
elektrochemické detektory v HPLC. Preto je ¢asto krat pojmom ,elektrochemicka detekcia”
vyjadrovand detekcia ampérometrickd. Princip je zaloZeny na merani limitnych pradov,
vznikajucich pri oxidacii alebo redukcii latok.

Coulometrické detektory pracuju so schopnostou niektorych latok sa redukovat alebo
oxidovat v elektrickom poli. Pre svoju selektivitu awvysoku citlivost je pomerne casto
vyuzivany v HPLC. CoulArray detektor je coulometricky detektor s elektrédovym polom, teda
je podobny DAD detektoru pri UV-VIS detekcii. Je to vysoko citlivy a selektivny detektor.

Medzi najdokonalejSie detektory patria Evaporative Light Scatering detektor
(ELSD), Charged Aerosol detektor (CAD) ardzne druhy hmotnostno spektrometrickych
detektorov (MS), ktoré su Specifické tym, Ze okrem udajov z chromatogramu poskytuju aj
udaje o identite analyzovanych latok. Jedna sa o viac univerzalne detektory, ktoré pracuju na
zlozZitejsSich principoch.
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3.2.2.2 Systém prepinania kolén (column-switching configuration)®

Systém prepinania koldén je vyuzivany v pripadoch ked vzorka obsahuje vela
interferujucich latok a necistot (derivatizatné reakcie, analyza vzoriek obsahujucich
biologicki matricu), ktoré je potrebné odstranit alebo v pripadoch ked nie je mozné zmes
latok dokonale separovat pouzitim jednej koldny a jednej mobilnej fazy. Od bezného HPLC
usporiadania sa odliSuje tym, Ze do systému je pridand predkoléna (primdrna
koléna), Sestcestny ventil (pripadne aj viaccestny) a pridavna pumpa (obr.3). Extrakéna
predkoléna sluzi na extrakciu a koncentraciu analytu. Na analytickej predkoléne prebieha
separdcia latok, ktoré su v zavislosti na ¢ase prepnutia ventilu smerované do odpadu alebo
na sekunddarnu analytickd koldnu. Ventil smeruje na predkolénu extrakénd alebo analyticku
mobilnu fazu. V pozicii A je vzorka z autosampleru nanesena extrakénou mobilnou fazou na
predkoldnu, kde prebieha prva separacia vzorky, pricom extrakénd mobilnd faza je vedena
do odpadu (v pripade, Ze je potrebné vediet aj obsah extrakénej mobilnej fazy po prechode
predkolénou moze byt pouZity detektor aj na tomto mieste). Po extrakcii sa ventil prepne do
polohy B. Na obrazku 3 je znazornené zapojenie backflush, teda analytickd mobilna faza
preteka predkolénou opaénym smerom ako extrakéna. Pri zapojeni straightflush je
analytickd mobilnd faza pumpovana na predkoldnu v tom istom smere ako extrakénd. Po
tom ¢o su analyty z predkoldny eluované na analytickd koldnu, je ventil pat prepnuty do
polohy A, a tak predkoléna mdze byt opatovne kondiciovana este pocas priebehu samotnej
analyzy. Tymto spdésobom je pomocou predkoléony odstraneny zo vzorky vysokomolekuldrny
biologicky (pripadne iny neZiaduci) materidl a na analytickd kolénu su zavaddzané iba nizko
molekuldrne analyty.

Prepinaci ventil dovoluje pouZitie réznych kombinacii koldn, nosi¢ov a/alebo
detektorov, ktoré svojou spolupracou prispievaju k selektivite systému. Termin ,column-
switching” v najSirSom zmysle zahriiuje vSetky techniky, v ktorych dochadza kriadenej
zmene toku mobilnej fazy prepinacim ventilom (ventilmi) tak, Ze vytok z primarnej koldny do
kolény sekundarnej prebehne za urcitl ¢asovu periddu. Teoreticky systém mdze obsahovat
neobmedzeny pocet koldn a prepinacich ventilov. V praxi, z dévodov zachovania maximalne;j
separacnej ucinnosti, je situdcia daleko zlozitejsia. Prepinanie ventilov sa v dnesnej dobe
vykonava vyhradne automaticky spinacdom. PredovSetkym sa pouziva elektronicky
kontrolovany ventil, umoznujuci plna automatizaciu chromatografického systému, zvysenie
rychlosti a pracovnej vykonnosti HPLC systému.

Hlavné vyhody tejto metddy teda su: znizena narocnost a ¢as potrebny na pripravu
vzoriek obsahujucich biologickl matricu a znaéné zvysenie Zivotnosti analytickych koldn,
zvySenie vykonnosti HPLC systému.

4 kapitola 3.2.2.2 bola vypracovana zo zdroja [9]
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Obr.3: chromatograficky systém s column-switching konfigurdciou pouZitou v tejto prdci
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3.3 Charakteristiky chromatografického procesu’

Chromatograficky proces je vo svojej podstate postupné, opakované, mnohondsobné
ustalovanie rovnovainych stavov delenych latok medzi dvomi fazami chromatografického
systému. Nepohybliva faza systému sa nazyva stacionarna, pohybliva zlozka je mobilna.
K separacii latok dochadza ich interakciami so stacionarnou a mobilnou fazou, pricom zalezi
na afinite chemickych latok k jednotlivym fazam.

Vysledny zaznam separdcie sa nazyva chromatogram. Jednotlivé chromatografické
piky maju gaussovsky tvar a mézu byt definované retenénym ¢asom (tg), ako kvalitativnym
ukazovatelom, plochou piku (A) alebo vyskou piku (h), ako kvantitativnymi ukazovatelmi,
a dalej Sirkou piku v polovi¢nej vyske (wy) alebo Sirkou piku medzi bodmi inflexie (w;) — obr.5.

Hlavnymi ukazovatelmi kvality chromatografického systému su Ucinnost, selektivita
a kapacita. Podrobnosti budu uvedené dalej.

tr

Obr.5: Zndzornenie charakteristik chromatografického piku

3.3.1 Retencné charakteristiky

Retencny c¢as a objem

Meranie retencie v elu¢nej chromatografii moze byt vyjadrené retenénym casom (tg)
priamo definovanym ako vzdialenost pozdi? zakladnej linie od bodu nastreku ku kolmici

> kapitoly 3.3 a 3.3.1 boli vypracované zo zdrojov [4], [6], [10]
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spustenej zvrcholu piku odpovedajuceho danej latke. Retencny cas je v kvapalinovej
chromatografii dolezZitou kvalitativnou charakteristikou latky. Z retenéného ¢asu méze byt
vypocitany retencny objem (VR) podla vzorca:

VR=tR.v
tg — retencny cas

v — prietokova rychlost mobilnej fazy

Kapacitny faktor k‘ (Hmotnostny distribu¢ny pomer alebo retencny faktor k*)

Kapacitny faktor popisuje retenciu latky na analytickej koldne. Vyjadruje mieru
separacie latky od mftveho retenéného €asu. Cim vysdia je jeho hodnota, tym viac je latka
zadrzovana na koldne, eluuje neskor a tym lepsie je teda oddelena od mrtveho retenéného
casu.

_ mnodstvo ldtky rozpustne v 5P Ve
mnoZstva ldiky rozpustng v MP ' Vie

SP —stacionarna faza

MP — mobilna faza

K. — rovnovazny distribu¢ny koeficient (distribu¢na konstanta)
Vs — objem stacionarnej fazy

Vm — objem mobilnej fazy

Kapacitny faktor zlozky moze byt urcéeny taktieZ z chromatogramu s pouZzitim vzorca:

tg — retenény &as (alebo objem), teda vzdialenost pozdi? zakladnej linie od bodu néstreku po
kolmicu spustenu z vrcholu piku zodpovedajicemu danej zlozke

tw — mrtvy Cas (alebo objem), teda vzdialenost pozdi? zakladnej linie od bodu nastreku ku
kolmici spustenej z vrcholu piku zodpovedajucemu nezadrzovanej zlozke
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Relativna retencia

Relativna retencia sa vypocita zo vzorca:

- Lro — by

fRl - fM
tro — retenény cas sledovaného piku
tr1 — retenény cas referencného piku

tm — mrtvy retenény ¢as

3.3.2 Uginnost chromatografického systému®

Van Deemterova tedria o ucinnosti chromatografického systému

Dynamickd Van Deemterova tedria umozniuje popisat deje, ktoré prispievaju
k rozmyvaniu zén separovanych latok. V roku 1956 predstavil J.J. Van Deemter rovnice
popisujuce vztahy pre jednotlivé procesy ovplyviujlice rozsirovanie chromatografickych zén
a vyjadril taktiez zavislost Ucinnosti (HETP, H) na prietokovej rychlosti.

P6vodne boli tieto zakonitosti popisané iba pre plynovd chromatografiu (GC), ale
uvedené fyzikdlne javy su rovnaké aj v kvapalinovej chromatografii. Rovnice odvodené pre
GC su teda vhodné aj pre aplikaciu v kvapalinovej chromatografii. V pévodnej interpretacii je
rozSirovanie chromatografickej zony dané tromi nezavislymi aditivnymi procesmi:

- virivou diflziou analytu v mobilnej faze pri priechode naplfiou kolény
- molekuldrnou difuziou analytu v mobilnej faze

- odporom proti prenosu hmoty medzi mobilnou a stacionarnou fazou

Tato interpretdcia dobre vystihuje podmienky plynovej a kvapalinovej chromatografie
s pouzitim naplriovych koldn. Vyskovy ekvivalent teoretického poschodia sa da vyjadrit ako
sucet Ciastocnych prispevkov:

H=H,+Hg+Hpn

6 kapitola 3.3.2 bola vypracovana zo zdrojov [4], [6], [7], [10]
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H — vyskovy ekvivalent teoretického poschodia
Hp — prispevok virivej difuzie k H
Hg — prispevok molekularnej difazie analytu k H

Hm — prispevok odporu proti prenosu hmoty k H

Virivd difuzia analytu v mobilnej faze pri priechode ndplriou kolony

Tento prispevok suvisi s nehomogenitou staciondrnej fazy. Mobilnd faza pruadi
v SirSich kanalikoch rychlejSie ako v kanalikoch uZsich. Molekuly prechadzajice réznymi
kanalikmi postupuju r6znou rychlostou. Prispevok virivej difiizie k rozmytiu zdn je zavisly iba
na rozmeroch ¢astic a na pravidelnosti usporiadania naplne koldny.

Prispevok je mozné vyjadrit tvarom:

Hp=2}\.dp=A

A — koeficient nerovnomerného plnenia chromatografickej kolédny
dp — velkost Castic naplne kolény

A — konstantny ¢len Van Deemterovej rovnice

Hodnota dp klesa so zmenSovanim sa castic ndplne, avSak hodnota A vzrasta.
Koeficient A zavisi na distribucii velkosti ¢astic. Cim uZsia je tato distribucia, tym mensia je A
a taktieZz narast spatného tlaku na koléne. U naplfiovych koldn nie je moiné ¢len A Van
Deemterovej rovnice eliminovat, naopak u kapilarnych koldn tento ¢len odpada. Z tohto
vztahu jasne vyplyva, Ze ucéinnost analytickej kolony vzrasta so zmensujucim sa priemerom
Castic, ako je to ukazané na obrazku 6.

Molekulova difuzia v mobilnej faze

Molekuly latky difunduju z miesta s vy$Sou koncentraciou do miesta s koncentraciou
nizSou. Molekuly sa takto pohybuju v smere, aj proti smeru toku mobilnej fazy. Molekulova
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difuzia je popisand Fickovymi zdkonmi. Difaziu ovplyviiuje hlavne difuzny koeficient D,
Molekulova difuzia sa uplatriuje obzvlast pri malych prietokovych rychlostiach.

Prispevok molekulovej difuzie k rozmytiu zén je dany vztahom:

Hg=2y.Dm/Vv

v — korekény faktor charakterizujuci tvar kandlikov v naplni kolény
v — prietokova rychlost mobilnej fazy

D, — difuzny koeficient

Z vyssie uvedenej rovnice je jasné, ze s vySSim prietokom mobilnej fazy sa vplyv
difuzie znizuje. Prispevok molekulovej difuzie krozmytiu zén je velky v plynovej
chromatografii pri malom prietoku nosného plynu. Pri hodnotdch prietoku mobilnej fazy
beznych v kvapalinovej chromatografii je vSak prispevok molekulovej difuzie zanedbatelny.

Odpor proti prenosu hmoty

Prenos hmoty je najspornejSim parametrom. Je to v podstate kombinacia dvoch
vplyvov: adsorpcnej kinetiky a prenosu hmoty vo vnutri astice. Adsorpcna kinetika je takmer
zanedbatelnd. Rychlost prenosu hmoty medzi fazami je teda urcovana hlavne difaziou
analytu v staciondrnej faze alebo v stagnantnej mobilnej faze v pdéroch nosi¢a. Rychlost
prenosu hmoty je taktiez zdvisla na tvare avelkosti zfn naplne ana hrubke vrstvy
staciondrnej fazy. Prispevok odporu proti prenosu hmoty k rozmytiu zén sa da popisat
vztahom:

Hum = w.dpz/Dm.v
w — koeficient zavisly na distribucii velkosti Castic, tvare Castic a taktiez distribucii porov
dp— velkost ¢astic ndplne koldny
D, — difuzny koeficient analytu v mobilnej faze

v — prietokova rychlost mobilnej fazy
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Alternativny sposob vyjadrenie je:
Hu=(Cu+GCs).v
Cm — konstanta zavisla na difuznom koeficiente analytu v mobilnej faze
Cs — konstanta zavisla na difuznom koeficiente analytu v stacionarnej faze

v — prietokova rychlost mobilnej fazy

Celkové rozmytie z6n je teda moziné vyjadrit nizSie uvedenou sthrnnou rovnicou.
Vplyv velkosti ¢astic na Géinnost chromatografického systému sa da posudit podla Obr.6.

H=2\d, + 2,.Dpn/V +w.d,*/Dpn.v

Obr.6: Van Deemterové krivky — zdvislost ucinnosti (HETP) na linedrnom prietoku, vplyv
velkosti ¢astic staciondrnej fazy [6]
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Obr.7: Zavislost vyskového ekvivalentu teoretického poschodia (H) na linedrnej prietokovej
rychlosti (v). [7]
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Ucinnost koldny a zdanlivy pocet teoretickych poschodi

U¢innost kolény (zdanlivd) mdZe byt vypocitand ako zdanlivy pocet teoretickych
poschodi (N) analytickej koldony z dat ziskanych v zavislosti na technike za podmienok
izotermickych, izokratickych alebo izopyknickych. PouzZije sa nasledovny vzorec, v ktorom
hodnoty tg aw, musia byt vyjadrené vrovnakych jednotkich (¢asu, objemu alebo
vzdialenosti):

2

N=554] e
]|

tg — retenény Cas (alebo objem), teda vzdialenost pozdi? zékladnej linie od bodu nastreku ku
kolmici spustenej z vrcholu piku zodpovedajiceho danej zlozke

whp, — Sirka piku v polovici jeho vysky

Zdanlivy pocet teoretickych poschodi sa meni so stanovovanou zlozkou, koldnou
(vplyv dizky, priemeru koldny avelkosti Castic) asretenénym &asom. VAE&i pocet
teoretickych poschodi N znamena vyssiu Uéinnost analytickej kolény. PretoZze parameter N je
silno ovplyvneny dizkou kolény, pre porovnanie G&innosti analytickych kolén je lepsie
pouzivat parameter H (vySkovy ekvivalent teoretického poschodia).

Vyskovy ekvivalent teoretického poschodia

Vedla poctu teoretickych poschodi (N) sa ako parameter vyjadrujuci ucinnost kolény
pouziva vySkovy ekvivalent teoretického poschodia H [um], nazyvany tiez HEPT (Height
Equivalent to a Theoretical Plate). KedZe zavislost vyskového ekvivalentu teoretického
poschodia H na pocte teoretickych poschodi N je zavislost nepriamo Umerna, mensia
hodnota H znamend vysSiu ucinnost analytickej koldny. Pri posudzovani Gcinnosti
chromatografického systému je teda doleZité si uvedomit, ktory z parametrov je prave
pouzity pre porovnanie.

N — pocet teoretickych poschodi

| — di?ka analytickej koldny [pum]
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3.3.3 Selektivita chromatografického systému’

Rozlisenie

Rozlisenie (RS) je mierou separdcie medzi pikmi dvoch zloZiek, ktoré maju podobnu
vySku. RozliSenie vacsie ako 1,5 zodpoveda rozdeleniu piku na zakladnej linii. Tato hodnota je
také minimadlne rozliSenie, ktoré akceptuju liekopisy pre splnenie poziadavkou SST (System
Suitability Test). Pre piky, ktoré sa vzajomne znacne liSia svojimi vySkami, nemusi byt tento
uvedeny vzorec vhodny pre vypocet:

_ng'(rﬂz_rm)

RS

tr2 > tre
tr1 a try — retencné casy

Wh1 @ Wha — Sirky pikov v polovi¢nej vyske

Selektivita

Selektivita a sa najcastejSie vyjadruje ako pomer kapacitnych faktorov pikov
susediacich latok v chromatograme. Mé6ze byt vyjadrena taktiez ako pomer retencénych
objemov susediacich latok chromatogramu. Je Ziaduce, aby hodnota parametru a bola
vysoka. Selektivita chromatografického systému sa vypocita zo vztahu:

b _ V=T

k, Va, =72

k1, ko — kapacitné faktory dvoch susediacich pikov
Vo —retenény objem v mrtvom retenénom ¢ase, mrtvy retenény objem

V1, Vr2 — retencné objemy susediacich latok v chromatograme

7 kapitola 3.3.3 bola vypracovand zo zdrojov [6], [10]
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3.3.4 Ostatné charakteristiky chromatografického procesu®

Faktor symetrie

Faktor symetrie je parameter popisujuci symetriu chromatografického piku. Jeho
hodnota je délezitd z hladiska spravnej a reprodukovatelnej integrdcie piku a v désledku
toho ziskania spravnych a kvalitnych dat na analyzu. Hodnota faktoru symetrie 1,0 znamena
Uplnd, teda idealnu symetriu piku. Hodnoty faktoru symetrie piku vyssie ako 1,0 znamenaju
tzv. ,tailing” alebo ,chvostovanie” piku. Naopak, hodnoty faktoru symetrie nizSie ako 1,0
znamenaju tzv. ,fronting” alebo ,frontovanie”. Hodnoty faktoru symetrie akceptované pre
poziadavky liekopisov pre splnenie SST musia byt v rozmedzi 0,8 — 1,5. Faktor asymetrie piku
(AS) (nazyvany tiez ako faktor chvostovania piku) sa vypocita zo vzorca:

~ Wo s

¥ ood

Wo,05 — Sirku piku v 1/20 jeho vysky

d — vzdialenost medzi kolmicou spustenou z vrcholu piku a vzostupnou castou piku v 1/20
jeho vysky — Obr.8

Obr.8: urcenie faktoru symetrie piku [10]

W —]

8 kapitola 3.3.4 bola vypracovana zo zdrojov [6], [10]
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Pomer signdlu k sumu

Pomer signdlu k Sumu (S/N), ktory ovplyvriuje presnost stanovenia obsahu zloZiek, sa
pouziva hlavne k vypoctom parametrov citlivosti chromatografickeho systému, a to limitu
detekcie a limitu kvantifikacie. Vypocdita sa zo vzorca:

H — vyska piku zodpovedajuceho danej latke na chromatograme predpisaného roztoku
merana od vrcholu piku k extrapolovanej zakladnej linii signalu, ktory sa sleduje vo
vzdialenosti rovnej dvadsat nasobku Sirky piku v polovici jeho vysky

h — rozpatie Sumu pozadia na chromatograme ziskanom pri slepej skuske (vpravena vzorka
placeba farmaceutického pripravku) zaznamendvana na vzdialenosti rovnej dvadsat nasobku
Sirky piku v polovici jeho vysky na chromatograme predpisaného roztoku, a to pokial mozno
rovnomerne na obe strany od miest, kde by sa mal nachadzat sledovany pik

Obr.9: uréenie pomeru signdlu k sumu [10]
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Pomer vysky piku k sedlu

Pokial stanovovand necistota nie je Uplne oddelena od analyzovanej latky predpisuju

liekopisy (CL 2002), ako kritérium sposobilosti systému pre niektoré skusky, parameter
»,pomer vysky s sedlu” (p/v):

evve

nad extrapolovanou zakladnou liniou.

Obr.10: urcenie pomeru vysky piku k sedlu [10]
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3.4 Derivatizaéné reakcie v HPLC®

Derivatizaéné reakcie vedulce ktvorbe detekovatelnych derivatov v oblasti HPLC
mobzeme rozdelit do niekolko skupin:

1. derivaty vhodné k detekcii v oblasti UV-VIS spektra
2. derivaty vhodné k detekcii fluorimetrickej

3. derivaty vhodné k detekcii rddiochemicke;j

4. derivaty vhodné k detekcii elektrochemickej

5. derivaty vhodné k detekcii atdbmovou absorpcnou spektrofotometriou

Dalej budu rozoberané iba derivatizaéné ¢inidla pre fluorimetricki detekciu latok
s karboxylovou skupinou.

3.4.1 Derivatizacia karboxylovej skupiny pre fluorimetricku detekciu

Derivatizacia karboxylu je dolezitd hlavne pri stanoveni mastnych kyselin,
dikarboxylovych kyselin a dalSich organickych kyselin, medzi ktoré patria aj statiny vo forme
s otvorenym laktonovym retazcom. Ako derivatiza¢né Cinidld sa najcastejSie pouZivaju
derivaty 4-bromometylkumarinu.

4-Bromomethyl-7-methoxykumarin (BrMC)

Toto ¢inidlo reaguje s karboxylovymi kyselinami obycajne v acetdnovom prostredi za
pridavku uhli¢itanu draselného alebo katalyzou pomocou crown-etherov. Derivaty
v metanole alebo v zmesi matanol-voda sa excituju Ziarenim s vinovou dizkou 323 a7 325 nm
a emituju Ziarenie priblizne od 395 do 402 nm. Miesto uhli¢itanu sodného sa méze pouzit
KOH alebo Li,CO;. Derivaty su nestabilné na svetle, preto je nutné ich pripravovat
a uchovavat vtme. Ako dalSie ¢inidlda podobné BrMC sa pouzivaju 4-bromometyl-6,7-
dimetoxykumarin (BrDMC) a 4-bromometyl-7-acetoxykumarin.

° kapitoly 3.4 a 3.4.1 bol vypracované zo zdroja [8]
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Obr.11: reakcia BrMC s karboxylom

crown-sther

1-bromacetylpyren

S L -

1-bromacetylpyren v acetonitrile v alkalickom prostredi trietylaminu za pritomnosti

kryptofixu K-222 poskytuje [8] alebo v pritomnosti draselnej soli za katalyzy crownetherom

[11] poskutuje fluoreskujici derivat pyrenacylesteru s emisnou vinovou dizkou 420 nm

a excitac¢nou vinovou dlzkou 360 nm.

Obr.12: reakcia 1-bromacetylpyrenu s karboxylom

1]
n ..
+ E=—0C=—0" Ha

1-EAP

(E-222, TEL)
S ———
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9-anthryldiazometan

Z dalsich moZnych esterifikacnych reakcii ja vyuZivand reakcia karboxylu
s diazometanom. Ako cinidlo sa poziva 9-anthryldiazometan, pricom vznika fluoreskujuci
derivat s excitacnym maximom pri 365 nm a emisnym maximom 418nm. Cinidlo bolo pouZité
na stanovenie rady karboxylovych kyselin.

Obr.13: reakcia 9-anthryldiazometanu s karboxylom
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3.5 Statiny

Jednd sa o skupinu liekov, ktord znizuje mnozstvo cholesterolu v krvi prostrednictvom
inhibicie  HMG-CoA-reduktdzy. Limitujicou reakciou syntézy cholesterolu je premena
aktivovanej kyseliny 3-hydroxy-3-metylglutarovej (HMG-CoA) na kyselinu mevalénovu. Tuto
reakciu katalyzuje prave HMG-CoA-reduktdza lokalizovana v hladkom endoplazmatickom
retikulu hapatocytov a da sa preukazat aj v inych tkanivach. Latky, ktoré obsahuju skupiny
Strukturdlne podobné substratu, mozu tento enzym inhibovat. Inhibicia reduktazy znizi
syntézu cholesterolu, a to vyvold zmnoZenie LDL-receptorov v hepatocytoch, takZe sa LDL-
cholesterol vychytdva z krvi vo zvySenej miere. Hepatocyty zrejme vychytavaju aj IDL Castice.
Takto sa urychli elimindcia Castic LDL, a aj ich produkcia, ktorej znizenie moze dosiahnut az
40%. Koncentrdcia HDL obvykle mierne stupne (az o 15%) a koncentracia triglyceridov klesne
az 025%. Tento priaznivy ucinok liecby vsak nejde ocakavat u pacientov s homozygotnou
familiarnou hypercholesterolémiou, pretoZe pri tejto dedic¢nej chorobe sa nemdzu tvorit
funkcie schopné LDL-receptory.

Prvé na trh uvedené inhibitory lovastatin a simvastatin su predstupne, z ktorych sa po
perordlnom podani v peceni vytvori vlastna ucinna latka otvorenim lakténového kruhu.
Pravastatin a dalSie novsie latky predstavuju lieciva uz v Ucinnej forme, teda s otvorenym
lakténovym kruhom.

Zatial ¢o doteraz menované latky si mikrobidlneho povodu, je fluvastatin synteticka
latka, ktorej systém jadier sa od predchddzajucich |atok znacne Ilisi. To isté plati
o atorvastatine a cerivastatine. Obsahuju tak ako pravastatin ,otvoreny” laktédnovy kruh
a predstavuju teda uz Gcinnd latku lieciva. [12]

3.5.1 Atorvastatin

Po podani 20mg 14 atorvastatinu bolo detekovanych niekolko metabolitov v plazme,
moci a stolici. Plazmaticky polc¢as atorvastatinu bol 12,6 hodin, plazmaticky polcas
ekvivalentov atorvastatinu bol 30 hodin a ich radioaktivita bola 62,5 hodin, ¢o nasved¢uje
pritomnost dlhodobych neaktivnych metabolitov. Po inkubdcii v mysich, psich a udskych
mikrozémoch sa tvori ortho a para-hydroxyatorvastatin. V priebehu S$tudii in vitro na
pecenovych mikrozdmoch neboli najdené Ziadne iné metabolity. Oba metabolity maju
porovnatelny efekt na inhibiciu HMG-CoA-reduktdzy ako atorvastatin. Pri inkubacii
s fudskymi hepatocytmi sa vytvoril dalsi vedlajsi B-oxidovany neaktivny metabolit. Ziadny
zizolovanych primarnych metabolitov nebol neskdér metabolizovany enzymami CYP.
Z enzymov CYP1A1, 1A2, 2A6, 2B6, 2E1, a 3A4, iba CYP3A4 metabolizuje atorvastatin na dva
hlavné metabolity ortho a para-hydroxyatorvastatin. Orthohydroxyatorvastatin bol tvoreny
desatkrat rychlejsie ako parahydroxyatorvastatin. Specifické CYP inhibitory fyrafylin
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(CYP1A2), sulfafenazol (CYP2C9), chinidin (CYP2D6) a diethyldithiokarbamat (CYP2E1) zlyhali
v inhibicii metabolizmu atorvastatinu. Progestagen a ethinylestradiol, oba S3pecifické
inhibitory CYP3A4, znizili tvorbu metabolitov 0 90 a 60%. Ztohto dbévodu je CYP3A4
pokladany za hlavnu metabolickd cestu atorvastatinu. Tieto dva hlavné metabolity sa taktiez
tvorili pri inkubacii s intestindlnymi mikrozoémami, preto sa predpoklada rofa CYP3A4
zavislého intestindlneho metabolizmu a liekovych interakcii v suvislosti s biologickou
dostupnostou po peroralnom podani. [13]

Obr.14: atoravastatinum calcium

A orvastatin

Obr.15: priestorové zobrazenie molekuly atorvastatinu
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4 Prakticka cast
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4.1 Pouzité chemikalie

Acetonitril HPLC gradient grade (Sigma Aldrich, Praha, Ceska Republika)
Uhli¢itan draselny bezvody p.a. (Balex, Pardubice-Rosice n.L., Ceska Republika)
Metanol (Sigma Aldrich, Praha, Ceska Republika)

Kys. Fosfore¢na (Sigma Aldrich, Praha, Ceska Republika)

18-crown-6-ether (Sigma Aldrich, Praha, Ceskd Republika)
N,N-dimethylformamid (Sigma Aldrich, Praha, Ceskd Republika)
4-bromomethyl-6,7-dimethoxycoumarin (Sigma Aldrich, Praha, Ceska Republika)
1-bromoacethylpyren (Sigma Aldrich, Praha, Ceskd Republika)
9-anthryldiazomethan (Sigma Aldrich, Praha, Ceskd Republika)

Torvacard ® 20mg (Zentiva, Dolni Mécholupy, Ceskd Republika)
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4.2 Pouzité roztoky

Priprava roztoku atorvastatinu

Jedna tableta TORVACARDu 20 bola rozpustena v 50ml odmernej banke v metanole
a nasledne centrifugovana 30 minut. Tableta obsahuje 20mg atorvastatinum kalcium.
Koncentracia roztoku je teda 400upg/ml. Dalej bol roztok prefiltrovany, aby bol zbaveny
tabletoviny. Takto pripravenu vzorku bolo mozné skladovat v chladnicke po dobu tyzdna.

PretoZe atorvastatin je v tablete ako vapenata sol (Ca*? tvori s atorvastatinom dimér),
bolo nutné previest SPE extrakciu, aby sme ziskali monomér atorvastatinu. Uspesnost SPE
extrakcie, a teda pritomnost monoméru bola preukdzana pomocou MS.

SPE Extrakcia prevedend na koldnke SUPELCO DSC-18LT

Kolédnka bola kondiciovana 1ml etanolu a nasledne 1ml kyseliny fosforecnej 0,085%.
Po kondicionacii bol naneseny 1ml roztoku atorvastatinu, zriedeny s HsPO4 v pomere 9:1
(okysleny neionizovany atorvastatin sa lepSie zadrzuje na kolénke). Kolénka bola premyta
1ml vody a prefiknutd, aby sa voda z nej odstranila. Nakoniec bol atorvastatin eluovany
z kolénky dvakrat 0,9ml acetonitrilu. PretoZze sme nanasali 900ul metanolového roztoku
a eluovali sme 1800ul acetonitrilu, ziskali sme roztok atorvastatinu v acetonitrile
o koncentracii 200ug/ml.

Priprava vzorky

Do banky sme navazili 3mg K,COs3 a pridali 90ul vody, aby sa uhlicitan dobre rozpustil.
Pridali sme 510ul atorvastatinu (po SPE) a odparili na vdkuovej odparke do sucha. Po
odpareni sme pridali 500ul roztoku 18-CE-6 (crownether) v N,N-dimethylformamide
s koncentraciou 100mM  ahned  potom  500ul roztoku 4-bromomethyl-6,7-
dimethoxycoumarinu v N,N-dimethylformamide s koncentraciou 100mM. Vzorku sme
nechali inkubovat v tme pri 40°C po dobu 15 minut.

Po inkubdcii bol roztok nariedeny 1000 krat. Vysledna koncentracia vzorku je
priblizne 102ng/ml.
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Priprava slepej vzorky

Prebiehala identicky ako priprava vzorku atorvastatinu s tym rozdielom, Ze miesto

roztoku atorvastatinu po SPE bol pridavany cisty acetonitril.

4.3 Pouzité pristroje a vybavenie

HPLC systém: Shimadzu
pumpy: LC-10ADVP
degasser: DGU-14A
autosampler: SIL-HT
column oven: CTO - 10AC VP
fluorescencny detektor: RF-10A XL
Koldna: Discovery C18 (5um), Supelco
Predkoléna: LiChroCART, LiChrospher RP-18 ADS, Merck
Analytické vahy: Sartorius 2004 MP
Ultrazvukova vanicka : Bandelin Sonore Digitex, Berlin

Susiaren: Memmert, model 200, Schwabach, Nemecko
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5 Prevedenie a vysledky
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5.1 Uvod

Doteraz neexistuje Ziadna prdca, ktora by sa touto metédou analyzy atorvastatinu
zaoberala. UV-VIS detekcia nie je dostatocne citliva pre detekciu hladin atorvastatinu
v plazme za ucelom sledovania farmakokinetiky, preto je potreba zvolit iny sp6sob detekcie.
Do uvahy pripadaju fluorescencny detektor a MS detektory. MS detektory su vSak pomerne
finan¢ne narocné, a teda aj menej dostupné pre niektoré zariadenia, preto doslo k pokusu
o vyvin metédy za pouzitia fluorescenénej detekcie. Praca je do znacnej miery inSpirovana
pracou Japonskych autorov Hisao Ochiai, Naotaka Uchiyama, Kazuhide Iwasaki, Shunsuke
Hata a Toshio Kamei (dalej bude referované ako ,praca Japonskych autorov”) [11], ktori
uspeSne vyvinuli metédu stanovenia simvastatinu a jeho aktivnych metabolitov prave
pomocou derivatizacie a naslednej detekcie fluorescencnym detektorom.

5.2 Vyber derivatizacného cinidla

V praci Japonskych autorov [11] bol pouZity na derivatizaciu metabolitov
simvastatinu 1-bromoacetylpyren, avsak aj cez znacnu podobnost atorvastatinu so
simvastatinom sa nepodarilo tuto reakciu zreprodukovat a nasledne uUspesne detekovat
reakény produkt. Preto bolo nutné hladat iné moznosti derivatizacie, pricom dalSie vhodné
derivatizacné Ccinidla pouzitelné na karboxylové skupiny boli 4-bromometyl-6,7-
dimetoxykumarin a 9-anthryldiazometan. Reakcia s 9-anthryldiazometanom a naslednd
detekcia reakéného produktu taktiez uspesna nebola.

Pokusy o Uspesné prevedenie derivatizacnej reakcie a hlavne ndslednd detekciu
produktu reakcie boli UspesSné az s pouzitim 4-bromometyl-6,7-dimetoxykumarinu. Reakcia
prebiehala v prisne bezvodnom prostredi N,N-dimethylformamidu (vzorka atorvastatinu bola
dokladne vakuovo vysusena) pri katalyze uhli¢éitanom draselnym, ktory zabrarnuje vzniku
lakténovej formy [1] [11] atorvastatinu a 18-crown-6-etheru. V pociato¢nych stadidch bola
reakcia prevadzana pri teplote 60° C po dobu 45 minut v tmavej komore. K Uprave reakénych
podmienok doslo aZ po analyze reakcnej kinetiky.

Produkt derivatiza¢nej reakcie bol detekovany pri 345nm excitacnej a 425nm emisnej
vinovej di?ky. TotoZnost derivatizaéného produktu bola overend dvomi spdsobmi, a to
pouzitim desatnasobnej koncentracie atorvastatinu vo vzorke (obr.16) a porovnanim so
slepou vzorkou (obr.17).
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5.3 Zlozenie mobilnej fazy

V pociatocnych $tadidch bol ako mobilna faza pouzivany 80% acetonitril (ACN), avsak
ako je zrejmé z obrazku 16, nasa latka bola eluovana prilis rychlo, a tak nedoslo k dostatocnej
separacii. ZaCiatok chromatogramu obsahoval velké mnoiZstvo pikov patriacich réznym
necistotam. Z tohto dovodu boli skisané poldrnejsie mobilné fazy. Pri 50% ACN doslo sice ku
kvalitnej separacii, ale celkovy ¢as analyzy sa neprimerane prediZil. Pouzitie gradientovej
elucie 40% ACN -> 100% ACN (40min) bol teda nasledujuci krok, ktory sice zatial nepriniesol
Uplne idedlne vysledky, ale vzhladom na $tadium prace, uspokojivé (Obr.17). Po kazdom
merani prebiehala opatovna kondicionacia kolony 40% ACN po dobu 30 min.

Obr.16: porovnanie beZne pripravovanej vzorky a vzorky s 10 ndsobnou koncentrdciou
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Obr.17: porovnanie beZne pripravovanej a slepej vzorky
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5.4 Optimalizacia reakénych podmienok pri derivatizacii.

Daldi postup bol zamerany na optimalizaciu reakénych podmienok vzhladom na

vytaznost a aj jednoduchost a rychlost prevedenia.

5.4.1 Doba inkubacie derivatizacnej reakcie

Teplota na koldne: 40°C

Mobilna faza: gradient 40% - 100% ACN (40min)

Kondicionacia kolony: 30min 40% ACN
Prietok: 1ml/min.

Nastrek: 10ul

Detektor: A excitacna 345nm, A emisna 425mn, citlivost HIGH, gain 4x

Ako konStantnd teplota inkubdcie bola urcena teplota 70°C. Vzorky boli inkubované

po dobu 15, 30, 45, 60 a 90 minut v tme a nasledne nastreknuté na kolénu.

Doba inkubacie / plocha piku

15 min.

30 min.

45 min.

60 min.

90 min.

475,8007 mAU
493,6371 mAU
518,3611 mAU
525,8699 mAU

528,4890 mAU
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Obr.18: zavislost plochy piku na dobe inkubdcie

Zavislost plochy piku na dobe inkubacie
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Z nameranych hodnét vyplyva, Ze doba inkubdacie na derivatizacnl reakciu ma
pomerne maly vplyv. Ako najvhodnejsia doba na prevedenie reakcie z hladiska vytazku sa
javila byt doba 45 minut, avsak z hladiska celkovej doby analyzy bola nevhodna. V dalSom
pokracCovani prace bolo preto rozhodnuté inkubovat vzorky po dobu 15 minut, pretoze aj
ked' krivka do 45. minuty bola strmsia, rozdiel v celkovych hodnotach bol zanedbatelny.

5.4.2 Teplota derivatizacnej reakcie

Teplota na koléne: 40°C

Mobilna faza: gradient 40% - 100% ACN (40 min)
Kondicionacia koldny: 30min 40% ACN

Prietok: 1ml/min.

Nastrek: 10ul

Detektor: A excitacna 345nm, A emisna 425mn, citlivost HIGH, gain 4x

Vzorky boli inkubované pri konstantnej dobe 15 minut v tme, pri teplotach 20, 40, 60
a 80°C a nasledne nastreknuté na koldnu.
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Teplota inkubacie / plocha piku

20°C 518,2822 mAU
40°C 495,3561 mAU
60°C 481,2005 mAU
80°C 439,6140 mAU

Obr.19: zdvislost plochy piku na teplote inkubdcie

Zavislost plochy piku na teplote inkubacie
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Z nameranych hodndt vyplyva, Ze aj teplota ma pomerne maly vplyv na derivatizacnu
reakciu. Je vSak jasné, Ze so zvySujlcou sa teplotou reakcie ubuda vysledného produktu, ¢o
sa da vysvetlit nizkou stabilitou vysledného produktu pri vyssej teplote. Z praktickych
dovodov (inkubdcia vtermostate pre kolénu) bola pouzivana pri dalsej praci konstantna
teplota inkubacie 40°C.

Obr.20: chromatograficky zdznam atorvastatinu
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5.5 Pouzitie techniky Column-Switching pre odstranenie degradacnych produktov
z derivatizacného cinidla.

V praci Japonskych autorov [11] bola taktieZz pouzita technika prepinania koldn, avsak
mierne odliSnym sp6sobom. V ich pripade riesili problém neulplnej separacie sledovanych
derivatov simvastatinu od interferujucich latok a taktiez problémy s ostrostou piku jedného
z derivatov. Pouzitim dvoch analytickych kolén (CH ako predkolény a Cis ako analytickej)
dosiahli Uplnd separaciu sledovanych latok od interferujucich a taktiez zaostrenie pikov.

Vtejto praci bola technika pouzitd hlavne z dévodu vycistenia vzorky od
interferujucich latok a skratenia celkovej doby analyzy.

5.5.1 Zostavenie HPLC systému s RAM predkoldnou a usporiadanie prepinania kolén

K zakladnej HPLC zostave bola pridand tretia pumpa, RAM extrakéna predkoléna
(LiCHrospher RP-18 ADS, Merck) a Sest-cestny prepinaci ventil. Predkolona a ventil boli
umiestené v termostate spolu s analytickou koldnou. Na obrazku 21 je zndzornené zapojenie
backflush.

Po nastreku vzorky je ventil v polohe A a vzorka je hnana extrakénou mobilnou fazou
na primarnu (extrakénu) koldnu, z ktorej je extrakéna mobilna faza vypustana do odpadu.
Analytickd mobilnd faza prechadza analytickou kolénou, detektorom a nasledne je vypustana
do odpadu. Po prepnuti do polohy B je na predkolénu vpustena analyticka faza, ktora z nej
eluuje analyty na analytickd koldénu, kde dochadza k dékladnej separacii Uzkej frakcie latok
z poévodnej vzorky. Po opatovnom prepnuti ventilu do polohy A analytickd mobilna faza
pokracuje v eluovani analytov na analytickej koléne a predkoléna je premyvana extrakénou
mobilnou fazou, priCom ostavajuca frakcia neZiaducich latok z pévodnej vzorky je eluovana
do odpadu.

Obr.21: HPLC systém so Sestcestnym ventilom a extrakénou predkolénou v konfigurdcii
backflush

Autosampler

Analytical column

Extraction Y
< column
1
lli_ll Position A [ I Pump Position B

Pump
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5.5.2 Vyber vhodnej konfiguracie systému prepinania kolon

Extrakéna mobilna faza: 50% ACN, prietok 1ml/min

Analyticka mobilna faza: 10min 50% ACN, 10min gradient 50%-100% ACN, 20min 100% ACN,
prietok 0,7ml/min

Ako prvy bol skusany rezim backflush, teda analyticka mobilna faza pretekala
predkolénou opaénym smerom ako extrakénd. Bolo zistené, Ze nas derivat atorvastatinu bol
z predkoldny eluovany rychlejsSie ako niektoré nezZiaduce latky, teda po prepnuti ventilu sa
eluovali z predkolény ako prvé neziaduce latky aaz nasledne sledovany derivat
atorvastatinu. Ztoho vyplyvalo, Ze pre pouzitu predkoldonu je konfiguracia backflush
nevhodna a teda v dalSom priebehu prace bola pouzivana iba konfigurdcia straightflush.

5.5.3 Optimalizacia ¢asov prepinania ventilu

Jednalo sa o sériu pokusov, ktorych ciefom bolo zistit, v ktorom ¢asovom intervale
eluuje z predkolény sledovany derivat atorvastatinu. Pripojenie detektoru priamo na
predkolénu nemalo moc vyznam, pretoZe sa jednalo iba o extrakénu predkoldnu a teda by
chromatogram neobsahoval ostré rozseparované piky, z ktorych by sa dalo urcit ,v ktorom
Case sa nasa latka eluuje. Z tohto dévodu sme museli pouzivat zostavu s ventilom a obomi
koldnami.

Pokusy sme zacali s prepnutim ventilu do polohy B po 1 minute, pricom do polohy
A sme ventil opatovne neprepinali. Cas prepnutia do polohy B sme postupne o minutu
posuvali, pricom sme zistili, Ze pri prepnuti po 6 minutach sa pik sledovaného derivatu
atorvastatinu vytratil z chromatogramu. To znamena3, Ze nas derivat sa pocas 6 minut uplne
eluuje z predkolény do odpadu, teda ¢as prepnutia ventilu do polohy B musi byt kratsi ako 6
minut. Cas prvého prepnutia ventilu bol teda optimalizovany na 5,5 minuty.

So spatnym prepnutim ventilu do polohy A sme zacali po 8 mindtach, pricom tento
krat sme z ¢asu postupne ukrajovali. Najidedlnejsi ¢as spatného prepnutia ventilu do polohy
A bol uréeny na 7 minut.

Casy prepinania ventilu boli teda optimalizované nasledovne: po 5,5 minttach
prepnutie do polohy B apo 7 minudtach spdtné prepnutie do polohy A. Tymto sa na
analytickd kolénu eluuje iba nevyhnutnad frakcia latok zo vzorky, pricom zbytok je odstraneny
do odpadu.
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5.5.4 Optimalizacia gradientu mobilnej fazy

Aj po optimalizacii ¢asov prepinania ventilu mal eSte chromatogram potencidl na
zlepSenie pomocou Upravy gradientu mobilnej fazy. Pri doteraz pouZivanom gradiente
trvajicom 10 minut nedochdadzalo este k Uplne idedalnemu oddeleniu sledovaného piku od
interferujucich latok a taktiez nulova linia bola pomerne zdvihnuta.

Povodnych 10 minut izokratickej elicie 50% ACN sme skratili iba na 7 minut tak, aby
nastup gradientu nastal hned po spatnom prepnuti ventilu do polohy B. Samotny gradient
sme postupne predlZovali az na 26 minut, po uplynuti ktorych bola koldna este 7 minut
premyvana 100% ACN. Po tejto dobe boli z koléony eluované vsetky latky. Opatovné
ustalovanie rovnovahy na koléne pomocou 50% ACN trvalo 25 mindt plus 5,5 minuty
z nasledujucej analyzy, pokial bol ventil v ivodnej polohe A.

Vysledny gradient bol teda nasledovny:

7 min 50% ACN, 26 min 50%-100% ACN, 7 min 100% ACN

Obr.22: vysledny chromatograficky zaznam derivdtu atorvastatinu
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6 Zaver
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6.1 Zaver

Prvy ciel tejto prace, teda previest derivatizaciu atorvastatinu na fluoreskujuci derivat
splneny bol. Uspe$ne bolo pouZité derivatizaéné ¢&inidlo 4-bromometyl-6,7-dimetoxykumarin
a produkt derivatizacnej reakcie bol detekovany. Podarilo sa tiez analyzovat reakénu kinetiku
tejto reakcie, pricom bolo zistené, Ze reakény ¢as a ani teplota nemaju vyrazny vplyv na tito
reakciu, avsak Uplne zanedbatelny tieZ nie. Idealny priebeh reakcie je mozné dosiahnut pri
inkubdcii po dobu 45 minut pri teplote 20°C v tme. Z praktickych dévodov bola vsak
pouzivana pri praci doba 15 minut (skratenie celkovej doby potrebnej na analyzu) a pri 40°C
(inkubdcia za konstantnej teploty a v tme v termostate pre kolénu).

Druhy ciel prace, teda vyvinut separacni metddu s dostatocne citlivou detekciou
derivatu atorvastatinu Uspesne splneny nebol. Aj po optimalizacii ¢asov prepinania ventilu a
chromatografickych podmienok bol vysledny chromatogram stdle znacne znedisteny
interferujucimi latkami do takej miery, Ze sa limitom kvantifikacie v jednotkach ng/ml ani
zdaleka neblizil. Pri pokusoch bol navySe pouzivany iba atorvastatin extrahovany z tablety,
takze pri analyze biologického materidlu by sa dali predpokladat este horsie vysledky.

Aj napriek neuspechu pri naplneni druhého ciela si nemyslim, Zze by bolo nemozné
tento ciel splnit. Autori Hisao Ochiai, Naotaka Uchiyama, Kazuhide lwasaki, Shunsuke Hata a
Toshio Kamei v pribuznej prdci [11] zaoberajlcej sa analyzou simvastatinu dokazali, Ze je
mozné stanovit koncentraciu statinu v plazme pomocou fluorescencnej detekcie, ale je
nutné vyriesit problém dokonalého vycistenia vzorky od interferujicich latok pochadzajicich
z derivatizacnej reakcie. KedZe sa spominany problém vyriesit vtejto praci nepodarilo
pomocou extrakénej koldny v spojeni s technikou prepinania koldn, nemohlo byt Uspesné ani
dostatocne citlivé stanovenie derivatu atorvastatinu.

Pre Uspesné prevedenie analyzy by bolo potrebné sa dalej zaoberat vyberom
vhodnejsej predkolény alebo vyvinut off-line metddu Cistenia vzorky. Kazdopadne by bolo
potrebné na dovisenie tohto ciela viac ¢asu a viac prostriedkov, pricom nie je isté Ci by sa vo
vysledku podarilo vyvinut metdodu dostatoéne jednoduchu a rychlu na rutinné analyzy
velkého mnoistva vzoriek. Aj z tychto dévodov bolo rozhodnuté v praci dalej nepokracovat
a radsej vyvinut metddu stanovenia atorvastatinu pomocou HPLC-MS, pri ktorej je vyssia
pravdepodobnost dosiahnutia vybornych vysledkov.
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8 Zoznam pouzitych skratiek

ACN - acetonitril

BrDMC - 4-bromometyl-6,7-dimetoxykumarin

BrMC - 4-bromometyl-7-metoxykumarin

DAD - diode-array detektor, detektor s diddovym polom

FD - fluorescencny detektor

GC - gas chromatography, plynova chromatografia

HDL - high density lipoprotein, lipoprotein s vysokou hustotou

HETP - height equivalent to a theoretical plate, vyskovy ekvivalent teoretického poschodia
HMG-CoA - 3-hydroxy-3-metylglutarylkoenzym A

HPLC - high performance liquid chromatography, vysokoucinna kvapalinovd chromatografia
IDL - intermediate density lipoprotein, lipoprotein so strednou hustotou

LDL - low density lipoprotein, lipoprotein s nizkou hustotou

LIF - laser-induced fluorescence, fluorescencia indukovana laserom

MS - mass spectrometry, hmotnostnd spektrometria

PDA - photo diod array

SPE - solid phase extraction, extrakcia na tuhej faze

UV-VIS - ultrafialova a viditelna oblast spektra
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10 Abstrakty

10.1 Analyza atorvastatinu metodou kvapalinovej chromatografie s vyuzZitim
fluorescencnej derivatizacie

Hlavnym ciefom tejto prace bolo vyvinit metddu stanovenia atorvastatinu pomocou
HPLC, ktora by bola dostatocéne citlivd na stanovenie plazmatickych hladin, teda koncentracii
v jednotkdch ng/ml. UV-VIS detekcia nie je dostatocne citlivd na tento ucel, preto bola
pouzita fluorescencna detekcia. Atorvastatin bol derivatizovany pomocou 4-bromometyl-6,7-
dimetoxykumarinu v prostredi N,N-dimethylformamidu, ako katalyzatory boli pouzité
uhli¢itan draselny a 18-crown-6-ether. Bola prevedena optimalizacia reakénych podmienok,
pricom sa zistilo, Ze optimdalne podmienky su inkubacia v tme po dobu 45 minut pri teplote
20°C. Metddu vycistenia vzorky od neZiaducich latok sa vsak optimalizovat nepodarilo.
Technika prepinania koldn nebola s pouzitymi koldnami dostatocne ucinna, takie vysledné
chromatogramy boli aj napriek maximalnej optimalizacii chromatografickych podmienok
stdle znacne zneclistené interferujucimi latkami, a teda poZzadovana Uroven citlivosti nebola
dosiahnuta.

10.2 Determination of atorvastatin by high performance liquid chromatography
with fluorescence detection

The main aim of this work was to develop a method for determination of atorvastatin
by HPLC, which would be sensitive enough to determine plasmatic concentration of
atorvastatin (ng/ml). UV-VIS detection is not sensitive enough for this purpose, therefore
fluorescence detection was used. Atorvastatin was derived by 4-brommethyl-6,7-
dimethoxycoumarin in N,N-dimethylformamide. Potassium carbonate and 18-crown-6-ether
were used as catalysts. Optimal conditions for the reaction were determined as follows: 45
minutes, 20°C in dark. The method of purification of sample from undesired substances was
not successful. However HPLC conditions were fully optimized, the column-switching
technique was not effective enough. Chromatograms were not so selective, and desired
level of sensitivity was not reached.
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