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1.1 Úvod práce 

 

 Hyperlipoproteinemia je momentálne jeden z najväčších celosvetových problémoch 

hlavne ekonomicky vyspelých krajín. Spája sa s ňou široká paleta ďalších závažných 

zdravotných problémov (hlavne kardiovaskulárnych), ktorým sa dá predchádzať práve 

pomocou prevencie a terapie hyperlipoproteinemie. Okrem nefarmakologických 

prostriedkov ako sú správne stravovacie návyky a zdravý životný štýl, existujú samozrejme aj 

farmakologické prostriedky, z ktorých sú momentálne najdôležitejšie a aj najpoužívanejšie 

statiny (inhibítory HMG-CoA reduktázy). Atorvastatin je v súčasnosti najpoužívanejšou látkou 

z tejto skupiny liečiv a patrí aj medzi celosvetovo najpoužívanejšie látky vôbec. Okrem 

pozitívnych efektov ako sú hlavne zníženie hladiny LDL a triglyceridov sa môžu prejaviť aj 

negatívne, medzi ktoré patria myopatia a rabdominolýza. Tieto pomerne závažné 

komplikácie sa prejavujú hlavne pri predávkovaní účinnými látkami, preto je skúmanie 

plazmatických hladín týchto liečiv v popredí záujmu analytickej chémie. Plazmatické hladiny 

atorvastatinu sa pohybujú v jednotkách ng/ml [1], teda na ich analýzu sú potrebné veľmi 

presné a citlivé metódy. 

 Vysokoúčinná kvapalinová chromatografia je momentálne najrozšírenejšia separačná 

analytická metóda, ktorá je používaná vo všetkých liekopisoch vyspelých zemí. Pomocou 

HPLC je možné separovať prakticky akúkoľvek zmes látok a následne detekovať pomocou 

širokej palety univerzálnych alebo selektívnych detektorov. Práve z týchto dôvodov je táto 

metóda široko používaná aj v analýze statinov. 
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2.1 Cieľ práce 

 

 Táto práca bola súčasťou väčšieho projektu, ktorého cieľom bolo vyvinúť vhodnú 

metódu na stanovenie plazmatických hladín atorvastatinu za účelom sledovania jeho 

farmakokinetiky. Bolo teda potrebné vyvinúť dostatočne citlivú metódu, pomocou ktorej by 

bolo možné stanovovať atorvastatin v koncentráciách ng/ml. UV-VIS detekcia nepostačuje na 

takto citlivé stanovenie v biologickom materiáli, pretože molekula atorvastatinu 

nedostatočne absorbuje v UV-VIS oblasti. Jednoznačnou voľbou je MS detekcia, ktorá je na 

tento účel dostatočne citlivá, nie sú pri nej žiadne problémy s detekciou atorvastatinu a aj 

jeho dvoch metabolitov a v neposlednom rade existuje niekoľko publikovaných prác, ktoré 

túto problematiku pomocou HPLC-MS úspešne riešia. Nevýhodou je však vysoká nákladnosť 

tejto metódy a to je prakticky hlavný dôvod prečo táto práca vznikla. Fluorescenčný detektor 

je na tento účel dostatočne citlivý a je finančne ďaleko menej náročný ako MS detektor. 

Metóda HPLC-FD má teda teoretické predpoklady na úspešné a finančne prijateľnejšie 

riešenie tohto problému. Molekula atorvastatinu však fluorescenciu nevykazuje, takže 

cieľom tejto práce bolo vyvinúť vhodný spôsob jej derivatizácie a následne aj separačnú 

metódu na stanovenie fluoreskujúceho derivátu atorvastatinu. Doposiaľ nebola publikovaná 

žiadna práca, ktorá by tento problém riešila, preto bolo od začiatku jasné, že sa bude jednať 

o neľahkú úlohu s neistým výsledkom. 
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3.1 Krátko z histórie kvapalinovej chromatografie 

 

 Kvapalinová chromatografia bola objavená v roku 1901 ruským botanikom Michailom 

Semionovičom Tswettom, ktorý  uskutočnil separáciu farebných pigmentov zo zelených 

listov na kolóne naplnenej uhličitanom vápenatým. Termín „chromatografia“ prvý krát použil 

vo svojom článku v roku 1906. Metóda sa vo svojich počiatkoch z rôznych dôvodov stretla so 

skepsou vtedajšej vedeckej spoločnosti, a tak sa ďalšie úspešné práce s touto metódou začali 

objavovať až v roku 1929, teda 10 rokov po Tswettovej smrti. [2] [3] 

 V začiatkoch bol hlavným kritériom modernej HPLC separácie tlak, a tak bola metóda 

pôvodne nazývaná „vysokotlaká kvapalinová chromatografia“ (High Pressure Liquid 

Chromatography - HPLC). Avšak to nebol korektný názov, pretože by sa mohlo zdať, že 

k zlepšeniu účinnosti dochádza primárne práve vďaka vysokému tlaku. V skutočnosti je ale 

vysoká účinnosť výsledkom viacerých faktorov, ako sú veľmi malá veľkosť častíc, ktoré sú 

naplnené v úzkom distribučnom rozmedzí, jednotná veľkosť pórov a ich distribúcia, 

vysokotlaké techniky používané na naplňovanie kolón, presný objem dávkovania vzorky, 

citlivosť nízko objemových detektorov a samozrejme použitie bezpulzných púmp. Prirodzene 

je treba vysoký tlak na udržanie požadovaného prietoku, avšak spätný tlak je skôr negatívny 

faktor, ktorý neprispieva k zlepšeniu separácie. Preto je dnes technika nazývaná ako 

„vysokoúčinná kvapalinová chromatografia“ (High Performance Liquid Chromatography). 

 

3.2 Vysokoúčinná kvapalinová chromatografia1 

 

Vysokoúčinná kvapalinová chromatografia (High Performance Liquid Chromatography 

-HPLC) je dnes jednou z najviac využívaných analytických techník.  Chromatografický proces 

môže byť definovaný ako separačný proces, funguje na princípe presunu hmoty medzi 

stacionárnou a mobilnou fázou. Kvapalinová chromatografia využíva k separácii zložiek zmesi 

pevnú fázu, ktorú predstavuje kolóna naplnená sorbentom a kvapalnú mobilnú fázu, ktorá je 

obyčajne vhodne zvolenou zmesou rozpúšťadiel príslušnej polarity. Zložky analyzovanej 

zmesi, teda analyty, sú najprv rozpustené vo vhodnom rozpúšťadle a potom nadávkované do 

chromatografického systému za určitého prietoku mobilnej fázy a pod vysokým tlakom.  

Na chromatografickej kolóne dochádza k deleniu zmesi na jednotlivé zložky. Miera 

rozdelenia závisí na rozsahu interakcií jednotlivých zložiek so stacionárnou fázou. 

Stacionárna fáza je definovaná ako nepohyblivý materiál naplnený do chromatografickej 

kolóny. Interakcia analytu s mobilnou a stacionárnou fázou môže byt ovplyvnená zložením 

jednak mobilnej fázy, ale aj použitím rôznych typov stacionárnych fáz v kolónach. Výsledkom 

                                                             
1 kapitola 3.2 bola vypracovaná zo zdroja *4+ 
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je veľmi široké spektrum chromatografických systémov a ich schopnosť separovať veľké 

množstvo chemických zmesí. 

Hlavnými výhodami HPLC teda sú schopnosť separovať, identifikovať (pomocou 

štandardov alebo vhodného detektoru) a kvantifikovať látky rôzneho koncentračného 

rozmedzia, polarity a prchavosti v priebehu jednej analýzy s vysokou citlivosťou a možnosťou 

automatizácie. 

 

3.2.1 Rozdelenie chromatografických metód 

 

 Chromatografické metódy je možné rozdeliť podľa rôznych hľadísk. Najčastejšie sú 

delené podľa nasledujúcich piatich hľadísk. [5] 

 

- Povaha mobilnej fázy: plynová (GC), kvapalinová (LC) 

- Spôsob prevedenia: kolónová (stĺpcová), plošná (plošná) 

- Princíp separácie: adsorpčná, rozdeľovacia, iónovo výmenná, gélová, afinitná, chirálna 

- Pracovný postup: elučná (analytická chr.), frontálna, vytesňovacia 

- Účel: analytická, preparatívna  

 

3.2.2 Inštrumentálne vybavenie v kvapalinovej chromatografií2 

 

 HPLC zostava na chromatografickú analýzu sa skladá z rezervoáru mobilnej fázy, 

odplyňovacieho zariadenia, pumpy, injektoru, chromatografickej kolóny (prípadne aj 

predkolóny a viaccestného ventilu), detektoru a počítača na vyhodnotenie dát. 

 Hlavnou časťou chromatografického systému je analytická kolóna, v ktorej dochádza 

k separácií látok obsiahnutých v analyzovanej zmesi. Stacionárna fáza je tvorená 

mikrometrovými poréznymi časticami, takže musí byť na pretlačenie mobilnej fázy kolónou 

vyvinutý a udržaný stabilný prietok mobilnej fázy. Veľký dôraz je kladený práve na stabilitu 

prietoku, pretože nekonštantný prietok by mal nepriaznivý dopad na analýzu. Z tohto 

dôvodu sú pre HLPC využívané vysokokvalitné bezpulzné pumpy, schopné pracovať bez 

pulzov pri tlaku až 40 MPa a v rozmedzí prietokových rýchlostí 0,1 – 10 ml/min. 

V kvapalinovej chromatografií sa používajú dva druhy elúcie, a to izokratická a gradientová. 

                                                             
2 kapitola 3.2.2 bola vypracovaná zo zdrojov *6+, *7+ 



12 
 

Pri izokratickej elúcií je po celú dobu analýzy používaná mobilná fáza rovnakého zloženia, 

teda postačuje jedna pumpa. Pri gradientovej sa zloženie mení poľa gradientového 

programu a z tohto dôvodu je potrebné zapojiť až dve pumpy. 

 Proces analýzy sa začína nástrekom vzorky na hlavu analytickej kolóny. Vzorka sa do 

systému zavádza väčšinou pomocou dávkovacej smyčky. Dávkovať sa dá buď manuálne 

pomocou Hamiltonovej striekačky alebo automaticky pomocou automatického dávkovača 

(autosampleru). 

 Separácia prebieha na analytickej kolóne, cez ktorú je pumpovaná mobilná fáza. 

Každá separovaná zložka eluuje ako úzky pás (pík) na zázname počítača. Pred analytickou 

kolónou sa často používa ešte predkolóna, buď z dôvodu zvýšenia životnosti analytickej 

kolóny (guard column), alebo z dôvodu prečistenia vzorky od kontaminantov, ktoré nie sú pri 

analýze žiaduce (v spojení z viaccestným ventilom). 

 Pre lepšiu reprodukovateľnosť analýz sa často používa termostatovaný priestor pre 

kolónu, pomocou ktorého sa dá presne kontrolovať aktuálna teplota analýzy a zaručiť, že 

analýza prebieha pri rovnakej teplote aj pri výkyvoch teploty v laboratóriu. Taktiež je možné 

robiť analýzy pri zvýšených teplotách. 

 Detekcia eluujúcich zložiek môže byť, buď univerzálna, alebo selektívna v závislosti na 

použitom detektore. Signál detektoru zodpovedajúci  každej zložke je zobrazený na 

obrazovke počítača a nazýva sa chromatogram. Chromatografické dáta sa zbierajú 

a vyhodnocujú (integrujú) pomocou počítača. 

 

Obr.1: Schéma chromatografického systému [7]  
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3.2.2.1 Detektory v kvapalinovej chromatografií3 

 

 Dnešná analytická chémia pozná mnoho druhov detekcie látok a veľa z nich je 

použiteľných v kvapalinovej chromatografií.  Medzi hlavné požiadavky na HPLC detektory 

patria: vysoká citlivosť, stabilita a reprodukovateľnosť odozvy (nízka hladina šumu a a driftu), 

široký lineárny dynamický rozsah, rýchla odozva a minimálny objem detekčnej cely 

(minimalizuje rozmývanie chromatografických zón). Detekčná cela musí byť skonštruovaná 

tak, aby sa eluované zóny nemohli znovu zmiešať. Taktiež je potrebné, aby detektor bol čo 

najmenej ovplyvniteľný vonkajšími vplyvmi, ako sú: zmena teploty, typu rozpúšťadla a 

prietokovej rýchlosti. Detektor by mal byť ďalej nastaviteľný tak, aby sa odozva dala 

optimalizovať pre rôzne látky a mal by taktiež byť nedeštruktívny. 

 HPLC detektory môžu byť univerzálne alebo viac či menej selektívne. Medzi najviac 

používané detektory patrí UV-VIS detektor a je to vďaka jeho univerzálnosti a pomerne 

vysokej citlivosti, DAD (diode-array detektor), FD (fluorescenčný detektor) a stále viac sa 

rozširuje použitie MS detektoru (hmotnostno-spektrometrický detektor) aj napriek jeho 

pomerne vysokej cene v porovnaní s ostatnými detektormi. Elektrochemický a fluorescenčný 

detektor patria medzi najselektívnejšie bežné detektory. Iba 10% organických látok vykazuje 

fluorescenciu, navyše výberom excitačnej a emisnej vlnovej dĺžky, špecifickej pre určitú látku, 

je možné detekovať iba túto vybranú látku bez vplyvu interferencií ostatných látok. 

Detektory je tiež možné vhodne kombinovať, čo  podporuje spoľahlivosť a poskytuje väčšiu 

informačnú hodnotu analýzy, napr. spojenie UV a MS detektoru. 

 Ako už bolo uvedené, citlivosť je jedna z najdôležitejších vlastností detektoru 

v kvapalinovej chromatografií. Je to miera schopnosti rozlišovať medzi malými zmenami 

v koncentrácií analytu. V podstate ide o rozsah kalibračnej krivky. Závisí tiež na štandardnej 

odchýlke merania. Čím väčší je rozsah kalibračnej krivky, tým vyššia je citlivosť detektoru pre 

určitú látku. Vysoké fluktuácie merania však citlivosť zmenšujú. 

 Citlivosť detektoru nie je minimálne množstvo látky , ktoré môže byť detekované. 

Táto hodnota je silno závislá od chromatografických podmienok. Píky, ktoré sú eluované na 

počiatku chromatogramu, sú obvykle ostré, naproti tomu píky eluované neskôr môžu byť 

rozmyté, a niekedy tak býva neľahké rozlíšiť ich od šumu základnej línie. 

 Selektivita je ďalšia často požadovaná vlastnosť HPLC detektoru. Selektívny detektor 

umožňuje detekovať iba látky , ktoré sú predmetom záujmu, aj napriek tomu, že sú eluované 

spoločne s mnoho ďalšími látkami. 

                                                             
3 kapitola 3.2.2.1 bola vypracovaná zo zdrojov *6+, *8+ 
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Fluorescenčný detektor (FD) 

 Fluorescenčný detektor je použiteľný iba pre látky priamo fluoreskujúce alebo pre 

látky, ktoré vykazujú fluorescenciu po derivácií s vhodným derivatizačným činidlom. 

Fluorescencia je špecifický typ luminiscencie. Ak je daná molekula excitovaná absorpciou 

elektromagnetického žiarenia poskytnutého vonkajším zdrojom, vzniká excitovaný 

elektrónový stav. U fluoreskujúcich látok existuje excitovaný stav iba určitú dobu po 

odstránení vonkajšieho zdroja žiarenia (1-10ns). Potom je prebytočná energia vyžiarená 

formou emisného žiarenia, ktorého intenzita je priamo úmerná koncentrácií fluoreskujúcej 

zlúčeniny. Pri excitacií sa molekuly dostanú na vyššiu energetickú hladinu a pri návrate do 

základného stavu sa časť energie vyžiari tiež vo forme tepla. Preto má emitované žiarenie 

fluoreskujúcich zlúčenín vždy vyššiu vlnovú dĺžku (teda menej energie) než excitačné žiarenie 

vyvolávajúce fotoluminiscenciu. 

 Zdroj žiarenia je obvykle Xenónová lampa. Mobilná fáza nesmie obsahovať zhášače 

fluorescencie. Svetlo zo zdroja prechádza, buď interferenčným filtrom, alebo mriežkovým 

monochromátorom. Fluorescencia sa následne meria v smere kolmom k lúču primárneho 

žiarenia v rozmedzí 200 – 650 nm, prípadne pri vyšších vlnových dĺžkach (až 900nm). Existuje 

tiež možnosť fokusovať fluorescenčné žiarenie z viac smerov pomocou zrkadiel. 

 Obrovskou výhodou fluorescenčného detektoru je nízky pomer signálu k šumu, 

vysoká citlivosť (10-9 – 10-12 g/ml) a selektivita. Ak majú dve látky zhodné alebo veľmi 

podobné absorpčné spektrum, nemusia sa zhodovať ich emisné spektrá, a to je podstatou 

tejto vysoko selektívnej detekcie. 

 

Obr.2: schéma fluorescenčného detektoru  [8], 1 –  výbojka, 2 –  excitačná mriežka 

(monochromátor), 3 – štrbina, 4 – prietoková cela, 5 –  mikrošošovky, 6 –  cut-off filter, 7 – 

emisná mriežka (monochromátor), 8 –  fotonásobič.  
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Ostatné detektory 

 Ako už bolo uvedené vyššie asi najbežnejšie používaný detektor je UV-VIS detektor 

a jeho vylepšená verzia DAD (diod array) alebo PDA (photo diod array), ktoré dokážu snímať 

v jednom momente celé spektrum vlnových dĺžok. Okrem bežného fluorescenčného 

detektoru existuje aj modernejší LIF detektor (Laser-induced Fluorescence d.), ktorý sa líši od 

bežného FD tým, že na excitáciu používa miesto xenónovej lampy laser. Dosahuje tak 

o niekoľko rádov nižšie limity kvantifikácie a detekcie vďaka tomu, že laserový lúč je možne 

presnejšie fokusovať na menšiu celu. 

 Ďalšou významnou skupinou detektorov sú elektrochemické detektory. 

Konduktometrický detektor je jednoduchý neselektívny, univerzálny detektor, s obľubou 

používaný v iónovo-výmennej chromatografii. Princípom je diferenciálne meranie vodivosti 

mobilnej fázy pred a pri elucií analytu. 

Potenciometrické detektory sú v HPLC používané iba zriedka, hlavne z dôvodu nízkej 

reprodukovateľnosti. Naproti tomu ampérometrické detektory sú najbežnejšie používané 

elektrochemické detektory v HPLC. Preto je často krát pojmom „elektrochemická detekcia“ 

vyjadrovaná detekcia ampérometrická. Princíp je založený na meraní limitných prúdov, 

vznikajúcich pri oxidácii alebo redukcii látok. 

Coulometrické detektory pracujú so schopnosťou niektorých látok sa redukovať alebo 

oxidovať v elektrickom poli. Pre svoju selektivitu a vysokú citlivosť je pomerne často 

využívaný v HPLC. CoulArray detektor je coulometrický detektor s elektródovým poľom, teda 

je podobný DAD detektoru pri UV-VIS detekcii. Je to vysoko citlivý a selektívny detektor.  

Medzi najdokonalejšie detektory patria Evaporative Light Scatering detektor 

(ELSD),  Charged Aerosol detektor (CAD) a rôzne druhy hmotnostno spektrometrických 

detektorov (MS), ktoré sú špecifické tým, že okrem údajov z chromatogramu poskytujú aj 

údaje o identite analyzovaných látok. Jedná sa o viac univerzálne detektory, ktoré pracujú na 

zložitejších princípoch. 
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3.2.2.2 Systém prepínania kolón (column-switching configuration)4 

 

 Systém prepínania kolón je využívaný v prípadoch keď vzorka obsahuje veľa 

interferujúcich látok a nečistôt (derivatizačné reakcie, analýza vzoriek obsahujúcich 

biologickú matricu), ktoré je potrebné odstrániť alebo v prípadoch keď nie je možné zmes 

látok dokonale separovať použitím jednej kolóny a jednej mobilnej fázy. Od bežného HPLC 

usporiadania sa odlišuje tým, že do systému je pridaná predkolóna (primárna 

kolóna), šesťcestný ventil (prípadne aj viaccestný) a prídavná pumpa (obr.3). Extrakčná 

predkolóna slúži na extrakciu a koncentráciu analytu. Na analytickej predkolóne prebieha 

separácia látok, ktoré sú v závislosti na čase prepnutia ventilu smerované do odpadu alebo 

na sekundárnu analytickú kolónu. Ventil smeruje na predkolónu extrakčnú alebo analytickú 

mobilnú fázu. V pozícii A je vzorka z autosampleru nanesená extrakčnou mobilnou fázou na 

predkolónu, kde prebieha prvá separácia vzorky, pričom extrakčná mobilná fáza je vedená 

do odpadu (v prípade, že je potrebné vedieť aj obsah extrakčnej mobilnej fázy po prechode 

predkolónou môže byť použitý detektor aj na tomto mieste). Po extrakcii sa ventil prepne do 

polohy B. Na obrázku 3 je znázornené zapojenie backflush, teda analytická mobilná fáza 

preteká predkolónou opačným smerom ako extrakčná. Pri zapojení straightflush je 

analytická mobilná fáza pumpovaná na predkolónu v tom istom smere ako extrakčná. Po 

tom čo sú analyty z predkolóny eluované na analytickú kolónu, je ventil päť prepnutý do 

polohy A, a tak predkolóna môže byť opätovne kondiciovaná ešte počas priebehu samotnej 

analýzy. Týmto spôsobom je pomocou predkolóny odstránený zo vzorky vysokomolekulárny 

biologický (prípadne iný nežiaduci) materiál a na analytickú kolónu sú zavádzané iba nízko 

molekulárne analyty. 

 Prepínací ventil dovoľuje použitie rôznych kombinácii kolón, nosičov a/alebo 

detektorov, ktoré svojou spoluprácou prispievajú k selektivite systému. Termín „column-

switching“ v najširšom zmysle zahrňuje všetky techniky, v ktorých dochádza k riadenej 

zmene toku mobilnej fázy prepínacím ventilom (ventilmi) tak, že výtok z primárnej kolóny do 

kolóny sekundárnej prebehne za určitú časovú periódu. Teoreticky systém môže obsahovať 

neobmedzený počet kolón a prepínacích ventilov. V praxi, z dôvodov zachovania maximálnej 

separačnej účinnosti, je situácia ďaleko zložitejšia. Prepínanie ventilov sa v dnešnej dobe  

vykonáva výhradne automaticky spínačom. Predovšetkým sa používa elektronicky 

kontrolovaný ventil, umožňujúci plnú automatizáciu chromatografického systému, zvýšenie 

rýchlosti a pracovnej výkonnosti HPLC systému. 

 Hlavné výhody tejto metódy teda sú: znížená náročnosť a čas potrebný na prípravu 

vzoriek obsahujúcich biologickú matricu a značné zvýšenie životnosti analytických kolón, 

zvýšenie výkonnosti HPLC systému. 

 

                                                             
4 kapitola 3.2.2.2 bola vypracovaná zo zdroja *9] 
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Obr.3: chromatografický systém s  column-switching konfiguráciou použitou v  tejto práci 

 

 

 

Obr.4: príklad zložitejšej konfigurácie s  šesťcestným a  desaťcestným ventilom pri zapojení až 

štyroch rôznych kolón používanej pri analýze enantiomérnych liečiv v  telových tekutinách  
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3.3 Charakteristiky chromatografického procesu5 

 

 Chromatografický proces je vo svojej podstate postupné, opakované, mnohonásobné 

ustaľovanie rovnovážnych stavov delených látok medzi dvomi fázami chromatografického 

systému. Nepohyblivá fáza systému sa nazýva stacionárna, pohyblivá zložka je mobilná. 

K separácii látok dochádza ich interakciami so stacionárnou a mobilnou fázou, pričom záleží 

na afinite chemických látok k jednotlivým fázam. 

 Výsledný záznam separácie sa nazýva chromatogram. Jednotlivé chromatografické 

píky majú gaussovský tvar a môžu byť definované retenčným časom (tR), ako kvalitatívnym 

ukazovateľom, plochou píku (A) alebo výškou píku (h), ako kvantitatívnymi ukazovateľmi, 

a ďalej šírkou píku v polovičnej výške (wh) alebo šírkou píku medzi bodmi inflexie (wi) – obr.5. 

 Hlavnými ukazovateľmi kvality chromatografického systému sú účinnosť, selektivita 

a kapacita. Podrobnosti budú uvedené ďalej. 

 

 

Obr.5: Znázornenie charakteristík chromatografického píku  

 

3.3.1 Retenčné charakteristiky 

  

Retenčný čas a objem 

 Meranie retencie v elučnej chromatografii môže byť vyjadrené retenčným časom (tR) 

priamo definovaným ako vzdialenosť pozdĺž základnej línie od bodu nástreku ku kolmici 

                                                             
5 kapitoly 3.3 a 3.3.1 boli vypracované zo zdrojov *4+, *6+, *10+ 



19 
 

spustenej z vrcholu píku odpovedajúceho danej látke. Retenčný čas je v kvapalinovej 

chromatografii dôležitou kvalitatívnou charakteristikou látky. Z retenčného času môže byť 

vypočítaný retenčný objem (VR) podľa vzorca: 

VR = tR . v 

tR – retenčný čas 

v – prietoková rýchlosť mobilnej fázy 

 

Kapacitný faktor k‘ (Hmotnostný distribučný pomer alebo retenčný faktor k‘) 

 Kapacitný faktor popisuje retenciu látky na analytickej kolóne. Vyjadruje mieru 

separácie látky od mstveho retenčného času. Čím vyššia je jeho hodnota, tým viac je látka 

zadržovaná na kolóne, eluuje neskôr a tým lepšie je teda oddelená od mstveho retenčného 

času. 

 

SP – stacionárna fáza 

MP – mobilná fáza 

Kc – rovnovážny distribučný koeficient (distribučná konštanta) 

Vs – objem stacionárnej fázy 

VM – objem mobilnej fázy 

 

Kapacitný faktor zložky môže byť určený taktiež z chromatogramu s použitím vzorca: 

 

 

tR – retenčný čas (alebo objem), teda vzdialenosť pozdĺž základnej línie od bodu nástreku po 

kolmicu spustenú z vrcholu píku zodpovedajúcemu danej zložke 

tM – mstvy čas (alebo objem), teda vzdialenosť pozdĺž základnej línie od bodu nástreku ku 

kolmici spustenej z vrcholu píku zodpovedajúcemu nezadržovanej zložke 
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Relatívna retencia 

 Relatívna retencia sa vypočíta zo vzorca: 

 

 

tR2 – retenčný čas sledovaného píku 

tR1 – retenčný čas referenčného píku 

tM – mstvy retenčný čas 

 

3.3.2 Účinnosť chromatografického systému6 

 

Van Deemterova teória o účinnosti chromatografického systému 

 Dynamická Van Deemterova teória umožňuje popísať deje, ktoré prispievajú 

k rozmývaniu zón separovaných látok. V roku 1956 predstavil J.J. Van Deemter rovnice 

popisujúce vzťahy pre jednotlivé procesy ovplyvňujúce rozširovanie chromatografických zón 

a vyjadril taktiež závislosť účinnosti (HETP, H) na prietokovej rýchlosti. 

 Pôvodne boli tieto zákonitosti popísané iba pre plynovú chromatografiu (GC), ale 

uvedené fyzikálne javy sú rovnaké aj v kvapalinovej chromatografii. Rovnice odvodené pre 

GC sú teda vhodné aj pre aplikáciu v kvapalinovej chromatografii. V pôvodnej interpretácii je 

rozširovanie chromatografickej zóny dané tromi nezávislými aditívnymi procesmi: 

 - vírivou difúziou analytu v mobilnej fáze pri priechode náplňou kolóny 

 - molekulárnou difúziou analytu v mobilnej fáze 

 - odporom proti prenosu hmoty medzi mobilnou a stacionárnou fázou 

 

 Táto interpretácia dobre vystihuje podmienky plynovej a kvapalinovej chromatografie 

s použitím náplňových kolón. Výškový ekvivalent teoretického poschodia sa dá vyjadriť ako 

súčet čiastočných príspevkov: 

H = Hp + Hd + HM 

                                                             
6 kapitola 3.3.2 bola vypracovaná zo zdrojov *4+, *6+, *7+, *10+ 
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H – výškový ekvivalent teoretického poschodia 

HP – príspevok vírivej difúzie k H 

Hd – príspevok molekulárnej difúzie analytu k H 

HM – príspevok odporu proti prenosu hmoty k H 

 

Vírivá difúzia analytu v mobilnej fáze pri priechode náplňou kolóny 

 Tento príspevok súvisí s nehomogenitou stacionárnej fázy. Mobilná fáza prúdi 

v širších kanálikoch rýchlejšie ako v kanálikoch užších. Molekuly prechádzajúce rôznymi 

kanálikmi postupujú rôznou rýchlosťou. Príspevok vírivej difúzie k rozmytiu zón je závislý iba 

na rozmeroch častíc a na pravidelnosti usporiadania náplne kolóny. 

 Príspevok je možné vyjadriť tvarom: 

 

HP = 2λ . dP = A 

 

λ – koeficient nerovnomerného plnenia chromatografickej kolóny 

dP – veľkosť častíc náplne kolóny 

A – konštantný člen Van Deemterovej rovnice 

 

 Hodnota dP klesá so zmenšovaním sa častíc náplne, avšak hodnota λ vzrastá. 

Koeficient λ závisí na distribúcii veľkosti častíc. Čím užšia je táto distribúcia, tým menšia je λ 

a taktiež nárast spätného tlaku na kolóne. U náplňových kolón nie je možné člen A Van 

Deemterovej rovnice eliminovať, naopak u kapilárnych kolón tento člen odpadá. Z tohto 

vzťahu jasne vyplýva, že účinnosť analytickej kolóny vzrastá so zmenšujúcim sa priemerom 

častíc, ako je to ukázané na obrázku 6. 

 

Molekulová difúzia v mobilnej fáze 

 Molekuly látky difundujú z miesta s vyššou koncentráciou do miesta s koncentráciou 

nižšou. Molekuly sa takto pohybujú v smere, aj proti smeru toku mobilnej fázy. Molekulová 
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difúzia je popísaná Fickovými zákonmi. Difúziu ovplyvňuje hlavne difúzny koeficient Dm. 

Molekulová difúzia sa uplatňuje  obzvlášť pri malých prietokových rýchlostiach. 

 Príspevok molekulovej difúzie k rozmytiu zón je daný vzťahom: 

 

Hd = 2γ . Dm / v 

 

γ – korekčný faktor charakterizujúci tvar kanálikov v náplni kolóny 

v – prietoková rýchlosť mobilnej fázy 

Dm – difúzny koeficient 

 

 Z vyššie uvedenej rovnice je jasné, že s vyšším prietokom mobilnej fázy sa vplyv 

difúzie znižuje. Príspevok molekulovej difúzie k rozmytiu zón je veľký v plynovej 

chromatografii pri malom prietoku nosného plynu. Pri hodnotách prietoku mobilnej fázy 

bežných v kvapalinovej chromatografii je však príspevok molekulovej difúzie zanedbateľný. 

 

Odpor proti prenosu hmoty 

 Prenos hmoty je najspornejším parametrom. Je to v podstate kombinácia dvoch 

vplyvov: adsorpčnej kinetiky a prenosu hmoty vo vnútri častice. Adsorpčná kinetika je takmer 

zanedbateľná. Rýchlosť prenosu hmoty medzi fázami je teda určovaná hlavne difúziou 

analytu v stacionárnej fáze alebo v stagnantnej mobilnej fáze v póroch nosiča. Rýchlosť 

prenosu hmoty je taktiež závislá na tvare a veľkosti zsn náplne a na hrúbke vrstvy 

stacionárnej fázy. Príspevok odporu proti prenosu hmoty k rozmytiu zón sa dá popísať 

vzťahom: 

 

HM =  ω . dp
2 / Dm . v 

ω – koeficient závislý na distribúcií veľkosti častíc, tvare častíc a taktiež distribúcii pórov 

dp – veľkosť častíc náplne kolóny 

Dm – difúzny koeficient analytu v mobilnej fáze 

v – prietoková rýchlosť mobilnej fázy 
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Alternatívny spôsob vyjadrenie je: 

HM = (CM + CS) . v 

CM – konštanta závislá na difúznom koeficiente analytu v mobilnej fáze 

CS – konštanta závislá na difúznom koeficiente analytu v stacionárnej fáze 

v – prietoková rýchlosť mobilnej fázy 

 

 Celkové rozmytie zón je teda možné vyjadriť nižšie uvedenou súhrnnou rovnicou. 

Vplyv veľkostí častíc na účinnosť chromatografického systému sa dá posúdiť podľa Obr.6. 

 

H = 2λ.dp  +  2γ.Dm / v  + ω.dp
2/Dm.v 

 

Obr.6: Van Deemterové krivky –  závislosť účinnosti (HETP) na lineárnom prietoku, vply v 

veľkosti častíc stacionárnej fázy *6+  

 

Obr.7: Závislosť výškového ekvivalentu teoretického poschodia (H) na lineárnej prietokovej 

rýchlosti (v).  [7] 
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Účinnosť kolóny a zdanlivý počet teoretických poschodí 

 Účinnosť kolóny (zdanlivá) môže byť vypočítaná ako zdanlivý počet teoretických 

poschodí (N) analytickej kolóny z dát získaných v závislosti na technike za podmienok 

izotermických, izokratických alebo izopyknických. Použije sa nasledovný vzorec, v ktorom 

hodnoty tR a wh musia byť vyjadrené v rovnakých jednotkách (času, objemu alebo 

vzdialenosti): 

 

 

tR – retenčný čas (alebo objem), teda vzdialenosť pozdĺž základnej línie od bodu nástreku ku 

kolmici spustenej z vrcholu píku zodpovedajúceho danej zložke 

wh – šírka píku v polovici jeho výšky 

 

Zdanlivý počet teoretických poschodí sa mení so stanovovanou zložkou, kolónou 

(vplyv dĺžky, priemeru kolóny a veľkosti častíc) a s retenčným časom. Väčší počet 

teoretických poschodí N znamená vyššiu účinnosť analytickej kolóny. Pretože parameter N je 

silno ovplyvnený dĺžkou kolóny, pre porovnanie účinnosti analytických kolón je lepšie 

používať parameter H (výškový ekvivalent teoretického poschodia). 

 

Výškový ekvivalent teoretického poschodia 

Vedľa počtu teoretických poschodí (N) sa ako parameter vyjadrujúci účinnosť kolóny 

používa výškový ekvivalent teoretického poschodia H *μm+, nazývaný tiež HEPT (Height 

Equivalent to a Theoretical Plate). Keďže závislosť výškového ekvivalentu teoretického 

poschodia H na počte teoretických poschodí N je závislosť nepriamo úmerná, menšia 

hodnota H znamená vyššiu účinnosť analytickej kolóny. Pri posudzovaní účinnosti 

chromatografického systému je teda dôležité si uvedomiť, ktorý z parametrov je práve 

použitý pre porovnanie. 

 

N – počet teoretických poschodí 

l – dĺžka analytickej kolóny *μm+ 
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3.3.3 Selektivita chromatografického systému7 

 

Rozlíšenie 

Rozlíšenie (RS) je mierou separácie medzi píkmi dvoch zložiek, ktoré majú podobnú 

výšku. Rozlíšenie väčšie ako 1,5 zodpovedá rozdeleniu píku na základnej línii. Táto hodnota je 

také minimálne rozlíšenie, ktoré akceptujú liekopisy pre splnenie požiadavkou SST (System 

Suitability Test). Pre píky, ktoré sa vzájomne značne líšia svojimi výškami, nemusí byť tento 

uvedený vzorec vhodný pre výpočet: 

 

 

tR2 > tR1 

tR1 a tR2 – retenčné časy 

wh1 a wh2 – šírky píkov v polovičnej výške 

 

Selektivita 

 Selektivita α sa najčastejšie vyjadruje ako pomer kapacitných faktorov píkov 

susediacich látok v chromatograme. Môže byť vyjadrená taktiež ako pomer retenčných 

objemov susediacich látok chromatogramu. Je žiaduce, aby hodnota parametru α bola 

vysoká. Selektivita chromatografického systému sa vypočíta zo vzťahu: 

 

 

 

k1, k2 – kapacitné faktory dvoch susediacich píkov 

V0 – retenčný objem v mstvom retenčnom čase, mstvy retenčný objem 

VR1, VR2 – retenčné objemy susediacich látok v chromatograme 

                                                             
7 kapitola 3.3.3 bola vypracovaná zo zdrojov *6+, *10+ 
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3.3.4 Ostatné charakteristiky chromatografického procesu8 

 

Faktor symetrie 

 Faktor symetrie je parameter popisujúci symetriu chromatografického píku. Jeho 

hodnota je dôležitá z hľadiska správnej a reprodukovateľnej  integrácie píku a v dôsledku 

toho získania správnych a kvalitných dát na analýzu. Hodnota faktoru symetrie 1,0 znamená 

úplnú, teda ideálnu symetriu píku. Hodnoty faktoru symetrie píku vyššie ako 1,0 znamenajú 

tzv. „tailing“ alebo „chvostovanie“ píku. Naopak, hodnoty faktoru symetrie nižšie ako 1,0 

znamenajú tzv. „fronting“ alebo „frontovanie“. Hodnoty faktoru symetrie akceptované pre 

požiadavky liekopisov pre splnenie SST musia byť v rozmedzí 0,8 – 1,5. Faktor asymetrie píku 

(AS) (nazývaný tiež ako faktor chvostovania píku) sa vypočíta zo vzorca: 

 

 

 

w0,05 – šírku píku v 1/20 jeho výšky 

d – vzdialenosť medzi kolmicou spustenou z vrcholu píku a vzostupnou časťou píku v 1/20 

jeho výšky – Obr.8 

  

 

Obr.8: určenie faktoru symetrie píku *10] 

 

                                                             
8 kapitola 3.3.4 bola vypracovaná zo zdrojov *6+, *10+ 
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Pomer signálu k šumu 

 Pomer signálu k šumu (S/N), ktorý ovplyvňuje presnosť stanovenia obsahu zložiek, sa 

používa hlavne k výpočtom parametrov citlivosti chromatografickeho systému, a to limitu 

detekcie a limitu kvantifikácie. Vypočíta sa zo vzorca: 

 

 

 

H – výška píku zodpovedajúceho danej látke na chromatograme predpísaného roztoku 

meraná od vrcholu píku k extrapolovanej základnej línii signálu, ktorý sa sleduje vo 

vzdialenosti rovnej dvadsať násobku šírky píku v polovici jeho výšky 

h – rozpätie šumu pozadia na chromatograme získanom pri slepej skúške (vpravená vzorka 

placeba farmaceutického prípravku) zaznamenávaná na vzdialenosti rovnej dvadsať násobku 

šírky píku v polovici jeho výšky na chromatograme predpísaného roztoku, a to pokiaľ možno 

rovnomerne na obe strany od miest, kde by sa mal nachádzať sledovaný pík 

 

Obr.9: určenie pomeru signálu k  šumu *10] 
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Pomer výšky píku k sedlu 

 Pokiaľ stanovovaná nečistota nie je úplne oddelená od analyzovanej látky predpisujú 

liekopisy (ČL 2002), ako kritérium spôsobilosti systému pre niektoré skúšky, parameter 

„pomer výšky s sedlu“ (p/v): 

 

 

 

HP – výška píku nečistoty nad extrapolovanou základnou líniou 

HV – výška najnižšieho bodu krivky oddeľujúca píky nečistoty a analyzovanej látky (sedlo) 

nad extrapolovanou zakladnou líniou. 

 

Obr.10: určenie pomeru výšky píku k  sedlu [10] 
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3.4 Derivatizačné reakcie v HPLC9 

 

 Derivatizačné reakcie vedúce k tvorbe detekovateľných derivátov v oblasti HPLC 

môžeme rozdeliť do niekoľko skupín: 

 

1. deriváty vhodné k detekcii v oblasti UV-VIS spektra 

2. deriváty vhodné k detekcii fluorimetrickej 

3. deriváty vhodné k detekcii rádiochemickej 

4. deriváty vhodné k detekcii elektrochemickej 

5. deriváty vhodné k detekcii atómovou absorpčnou spektrofotometriou 

 

Ďalej budú rozoberané iba derivatizačné činidlá pre fluorimetrickú detekciu látok 

s karboxylovou skupinou. 

 

3.4.1 Derivatizácia karboxylovej skupiny pre fluorimetrickú detekciu 

 

 Derivatizácia karboxylu je dôležitá hlavne pri stanovení mastných kyselín, 

dikarboxylových kyselín a ďalších organických kyselín, medzi ktoré patria aj statiny vo forme 

s otvoreným laktónovým reťazcom.  Ako derivatizačné činidlá sa najčastejšie používajú 

deriváty 4-bromometylkumarínu.  

 

4-Bromomethyl-7-methoxykumarin (BrMC) 

Toto činidlo reaguje s karboxylovými kyselinami obyčajne v acetónovom prostredí za 

prídavku uhličitanu draselného alebo  katalýzou pomocou crown-etherov. Deriváty 

v metanole alebo v zmesi matanol-voda sa excitujú žiarením s vlnovou dĺžkou 323 až 325 nm 

a emitujú žiarenie približne od 395 do 402 nm. Miesto uhličitanu sodného sa môže použiť 

KOH alebo Li2CO3. Deriváty sú nestabilné na svetle, preto je nutné ich pripravovať 

a uchovávať v tme. Ako ďalšie činidlá podobné BrMC sa používajú 4-bromometyl-6,7-

dimetoxykumarín (BrDMC) a 4-bromometyl-7-acetoxykumarín. 

                                                             
9 kapitoly 3.4 a 3.4.1 bol vypracované zo zdroja *8+ 
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Obr.11: reakcia BrMC s  karboxylom 

 

 

 

1-bromacetylpyren 

1-bromacetylpyren v acetonitrile v alkalickom prostredí trietylamínu za prítomnosti 

kryptofixu K-222 poskytuje [8] alebo v prítomnosti draselnej soli za katalýzy crownetherom 

[11+ poskutuje fluoreskujúci derivát pyrenacylesteru s emisnou vlnovou dĺžkou 420 nm 

a excitačnou vlnovou dĺžkou 360 nm. 

 

Obr.12: reakcia 1-bromacetylpyrenu s  karboxylom 
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9-anthryldiazometan 

 Z ďalších možných esterifikačných reakcii ja využívaná reakcia karboxylu 

s diazometanom. Ako činidlo sa požíva 9-anthryldiazometan, pričom vzniká fluoreskujúci 

derivát s excitačným maximom pri 365 nm a emisným maximom 418nm. Činidlo bolo použité 

na stanovenie rady karboxylových kyselín. 

 

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

 

 Jedná sa o skupinu liekov, ktorá znižuje množstvo cholesterolu v krvi prostredníctvom 

inhibície HMG-CoA-reduktázy. Limitujúcou reakciou syntézy cholesterolu je premena 

aktivovanej kyseliny 3-hydroxy-3-metylglutarovej (HMG-CoA) na kyselinu mevalónovú. Túto 

reakciu katalyzuje práve HMG-CoA-reduktáza lokalizovaná v hladkom endoplazmatickom 

retikulu hapatocytov a dá sa preukázať aj v iných tkanivách. Látky, ktoré obsahujú skupiny 

štrukturálne podobné substrátu, môžu tento enzým inhibovať. Inhibícia reduktázy zníži 

syntézu cholesterolu, a to vyvolá zmnoženie LDL-receptorov v hepatocytoch, takže sa LDL-

cholesterol vychytáva z krvi vo zvýšenej miere. Hepatocyty zrejme vychytávajú aj IDL častice. 

Takto sa urýchli eliminácia častíc LDL, a aj ich produkcia, ktorej zníženie môže dosiahnuť až 

40%. Koncentrácia HDL obvykle mierne stúpne (až o 15%) a koncentrácia triglyceridov klesne 

až o 25%. Tento priaznivý účinok liečby však nejde očakávať u pacientov s homozygotnou 

familiárnou hypercholesterolémiou, pretože pri tejto dedičnej chorobe sa nemôžu tvoriť 

funkcie schopné LDL-receptory. 

 Prvé na trh uvedené inhibítory lovastatin a simvastatin sú predstupne, z ktorých sa po 

perorálnom podaní v pečeni vytvorí vlastná účinná látka otvorením laktónového kruhu. 

Pravastatin a ďalšie novšie látky predstavujú liečiva už v účinnej forme, teda s otvoreným 

laktónovým kruhom. 

 Zatiaľ čo doteraz menované látky sú mikrobiálneho pôvodu, je fluvastatin syntetická 

látka, ktorej systém jadier sa od predchádzajúcich látok značne líši. To isté platí 

o atorvastatine a cerivastatine. Obsahujú tak ako pravastatin „otvorený“ laktónový kruh 

a predstavujú teda už účinnú látku liečiva. *12] 

 

3.5.1 Atorvastatin 

 

 Po podaní 20mg 14C atorvastatinu bolo detekovaných niekoľko metabolitov v plazme, 

moči a stolici. Plazmatický polčas atorvastatinu bol 12,6 hodín, plazmatický polčas 

ekvivalentov atorvastatinu bol 30 hodín a ich rádioaktivita bola 62,5 hodín, čo nasvedčuje 

prítomnosť dlhodobých neaktívnych metabolitov. Po inkubácii v myších, psích a ľudských 

mikrozómoch sa tvorí ortho a para-hydroxyatorvastatin. V priebehu štúdií in vitro na 

pečeňových mikrozómoch neboli nájdené žiadne iné metabolity. Oba metabolity majú 

porovnateľný efekt na inhibíciu HMG-CoA-reduktázy ako atorvastatin. Pri inkubácii 

s ľudskými hepatocytmi sa vytvoril ďalší vedľajší β-oxidovaný neaktívny metabolit. Žiadny 

z izolovaných primárnych metabolitov nebol neskôr metabolizovaný enzýmami CYP. 

Z enzýmov CYP1A1, 1A2, 2A6, 2B6, 2E1, a 3A4, iba CYP3A4 metabolizuje atorvastatin na dva 

hlavné metabolity ortho a para-hydroxyatorvastatin. Orthohydroxyatorvastatin bol tvorený 

desaťkrát rýchlejšie ako parahydroxyatorvastatin. Špecifické CYP inhibítory fyrafylin 
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(CYP1A2), sulfafenazol (CYP2C9), chinidin (CYP2D6) a diethyldithiokarbamát (CYP2E1) zlyhali 

v inhibícii metabolizmu atorvastatinu. Progestagen a ethinylestradiol, oba špecifické 

inhibítory CYP3A4, znížili tvorbu metabolitov o 90 a 60%. Z tohto dôvodu je CYP3A4 

pokladaný za hlavnú metabolickú cestu atorvastatinu. Tieto dva hlavné metabolity sa taktiež 

tvorili pri inkubácii s intestinálnymi mikrozómami, preto sa predpokladá roľa CYP3A4 

závislého intestinálneho metabolizmu a liekových interakcií v súvislosti s biologickou 

dostupnosťou po perorálnom podaní. *13] 

 

Obr.14: atoravastatinum calcium 

 

 

Obr.15: priestorové zobrazenie molekuly atorvastatinu  
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4 Praktická časť 
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4.1 Použité chemikálie 

 

Acetonitril HPLC gradient grade (Sigma Aldrich, Praha, Česká Republika) 

Uhličitan draselný bezvodý p.a. (Balex, Pardubice-Rosice n.L., Česká Republika) 

Metanol (Sigma Aldrich, Praha, Česká Republika) 

Kys. Fosforečná (Sigma Aldrich, Praha, Česká Republika) 

18-crown-6-ether (Sigma Aldrich, Praha, Česká Republika) 

N,N-dimethylformamid (Sigma Aldrich, Praha, Česká Republika) 

4-bromomethyl-6,7-dimethoxycoumarin (Sigma Aldrich, Praha, Česká Republika) 

1-bromoacethylpyren (Sigma Aldrich, Praha, Česká Republika) 

9-anthryldiazomethan (Sigma Aldrich, Praha, Česká Republika) 

Torvacard ® 20mg (Zentiva, Dolní Měcholupy, Česká Republika) 
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4.2 Použité roztoky 

Príprava roztoku atorvastatinu 

 Jedna tableta TORVACARDu 20 bola rozpustená v 50ml odmernej banke v metanole 

a následne centrifugovaná 30 minút. Tableta obsahuje 20mg atorvastatinum kalcium. 

Koncentrácia roztoku je teda 400μg/ml. Ďalej bol roztok prefiltrovaný, aby bol zbavený 

tabletoviny.  Takto pripravenú vzorku bolo možné skladovať v chladničke po dobu týždňa. 

 Pretože atorvastatin je v tablete ako vápenatá soľ (Ca+2 tvorí s atorvastatinom dimér), 

bolo nutné previesť SPE extrakciu, aby sme získali monomér atorvastatinu. Úspešnosť SPE 

extrakcie, a teda prítomnosť monoméru bola preukázaná pomocou MS. 

 

SPE Extrakcia prevedená na kolónke SUPELCO DSC-18LT 

 Kolónka bola kondiciovaná 1ml etanolu a následne 1ml kyseliny fosforečnej 0,085%. 

Po kondicionácii bol nanesený 1ml roztoku atorvastatinu, zriedený s H3PO4 v pomere 9:1 

(okyslený neionizovaný atorvastatin sa lepšie zadržuje na kolónke). Kolónka bola premytá 

1ml vody a prefúknutá, aby sa voda z nej odstránila. Nakoniec bol atorvastatin eluovaný 

z kolónky dvakrát 0,9ml acetonitrilu. Pretože sme nanášali 900μl metanolového roztoku 

a eluovali sme 1800μl acetonitrilu, získali sme roztok atorvastatinu v acetonitrile 

o koncentrácii 200μg/ml. 

 

Príprava vzorky 

Do banky sme navážili 3mg K2CO3 a pridali 90μl vody, aby sa uhličitan dobre rozpustil. 

Pridali sme 510μl atorvastatinu (po SPE) a odparili na vákuovej odparke do sucha. Po 

odparení sme pridali 500μl roztoku 18-CE-6 (crownether) v N,N-dimethylformamide 

s koncentráciou 100mM a hneď potom 500μl roztoku 4-bromomethyl-6,7-

dimethoxycoumarinu v N,N-dimethylformamide s koncentráciou 100mM. Vzorku sme 

nechali  inkubovať v tme pri 40°C po dobu 15 minút. 

Po inkubácii bol roztok nariedený 1000 krát. Výsledná koncentrácia vzorku je 

približne 102ng/ml. 
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Príprava slepej vzorky 

Prebiehala identicky ako príprava vzorku atorvastatinu s tým rozdielom, že miesto 

roztoku atorvastatinu po SPE bol pridávaný čistý acetonitril.  

 

4.3 Použité prístroje a vybavenie 

 

HPLC systém: Shimadzu 

 pumpy: LC-10ADVP 

 degasser: DGU-14A 

 autosampler: SIL-HT 

 column oven: CTO - 10AC VP 

 fluorescenčný detektor: RF-10A XL 

Kolóna: Discovery C18 (5μm), Supelco 

Predkolóna: LiChroCART, LiChrospher RP-18 ADS, Merck 

Analytické váhy: Sartorius 2004 MP 

Ultrazvuková vanička : Bandelin Sonore Digitex, Berlin 

Sušiareň: Memmert, model 200, Schwabach, Nemecko 
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5 Prevedenie a výsledky 
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5.1 Úvod 

 

 Doteraz neexistuje žiadna práca, ktorá by sa touto metódou analýzy atorvastatinu 

zaoberala. UV-VIS detekcia nie je dostatočne citlivá pre detekciu hladín atorvastatinu 

v plazme za účelom sledovania farmakokinetiky, preto je potreba zvoliť iný spôsob detekcie. 

Do úvahy pripadajú fluorescenčný detektor a MS detektory. MS detektory sú však pomerne 

finančne náročné, a teda aj menej dostupné pre niektoré zariadenia, preto došlo k pokusu 

o vývin metódy za použitia fluorescenčnej detekcie. Práca je do značnej miery inšpirovaná 

prácou Japonských autorov Hisao Ochiai, Naotaka Uchiyama, Kazuhide Iwasaki, Shunsuke 

Hata a Toshio Kamei (ďalej bude referované ako „práca Japonských autorov“) [11], ktorí 

úspešne vyvinuli metódu stanovenia simvastatinu a jeho aktívnych metabolitov práve 

pomocou  derivatizácie a následnej detekcie fluorescenčným detektorom.  

 

5.2 Výber derivatizačného činidla 

 

  V práci Japonských autorov [11] bol použitý na derivatizaciu metabolitov 

simvastatinu 1-bromoacetylpyren, avšak aj cez značnú podobnosť  atorvastatinu so 

simvastatinom sa nepodarilo túto reakciu zreprodukovať a následne úspešne detekovať 

reakčný produkt. Preto bolo nutné hľadať iné možnosti derivatizacie, pričom ďalšie vhodné 

derivatizačné činidlá použiteľné na karboxylové skupiny boli 4-bromometyl-6,7-

dimetoxykumarin a 9-anthryldiazometan. Reakcia s 9-anthryldiazometanom a následná 

detekcia reakčného produktu taktiež úspešná nebola. 

 Pokusy o úspešné prevedenie derivatizačnej reakcie a hlavne následnú detekciu 

produktu reakcie boli úspešné až s použitím 4-bromometyl-6,7-dimetoxykumarínu. Reakcia 

prebiehala v prísne bezvodnom prostredí N,N-dimethylformamidu (vzorka atorvastatinu bola 

dôkladne vákuovo vysušená) pri katalýze uhličitanom draselným, ktorý zabraňuje vzniku 

laktónovej formy *1] [11] atorvastatinu a 18-crown-6-etheru. V počiatočných štádiách bola 

reakcia prevádzaná pri teplote 60° C po dobu 45 minút v tmavej komore. K úprave reakčných 

podmienok  došlo  až po analýze reakčnej kinetiky. 

 Produkt derivatizačnej reakcie bol detekovaný pri 345nm excitačnej a 425nm emisnej 

vlnovej dĺžky. Totožnosť derivatizačného produktu bola overená dvomi spôsobmi, a to 

použitím desaťnásobnej koncentrácie atorvastatínu vo vzorke (obr.16) a porovnaním so 

slepou vzorkou (obr.17). 
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5.3 Zloženie mobilnej fázy 

 

V počiatočných štádiách bol ako mobilná fáza používaný 80% acetonitril (ACN), avšak 

ako je zrejmé z obrázku 16, naša látka bola eluovaná príliš rýchlo, a tak nedošlo k dostatočnej 

separácii. Začiatok chromatogramu obsahoval veľké množstvo píkov patriacich rôznym 

nečistotám. Z tohto dôvodu boli skúšané polárnejšie mobilné fázy. Pri 50% ACN došlo síce ku 

kvalitnej separácii, ale celkový čas analýzy sa neprimerane predĺžil. Použitie gradientovej 

elúcie 40% ACN -> 100% ACN (40min)  bol teda nasledujúci krok, ktorý síce zatiaľ nepriniesol 

úplne ideálne výsledky, ale vzhľadom na štádium práce, uspokojivé (Obr.17). Po každom 

meraní prebiehala opätovná kondicionácia kolóny 40% ACN po dobu 30 min. 

 

Obr.16: porovnanie bežne pripravovanej vzorky a  vzorky s 10 násobnou koncentráciou  

 

 

 

Obr.17: porovnanie bežne pripravovanej a  slepej vzorky 

 

 



41 
 

5.4 Optimalizácia reakčných podmienok pri derivatizácii. 

 

 Ďalší postup bol zameraný na optimalizáciu reakčných podmienok vzhľadom na 

výťažnosť a aj jednoduchosť a rýchlosť prevedenia. 

 

5.4.1 Doba inkubácie derivatizačnej reakcie 

 

Teplota na kolóne: 40°C 

Mobilná fáza: gradient 40% → 100% ACN (40min) 

Kondicionácia kolóny: 30min 40% ACN 

Prietok: 1ml/min. 

Nástrek: 10μl 

Detektor: λ excitačná 345nm, λ emisná 425mn, citlivosť HIGH, gain 4x 

 

 Ako konštantná teplota inkubácie bola určená teplota 70°C. Vzorky boli inkubované 

po dobu 15, 30, 45, 60 a 90 minút v tme a následne nastreknuté na kolónu. 

 

 

Doba inkubácie / plocha píku 

 

15 min. 475,8007 mAU 

30 min. 493,6371 mAU 

45 min. 518,3611 mAU 

60 min.  525,8699 mAU 

90 min. 528,4890 mAU  
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Obr.18: závislosť plochy píku na dobe inkubácie  

 

 

 

 Z nameraných hodnôt vyplýva, že doba inkubácie na derivatizačnú reakciu má 

pomerne malý vplyv. Ako najvhodnejšia doba na prevedenie reakcie z hľadiska výťažku sa 

javila byť doba 45 minút, avšak z hľadiska celkovej doby analýzy bola nevhodná. V ďalšom 

pokračovaní práce bolo preto rozhodnuté inkubovať vzorky po dobu 15 minút, pretože aj 

keď krivka do 45. minúty bola strmšia, rozdiel v celkových hodnotách bol zanedbateľný. 

 

5.4.2 Teplota derivatizačnej reakcie 

 

Teplota na kolóne: 40°C 

Mobilná fáza: gradient 40% → 100% ACN (40 min) 

Kondicionácia kolóny: 30min 40% ACN 

Prietok: 1ml/min. 

Nástrek: 10μl 

Detektor: λ excitačná 345nm, λ emisná 425mn, citlivosť HIGH, gain 4x 

 

 Vzorky boli inkubované pri konštantnej dobe 15 minút v tme, pri teplotách 20, 40, 60 

a 80°C a následne nastreknuté na kolónu. 
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Teplota inkubácie / plocha píku 

20°C  518,2822 mAU 

40°C  495,3561 mAU 

60°C  481,2005 mAU 

80°C  439,6140 mAU 

 

Obr.19: závislosť plochy píku na teplote inkubácie  

 

 

 Z nameraných hodnôt vyplýva, že aj teplota má pomerne malý vplyv na derivatizačnú 

reakciu. Je však jasné, že so zvyšujúcou sa teplotou reakcie ubúda výsledného produktu, čo 

sa dá vysvetliť nízkou stabilitou výsledného produktu pri vyššej teplote. Z praktických 

dôvodov (inkubácia v termostate pre kolónu) bola používaná pri ďalšej práci konštantná 

teplota inkubácie 40°C. 

 

Obr.20: chromatografický záznam atorvastatinu  
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5.5 Použitie techniky Column-Switching pre odstránenie degradačných produktov 

z derivatizačného činidla. 

 

 V práci Japonských autorov *11+ bola taktiež použitá technika prepínania kolón, avšak 

mierne odlišným spôsobom. V ich prípade riešili problém neúplnej separácie sledovaných 

derivátov simvastatinu od interferujúcich látok a taktiež problémy s ostrosťou píku jedného 

z derivátov. Použitím dvoch analytických kolón (CH ako predkolóny a C18 ako analytickej) 

dosiahli úplnú separáciu sledovaných látok od interferujúcich a taktiež zaostrenie píkov. 

 V tejto práci bola technika použitá hlavne z dôvodu vyčistenia vzorky od 

interferujúcich látok a skrátenia celkovej doby analýzy.  

 

5.5.1 Zostavenie HPLC systému s RAM predkolónou a usporiadanie prepínania kolón 

 

 K základnej HPLC zostave bola pridaná tretia pumpa, RAM extrakčná predkolóna 

(LiCHrospher RP-18 ADS, Merck) a šesť-cestný prepínací ventil. Predkolóna a ventil boli 

umiestené v termostate spolu s analytickou kolónou. Na obrázku 21 je znázornené zapojenie 

backflush.  

 Po nástreku vzorky je ventil v polohe A a vzorka je hnaná extrakčnou mobilnou fázou 

na primárnu (extrakčnú) kolónu, z ktorej je extrakčná mobilná fáza vypúšťaná do odpadu. 

Analytická mobilná fáza prechádza analytickou kolónou, detektorom a následne je vypúšťaná 

do odpadu. Po prepnutí do polohy B je na predkolónu vpustená analytická fáza, ktorá z nej 

eluuje analyty na analytickú kolónu, kde dochádza k dôkladnej separácii úzkej frakcie látok 

z pôvodnej vzorky. Po opätovnom prepnutí ventilu do polohy A analytická mobilná fáza 

pokračuje v eluovaní analytov na analytickej kolóne a predkolóna je premývaná extrakčnou 

mobilnou fázou, pričom ostávajúca frakcia nežiaducich látok z pôvodnej vzorky je eluovaná 

do odpadu. 

 

Obr.21: HPLC systém so šesťcestným ventilom a  extrakčnou predkolónou v  konfigurácii 

backflush 
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5.5.2 Výber vhodnej konfigurácie systému prepínania kolón 

 

Extrakčná mobilná fáza: 50% ACN, prietok 1ml/min 

Analytická mobilná fáza: 10min 50% ACN, 10min gradient 50%-100% ACN, 20min 100% ACN, 

prietok 0,7ml/min 

 

 Ako prvý bol skúšaný režim backflush, teda analytická mobilná fáza pretekala 

predkolónou opačným smerom ako extrakčná. Bolo zistené, že náš derivát atorvastatinu bol 

z predkolóny eluovaný rýchlejšie ako niektoré nežiaduce látky, teda po prepnutí ventilu sa 

eluovali z predkolóny ako prvé nežiaduce látky a až následne sledovaný derivát 

atorvastatinu. Z toho vyplývalo, že pre použitú predkolónu je konfigurácia backflush 

nevhodná a teda v ďalšom priebehu práce bola používaná iba konfigurácia straightflush. 

 

5.5.3 Optimalizácia časov prepínania ventilu 

 

 Jednalo sa o sériu pokusov, ktorých cieľom bolo zistiť, v ktorom časovom intervale 

eluuje z predkolóny sledovaný derivát atorvastatinu. Pripojenie detektoru priamo na 

predkolónu nemalo moc význam, pretože sa jednalo iba o extrakčnú predkolónu a teda by 

chromatogram neobsahoval ostré rozseparované píky, z ktorých by sa dalo určiť ,v ktorom 

čase sa naša látka eluuje. Z tohto dôvodu sme museli používať zostavu s ventilom a obomi 

kolónami. 

 Pokusy sme začali s prepnutím ventilu do polohy B  po 1 minúte, pričom do polohy 

A sme ventil opätovne neprepínali. Čas prepnutia do polohy B sme postupne o minútu 

posúvali, pričom sme zistili, že pri prepnutí po 6 minútach sa pík sledovaného derivátu 

atorvastatinu vytratil z chromatogramu. To znamená, že náš derivát sa počas 6 minút úplne 

eluuje z predkolóny do odpadu, teda čas prepnutia ventilu do polohy B musí byť kratší ako 6 

minút. Čas prvého prepnutia ventilu bol teda optimalizovaný na 5,5 minúty. 

 So spätným prepnutím ventilu do polohy A sme začali po 8 minútach, pričom tento 

krát sme z času postupne ukrajovali. Najideálnejší čas spätného prepnutia ventilu do polohy 

A bol určený na 7 minút. 

 Časy prepínania ventilu boli teda optimalizované nasledovne: po 5,5 minútach 

prepnutie do polohy B a po 7 minútach spätné prepnutie do polohy A. Týmto sa na 

analytickú kolónu eluuje iba nevyhnutná frakcia látok zo vzorky, pričom zbytok je odstránený 

do odpadu. 
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5.5.4 Optimalizácia gradientu mobilnej fázy 

 

 Aj po optimalizácii časov prepínania ventilu mal ešte chromatogram potenciál na 

zlepšenie pomocou úpravy gradientu mobilnej fázy. Pri doteraz používanom gradiente 

trvajúcom 10 minút nedochádzalo ešte k úplne ideálnemu oddeleniu sledovaného píku od 

interferujúcich látok a taktiež nulová línia bola pomerne zdvihnutá. 

 Pôvodných 10 minút izokratickej elúcie 50% ACN sme skrátili iba na 7 minút tak, aby 

nástup gradientu nastal hneď po spätnom prepnutí ventilu do polohy B. Samotný gradient 

sme postupne predlžovali až na 26 minút, po uplynutí ktorých bola kolóna ešte 7 minút 

premývaná 100% ACN. Po tejto dobe boli z kolóny eluované všetky látky. Opätovné 

ustaľovanie rovnováhy na kolóne pomocou 50% ACN trvalo 25 minút plus 5,5 minúty 

z nasledujúcej analýzy, pokiaľ bol ventil v úvodnej polohe A. 

Výsledný gradient bol teda nasledovný: 

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

 

Obr.22: výsledný chromatografický  záznam derivátu atorvastatinu  
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6 Záver 
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6.1 Záver 

 

Prvý cieľ tejto práce, teda previesť derivatizáciu atorvastatinu na fluoreskujúci derivát 

splnený bol. Úspešne bolo použité derivatizačné činidlo 4-bromometyl-6,7-dimetoxykumarín 

a produkt derivatizačnej reakcie bol detekovaný. Podarilo sa tiež analyzovať reakčnú kinetiku 

tejto reakcie, pričom bolo zistené, že reakčný čas a ani teplota nemajú výrazný vplyv na túto 

reakciu, avšak úplne zanedbateľný tiež nie. Ideálny priebeh reakcie je možné dosiahnuť pri 

inkubácii po dobu 45 minút pri teplote 20°C v tme. Z praktických dôvodov bola však 

používaná pri práci doba 15 minút (skrátenie celkovej doby potrebnej na analýzu) a pri 40°C 

(inkubácia za konštantnej teploty a v tme v termostate pre kolónu). 

 Druhý cieľ práce, teda vyvinúť separačnú metódu s dostatočne citlivou detekciou 

derivátu atorvastatinu úspešne splnený nebol. Aj po optimalizácii časov prepínania ventilu a 

chromatografických podmienok bol výsledný chromatogram stále značne znečistený 

interferujúcimi látkami do takej miery, že sa limitom kvantifikácie v jednotkách ng/ml ani 

zďaleka neblížil. Pri pokusoch bol navyše používaný iba atorvastatin extrahovaný z tablety, 

takže pri analýze biologického materiálu by sa dali predpokladať ešte horšie výsledky. 

 Aj napriek neúspechu pri naplnení druhého cieľa si nemyslím, že by bolo nemožné 

tento cieľ splniť. Autori Hisao Ochiai, Naotaka Uchiyama, Kazuhide Iwasaki, Shunsuke Hata a 

Toshio Kamei v príbuznej práci [11+ zaoberajúcej sa analýzou simvastatinu dokázali, že je 

možné stanoviť koncentráciu statinu v plazme pomocou fluorescenčnej detekcie, ale je 

nutné vyriešiť problém dokonalého vyčistenia vzorky od interferujúcich látok pochádzajúcich 

z derivatizačnej reakcie. Keďže sa spomínaný problém vyriešiť v tejto práci nepodarilo 

pomocou extrakčnej kolóny v spojení s technikou prepínania kolón, nemohlo byť úspešné ani 

dostatočne citlivé stanovenie derivátu atorvastatinu. 

 Pre úspešné prevedenie analýzy by bolo potrebné sa ďalej zaoberať výberom 

vhodnejšej predkolóny alebo vyvinúť off-line metódu čistenia vzorky. Každopádne by bolo 

potrebné na dovsšenie tohto cieľa viac času a viac prostriedkov, pričom nie je isté či by sa vo 

výsledku podarilo vyvinúť metódu dostatočne jednoduchú a rýchlu na rutinné analýzy 

veľkého množstva vzoriek. Aj z týchto dôvodov bolo rozhodnuté v práci ďalej nepokračovať 

a radšej vyvinúť metódu stanovenia atorvastatinu pomocou HPLC-MS, pri ktorej je vyššia 

pravdepodobnosť dosiahnutia výborných výsledkov. 
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8 Zoznam použitých skratiek 
 

ACN - acetonitril 

BrDMC - 4-bromometyl-6,7-dimetoxykumarín  

BrMC - 4-bromometyl-7-metoxykumarín 

DAD - diode-array detektor, detektor s diódovým poľom 

FD - fluorescenčný detektor 

GC - gas chromatography, plynová chromatografia 

HDL - high density lipoprotein, lipoproteín s vysokou hustotou 

HETP - height equivalent to a theoretical plate, výškový ekvivalent teoretického poschodia 

HMG-CoA - 3-hydroxy-3-metylglutarylkoenzým A 

HPLC - high performance liquid chromatography, vysokoúčinná kvapalinová chromatografia 

IDL - intermediate density lipoprotein, lipoproteín so strednou hustotou 

LDL - low density lipoprotein, lipoproteín s nízkou hustotou 

LIF - laser-induced fluorescence, fluorescencia indukovaná laserom 

MS - mass spectrometry, hmotnostná spektrometria 

PDA - photo diod array 

SPE - solid phase extraction, extrakcia na tuhej fáze 

UV-VIS - ultrafialová a viditeľná oblasť spektra 
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10 Abstrakty 
 

10.1 Analýza atorvastatinu metódou kvapalinovej chromatografie s využitím 

fluorescenčnej derivatizacie 

 

 Hlavným cieľom tejto práce bolo vyvinúť metódu stanovenia atorvastatinu pomocou 

HPLC, ktorá by bola dostatočne citlivá na stanovenie plazmatických hladín, teda koncentrácii 

v jednotkách ng/ml. UV-VIS detekcia nie je dostatočne citlivá na tento účel, preto bola 

použitá fluorescenčná detekcia. Atorvastatin bol derivatizovaný pomocou 4-bromometyl-6,7-

dimetoxykumarínu v prostredí N,N-dimethylformamidu, ako katalyzátory boli použité 

uhličitan draselný a 18-crown-6-ether. Bola prevedená optimalizácia reakčných podmienok, 

pričom sa zistilo, že optimálne podmienky sú inkubácia v tme po dobu 45 minút pri teplote 

20°C. Metódu vyčistenia vzorky od nežiaducich látok sa však optimalizovať nepodarilo. 

Technika prepínania kolón nebola s použitými kolónami dostatočne účinná, takže výsledné 

chromatogramy boli aj napriek maximálnej optimalizácii chromatografických podmienok 

stále značne znečistené interferujúcimi látkami, a teda požadovaná úroveň citlivosti nebola 

dosiahnutá. 

 

 

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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