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1. UVOD



Mezi separa¢nimi metodami hraje v soucasnosti jednu z hlavnich roli chromatografie.
Do této skupiny patii n¢kolik riznych metod, které maji jedno spolecné. Vzdy béhem nich
dochazi k rozdélovani slozek analyzované smési mezi dvé faze, coz se déje na zaklade
raznych fyzikalné-chemickych vlastnosti jednotlivych slouc¢enin. Chromatografie umoziuje
vykonavat nékolik procesti najednou, a to déleni, identifikaci a rovnéZz kvantitativni stanoveni

chemickych latek.

Mezi v soucasnosti pouzivanymi chromatografickymi metodami zaujima jednu
z prednich pricek vysokoucinnad kapalinova chromatografie (HPLC). Kjejim hlavnim
pfednostem patii vysokd citlivost a selektivita. Separace a vytvofeni reprodukovatelného
zdznamu umoziujicitho kvantitativni vyhodnoceni lze navic pomérné jednoduse dosahnout
V kratkém casovém horizontu. K vyhoddm HPLC bezesporu patfi i to, jak velkou $ifi latek od
nizkomolekuldrnich az po ty svySsi relativni molekulovou hmotnosti jeji pomoci lze

stanovovat.

Pti analyze télnich tekutin a jiného biologického materidlu je vzdy tfeba pocitat s
jeho riznymi slozkami, které mohou nepiiznivé ovlivnit prubéh extrakce a zkreslit vysledné
hodnoty analyzované latky. Béhem piipravy vzorkd pro extrakci je tfeba provést takové
kroky, aby tento vliv byl v co nejvétsi mife eliminovan. Jako efektivni extrakéni metoda se
V tomto sméru jevi mikroextrakce tuhou fazi. Jedna se o jednoduchou a uc¢innou sorpéni a
desorpéni techniku zakoncentrovani analytu, kterd nepotfebuje ani rozpoustédla ani
komplikované aparatury. K provadéni mikroextrakce se uziva specialniho vlakna, které pfi
vhodném vybéru umozni dosédhnout reprodukovatelnych vysledkd 1 pro nizké koncentrace

analytq.



2. TEORETICKA CAST



2.1 Chromatografie*?!

Chromatografie je metodou, kterd umoziuje efektivné analyzovat smési latek a
poskytnout tak hodnoceni jednotlivych separovanych slozek z hlediska kvalitativniho i
kvantitativniho. Jedné se tedy o metodu separacni, coz ji ptikladd v analyze 1é¢iv vyznamné
postaveni. Sirokého uplatnéni se této metodé dostava na zakladé faktu, Ze se vétSina
prirodnich latek vyskytuje v podob¢ smési.

Mezi chromatografické metody jsou zahrnuty vSechny ty, pfi nichz dochazi
K postupnému, mnohokrat opakovanému vytvareni rovnovaznych stavii mezi dvéma i vice
fazemi. Jedna faze je umisténa v ploché vrstvé nebo kolon¢ a podle toho se nazyva
staciondrni, zatimco ta druha oznacovand jako mobilni pfes ni unasi separované latky. U
délenych latek ve styku se stacionarni a mobilni fazi dochazi k interakcim, které zajist'uji
jejich separaci. Interakce délenych latek se stacionarni a mobilni fazi jsou totiz vzajemné

nestejné, a to zpravidla jak z hlediska velikosti vzajemné pusobicich sil, tak povahy interakci.

Chromatografické metody se daji podle riznych hledisek délit do nékolika typu.
K zékladnimu rozliSeni jednotlivych metod se da vyuzit déleni podle Ctyi parametril, a sice
podle typu mobilni faze, separacniho mechanismu, pracovni techniky a prostorového
usporadani.
Déleni podle typu mobilni fazel!

a.) Plynovd. Mobilni faze je ve stavu plynném, zatimco stacionarni tvoii kapalina
(chromatografie plyn-kapalina) nebo pevna latka (chromatografie plyn-pevna
latka)

b.) Kapalinova. Mobilni fazi tvoii kapalina, zatimco stacionarni pevna latka
(chromatografie kapalina-pevna latka) popiipadé kapalina s mobilni fazi
nemisitelna (chromatografie kapalina-kapalina)

Déleni podle separacniho mechanismu!*?

a.) Adsorpcni. K procesu separace zde dochazi na zaklad¢ rozdilné adsorbovatelnosti
délenych latek na aktivni povrch stacionarni faze, kterd se vtomto piipadé
oznacuje jako sorbent. Ten je charakterizovan urCitymi kvantitativnimi a
kvalitativnimi vlastnostmi svého povrchu. NejcCastéji se jako sorbent uziva
silikagel nebo oxid hlinity. Do této skupiny se fadi chromatografie pevna faze —

plyn a pevna faze — kapalina.



b.) Rozdeélovaci. V tomto piipadé je proces separace umoznén rozdilnou rozpustnosti
délenych latek ve dvou vzdjemné nemisitelnych kapalindch. K tomu dochazi u
kapalinové rozdélovaci chromatografie, druhou moznosti je pak plynova
rozdélovaci chromatografie, kde dochazi k separaci d€lenych latek unéasenych
plynnou mobilni fazi na kapalné stacionarni fazi.

c.) lontové vymeénnd. U této chromatografiec dochazi k procesu vymény iontti, nebot’
zde stacionarni fazi tvofi tzv. iontoménice. Délené latky maji k jejich funkénim
skupinam riznou afinitu danou rtznou velikosti iontl, jejich mocenstvim a
rozdilnymi hodnotami disociacnich konstant ionogennich skupin.

d.) Gelovd. Zde separace probiha na zaklad¢ rozdilné velikosti molekul délenych
latek. Stacionarni fazi tvoii porézni materidl (gel), jimz pronikaji molekuly
rychlosti zdvislou na své velikosti. Latky s vétSimi molekulami se tak soustavou
pohybuji rychleji, zatimco ty s menSimi samoziejmé pronikaji hloubé&ji do porh a
jejich pohyb je tim zbrzdén.

e.) Afinitni. Tento typ zahrnuje specifické vysoce selektivni interakce mezi dvéma
latkami u nékterych biologickych a biochemickych procest. Ve své podstaté se
vSak nejedna o chromatograficky proces jako takovy.

Déleni podle pracovni techniky[3]

a.) Frontdlni. U tohoto typu chromatografie je roztok délenych latek na kolonu
pfivadén béhem celého jejiho pribéhu. V pocate¢nich fazich se zkolony
neuvoliluje z4dnd z latek a vychazi z ni jen Cistda mobilni faze. Nasledné se po
urcité dob¢ ze staciondrni faze zacne uvoliiovat latka s nejmensi afinitou k této
fazi. Posléze se zacne uvolnovat 1 dalSi z latek dané smési a az v posledni fazi
procesu kolonou prochéazi roztok délenych latek ve sloZeni nezménéném oproti
tomu, v jakém je na kolonu vhanén.

b.) Vytésiovaci. Tento typ chromatografie se zapo¢ina nanesenim smési délenych
latek na kolonu. Ve zbylém pribc¢hu procesu jiz dal§i mnozstvi této smési na
kolonu pfivadéno neni, pouze je pfivadéna latka oznacovana jako vytésnovadlo.
Jedna se o latku, kterd ma vici stacionarni fazi vyssi afinitu nez kterdkoliv ze
slozek d€lené¢ smési. Postupné tak béhem procesu chromatografie ze stacionarni

faze vytésnuje latky delené smési, znichz kolonu jako prvni opousti latka

cv v



jejich rostouci afinity k stacionarni fazi a jako posledni pak odtékd samo
vytésiovadlo.

C.) Elucni. V tomto piikladu chromatografie dochazi nejprve k naneseni urcitého
malého mnozstvi roztoku smési délenych latek na kolonu. Ta je v pribéhu celého
procesu promyvana mobilni fazi, kterou je latka nebo smés latek o afinité ke
stacionarni fazi niz8i oproti kterémukoliv ¢lenu smési délenych latek. Kazdé slozka
smési je vymyvana individudlné nezavisle na ostatnich a c¢as jejiho vymyti
koresponduje s jeji afinitou vici stacionarni fazi. Nejprve se tak z kolony dostava
na izokratickou (béhem celého procesu stale stejnd mobilni faze), vicestupniovou
(dochazi ke zméné¢ mobilni faze béhem vymyvani kolony, pficemz kazda
nasledujici je silngj$im eluentem) a gradientovou (sloZeni mobilni fize béhem
procesu plynule ménéno).

Déleni podle prostorového uspof'édéni[l]

a.) Plosnd. Do této skupiny se fadi chromatografie papirova (PC) a na tenké vrstvé
(TLC)

b.) Kolonovd. Sem patii vysokotuc¢inna kapalinova (HPLC) a plynova chromatografie
(GC)
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2.2 Vysokoudinns kapalinova chromatografie"

2.2.1 Definice zakladnich principﬁ[l]

Podstatou vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) je elu¢ni vyvijeni, jehoz
vysledkem je zaznam elu¢ni kiivky (piku) charakteristické pro dané latky obsazené v eluatu.
Cely proces zapoc¢ina naneseni smési délenych latek na kolonu, ¢imZ se na ni vytvoii elucni
pas. Jeho slozky jsou nasledné unaseny mobilni fazi kolonou a béhem toho dochazi k jejich
interakci se stacionarni fazi (rozdélovanim, adsorpci apod.) a zpétnému prechazeni do mobilni
faze, se kterou miiZou rovnéZ interagovat. Tento proces se mnohondsobné opakuje a pii
dostate¢né odlisnosti distribuc¢nich konstant jednotlivych délenych latek dojde po urcité dobé
k jejich caste¢nému nebo Gplnému rozdé€leni do izolovanych pasi. Oddélené latky opoustéji
kolonu v rizném reten¢nim (elu¢nim) case, ktery zavisi na velikosti jejich interakci se
stacionarni fazi. Cim jsou tyto interakce silngjsi, tim je samoziejmé retenéni ¢as vétsi a dana

latka se z kolony vymyva pozdéji.

2.2.2 Zakladni veli¢iny™

Charakteristickymi veli¢inami pro kaZzdou délenou latku pomoci HPLC jsou retencni
¢as tg nebo retencni objem Vg. Retencni €as vyjadiuje dobu, kterd uplyne od néstiiku vzorku
do dosazeni maxima eluc¢ni kfivky, zatimco retenéni objem vyjadiuje objemové mnozstvi

mobilni faze proteklé za tuto dobu. Vzajemné spolu tyto dvé veliiny souviseji vztahem: g

Vr=trFum
(Fm — objem mobilni faze proteklé kolonou za jednotku ¢asu)

Retencni objem sestava ze souctu dvou objemovych veli¢in, kterymi jsou redukovany
retencni objem V'r a mrtvy objem piedstavujici celkovy objem Vi, ktery zaujima mobilni
faze od mista nasttiku pfes kolonu az po detektor.

Pro vyjadfeni ucinnosti déleni 1ze vyuZzit n€kolika nasledujicich veli€in, které vystihuji
kvantitativni 1 kvalitativni vztahy mezi dvéma separovanymi latkami. Jednd se o relativni

ostrost vyjadienou vztahem: [1]
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0=VgR / Yv
(Yv — sitka piku v zékladné vyjadiena v jednotkach objemu)

Dale do této skupiny patii relativni déleni dvou latek vyjadiené vztahem: [1]

S12=(Vr2—VRr1)/ Vr2
(VR1 — retenéni objem dé¢lené latky 1, Vg, — retenéni objem délené latky 2)

Soucin dvou vyse uvedenych veliCin relativni ostrosti a relativniho déleni dvou latek
se oznacuje jako relativni u¢innost kolony. K vyjadreni Gi¢innosti d€leni je dale vyuzita jesté

veli¢ina rozliSeni, kterou vyjadiuje vztah: [1]

Ri2=2 (Vr2—VRr1) / (Yvi + Yv2)

Timto zptisobem Ize hodnotu rozliSeni vypocitat, ovS§em nelze z takového vztahu
zjistit, které veliiny ji ovliviiuji. To je vSak dulezité pro podstatu chromatografického
procesu a zjiSténi zplsobu, jakym zasahem do systému separaci zlepSit. Jednou z téchto
veli¢in ovliviiyjicich rozliSeni je kapacitni pomér, dal§imi pak distribu¢ni konstanta a

Ly o, . S, o 1
ucinnost. Kapacitni pomér je charakterizovan nasledujicim vztahem: [1]

k= KD VS / V|\/|
(Kp — distribu¢ni konstanta, Vs — objem stacionarni faze, Vy — mrtvy objem)

V praxi je mozno kapacitni pomér vypocitat ze zjednoduseného vztahu vyjadiujiciho,

kolikrat je retencni objem separované latky vétsi nez mrtvy objem: g

k:(VR—Vm)/VM

Z pohledu rozliSeni se pii volbé idealnich podminek nemusi dosahovat co nejvyssi
hodnoty, hlavni je docilit potiebného rozliSeni v pfijatelné dobé&. S rostoucim rozliSenim totiz
stoupaji pozadavky na trvani analyzy a pracovni tlak, coz neni zadouci. Zpravidla je
dostacujici dosahnout rozlisSeni Ri» = 1, kdy se vzdalenost mezi maximy obou pikti praveé
rovna stiedni Sifce piku a piky se jen nepatrné piekryvaji. Pii hodnoté 1,5 se pak jiz dosdhne
dokonalého rozdéleni obou pikl aZ na zakladni linii. VEtSi rozliSeni jiz neni Zzaddouci kvili
zbyte¢nému prodluzovani doby analyzy. Po upravé vySe uvedeného vzorce pro rozliSeni za
vyuziti hodnot kapacitniho poméru, reten¢niho poméru a poctu teoretickych pater, dostaneme

nasledujici vztah: ™
R1‘2 =Y (1‘1‘2 — l)/rliz\/nef

net = N [K/(1+K)]? — efektivni pocet pater kolony
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K hodnoceni vzniklého chromatogramu, ktery je vystupem méieni, 1ze vyuzit nékolik
veli¢in. Jednou z nich je faktor symetrie, jenz hodnoti kvalitu piku z hlediska vzajemné

symetrie jeho vzestupné a sestupné casti. Idealni hodnotou znacici naprostou symetrii piku je

1,0. Vypocitat faktor symetrie 1ze nasledujicim zptisobem: [1]

As = Wo,05 / 2d

(Wo 05 — Sifka piku v jedné dvaceting jeho vysky, d — vzdalenost mezi kolmici spusténou
z vrcholu piku a vzestupnou ¢asti piku v jedné dvaceting jeho vysky)

V piipadé netplného oddéleni necistoty od stanovované latky lze vyuzit jako kritérium

zpusobilosti systému pomér vysky piku k sedlu, jenz se vypocita z tohoto vztahu: g
p/v =Hp/Hy
(Hp — vyska piku necistoty nad extrapolovanou zakladni linii, Hy — vySka nejnizs$iho bodu
ktivky oddélujici pik necistoty od piku stanovované latky nad extrapolovanou zékladni linii)

Pti stanovovani obsahu slozek hraje podstatnou roli pomér signalu k Sumu, ktery

ovliviiuje pfesnost stanoveni. Vypocitat jej 1ze nasledujicim zptisobem: [

SIN=2H/h

(H - vyska piku, h — rozpéti Sumu pozadi)

. VRra(tr2)
j VR _
 VRi(tr) . latka 2
AV’Rl | -
latka 1
Vm
inert
\ 4 P <4+
nastiik Yu(Yu) YY)

Obr. €. 1 Vzhled chromatografického zdznamu dvou latek a nesorbujiciho se inertul!
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2.2.3 Zakladni ¢asti kapalinového chromatografum

Kapalinovy chromatograf se musi skladat z takovych casti, které zabezpec¢i Ctyfi
zakladni ukony, a to transport mobilni faze, davkovani vzorku, separaci latek a jejich detekci.
K tomu slouzi zakladni ¢asti, které je mozno vidét na Obr. €. 2. Ne vzdy musi byt vSechny
dily v chromatografu obsazeny, muze dojit k fadé obmeén, ale v zasadé¢ musi byt dodrzeno
fazeni zakladnich Casti za sebou. Pii konstrukci zafizeni je tfeba myslet i na vliv mrtvych
prostord, které by vedly krozSifovani elu¢nich kiivek nad Gnosnou miru. Spoje mezi
nastiikovym zafizenim, kolonou a detektorem tak musi byt konstruovany s ohledem na to, aby

vzniklé mrtvé objemy byly co nejmensi.

1 2
10
— 3 —
4 11
> 1|2 —113
8(X)
> 14 — 16
7 |
15

1,2 — zasobniky mobilni faze; 3 — programovani gradientu; 4 — sméSovac; 5 — odplynovaé; 6 — vysokotlaké
Cerpadlo; 7 — tlumi¢ tlakovych pulsi; 8 — trojcestny ventil; 9 — saturaéni pfedkolona; 10 — davkovaci

zatizeni; 11 — kolona; 12 — detektor; 13 — jima¢ frakci; 14 — zesilovac; 15 — zapisovac; 16 - integrator

Obr. €. 2 Blokové schéma kapalinového chromatografu[l]

14



Zasobniky mobilni faze

Jako zasobnikii mobilni faze se vyuziva sklenénych nebo nerezovych nadob o obsahu
vétsinou do 2 litrt, které jsou umistény v samostatném uzavieném prostoru chromatografu,

kde jsou chranény pied svétlem a otevienym ohném.

Cerpadla

K procesu cerpani mobilni faze je vyuzivano nékolika typt cerpadel. U
pneumatickych cerpadel je zdrojem energie stlaceny plyn, ktery je bud’ zaveden piimo na
hladinu stlacované kapaliny, nebo svou praci vykonava pres pist. V prvém piipadé je znacnou
nevyhodou fakt, ze je stlateny plyn v bezprostfednim kontaktu s kapalinou, coz miize vyustit
v klesani ucinnosti systému kvili uvoliiovani plynu a u samotné detekce pak obsazené
bublinky snizuji jeji kvalitu. Vyhodou vSech typti pneumatickych ¢erpadel je jejich nizka cena
a dosazitelnost konstantniho tlaku. Pro analytickou chromatografii vSak nejsou zrovna
vyhodné, nebot’ neposkytuji konstantni pritok mobilni faze a ziskané chromatogramy tak

nejsou zvlast presné a tézko se daji srovnavat na zaklade¢ retencnich ¢asu.

Nésledujici skupinou jsou cerpadla s mechanickym pohonem, u nichz je tlak
pfendseny na pist ¢i membranu vyvolan mechanicky pomoci elektromotori. Radi se sem
Cerpadla pracujici na principu velkoobjemové injekéni stfikacky, které jsou schopny
dosahovat konstantniho pritoku a nepulsujiciho tlaku. Jako nevyhoda se v8ak jevi limitovany

objem mobilni faze a vysoka cena.

Cerpadla s malym objemem u¢inné &asti jsou takova, pro néz je charakteristicka pulzni
charakteristika tlaku a objemového prutoku v zavislosti na case. K vytlatovani Cerpané
kapaliny dochazi pistem nebo membranou. V piipad¢ druhého typu je navic v hlavé Cerpadla
umisténa membrana zprostiedkovavajici styk vytlatované hydraulické kapaliny s mobilni

fazi. Nevyhodou tohoto membranového typu Cerpadla je mnohem vétsi mrtvy objem.

Davkovaci systémy

Po rozpusténi vzorku ve vhodném rozpoustédle je tieba jej nadavkovat do kolony, coz
se provadi za uziti davkovacich vysokotlakych ventili se smyckou nebo autosampleru se
zasobnikem vzorku. Dokonalé davkovani vzorku do zna¢né miry ovliviiuje u€innost celého
chromatografického systému a pii jeho nedokonalém provedeni mize vést k nadmérnému

rozsifovani elu¢niho piku a snizovani u€innosti celého systému.
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Kolony

Vybér spravné kolony hraje v HPLC rozhodujici vyznam. Jeji €innost zavisi krome
kvality pouzitého materidlu i na jeji délce, tvaru, materialu, ze kterého je zhotovena, nebo
vnitinim povrchu. Co se ty¢e zminéné¢ho materialu, na vyrobu kolon se zpravidla pouziva
nerezové oceli nebo borosilikatového skla. Sklenéné kolony jsou oproti odolnéjSim ocelovym
daleko citlivéj$i na hodnotu maximalniho tlaku a zpravidla se nedoporucCuje prekracovat u
nich hodnotu 10 MPa. Ve vyjimecnych ptipadech se uziva k zhotoveni kolony plastického

polymeru umisténého do specialniho kovového pouzdra.

Utinnost kolony zavisi na materialu, kterym je naplnéna, a na poétu teoretickych pater
potiebnych k separaci dané smési latek. Pti posuzovani délky z hlediska materidlu, kterym je
kolona naplnéna, se vychazi z velikosti ¢astic sorbentu. Pti velikosti ¢astic do 15 um se délka
kolony pohybuje od 10 do 30 cm, v pfipadé zrn velikych od 20 do 70 um pak tato hodnota

stoupa do rozmezi 30 az 100 cm. Kolona je tedy tim kratsi, ¢im je mensi zrnéni sorbentu.

Detektory

Na indikaci latek vychazejicich z kolony se vyuziva detektort, které pomoci vhodného
snimace sleduji nékterou z vlastnosti eludtu a signdl po zesileni piivadi do zapisovace.
Vysledkem je pak zdznam zavislosti intenzity daného signalu na case. Zakladné se detektory
rozliSuji na dva typy. U univerzalniho je signal umérny celkové vlastnosti eluatu jako celku
obsahujiciho mobilni fazi a dany vzorek. V pfipad¢ selektivniho je signal dan pouze

koncentraci detekovaného vzorku. Pistroj by mél byt spravné vybaven obéma typy detektort.

Na detektor jsou kladeny riizné pozadavky, které 1ze shrnout do nasledujicich bodu:

-----

- dostatec¢né velky pomér mezi Sumem a méfenou hodnotou

- vysoka citlivost

- co nejmensi mimokolonovy ptispévek k rozsifovani elucnich zon
- mala citlivost vli¢i zménam pratoku mobilni faze, tlaku a teploty

- umoZnéni provadéni gradientové eluce

Detektory je mozné rozdélit 1 podle okamzité odezvy, ktera bud’ na rychlosti pfivodu
mobilni faze se separovanou latkou do detektoru zavisi (koncentracni typ), nebo na ni stejné
jako na jejich vykyvech zavisla neni (hmotnostni typ). Hlavni rozd¢lovani detektorti probiha

na zékladé métenych velicin, jak je uvedeno v Tab. €. 1.
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Mérena veli¢ina

Detektor

absorpce zafeni spektrofotometricky
index lomu refraktometricky
fluorescence fluorimetricky
elektrolyticky proud polarograficky
elektricka vodivost vodivostni

permitivita kapacitni, permitivitni
elektrodovy potencial potenciometricky
ioniza¢ni proud transportni s plamenoionizac¢ni detekci
sorp¢ni teplo (teplota) mikroadsorp¢ni
radioaktivita radiometricky

Tab. ¢. 1 — Rozdéleni detektori podle métenych veli¢in™

Spektrofotometrické detektory

Spektrofotometrické detektory pracuji na zakladé proméfovani absorbance
elektromagnetického zafeni urcité vlnové délky slozkami eludtu prochazejiciho celou
detektoru. Detektory této skupiny se vyznaluji znagnou citlivosti (10° - 10® g/ml) a je
mozné je vyuzit i pii gradientové eluci. Z podstaty jejich fungovani vyplyva, Ze 1ze k méteni
vyuzit celého spektra elektromagnetického zateni od ultrafialové oblasti pfes viditelnou az po
infraCervené zareni. Posledni jmenované se vyuzivd minimalné, nebot’ pravé v této oblasti
absorbuje vétSina rozpoustédel, coz je nezddouci. U barevnych latek lze vyuzit detektorti pro
oblast viditelného svétla, ovSem zcela nejvétsi zastoupeni nejen v této skupiné detektori, ale
mezi detektory obecné, maji ultrafialové detektory.

Nejjednodussimi a cenové nejpiijatelngjsimi UV detektory jsou ty s fixni vinovou
délkou, ktera byva nejcastéji 254 nebo 280 nm. Pfi téchto vlnovych délkach totiz absorbuje
vétsina 1é¢iv. U dalsiho typu detektort této skupiny je mozno vinovou délku libovoln€ podle

potfeby meénit. Scanning UV detektor umoznuje snimat béhem nékolika sekund absorp¢ni

vvvvvv

umoziiuje na zéklad¢é fizeni pocitacem vytvaret trojrozmérnou projekci. Snima absorpéni

spektrum, hodnoti 1é¢ivo soucasné pfi vice vinovych délkach a porovnava poméry absorbanci.
Refraktometrické detektory

Pii pouziti téchto detektort dochdzi k métfeni celkového indexu lomu analyzované

latky 1 rozpoustédla tvoficiho mobilni fazi. Jeho citlivost, kterd je obecné o dva aZz tii fady
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niz$i nez u UV detektoru, koreluje s rozdilem mezi indexem lomu analyzované latky a
indexem lomu rozpoustédla. Cim je tento rozdil vétsi, tim je v&tsi i citlivost. To je jedna
Z jeho nevyhod, mezi dal$i pak patii nutnost udrzovat méfici celu detektoru na konstantni

teploté a nemoznost provadét jim gradientovou eluci.
Fluorimetrické detektory

Fluorimetrické detektory jsou pouzitelné pro latky schopné emitovat fluorescencni
zéareni. Tyto latky prochézeji celou detektoru, kde z intenzivniho zdroje absorbuji ultrafialové
zéareni dodavajici latce energii na naslednou fluorescenci. Pokud analyzovana latka neni
schopna vykazovat fluorescen¢ni zafeni, je mozné ji derivatizaci s vhodnymi ¢inidly na
fluoreskujici derivaty prevést. Oproti UV detektorim se fluorimetrické vyznacuji mensi
univerzalnosti, ale vétsi selektivitou (10'9 — 10" g/ml). Oproti refraktometrickym pak

moznosti provadét gradientovou eluci.
Elektrochemické detektory

Uplatnéni tyto detektory nachédzeji u téch analyzovanych latek, kde lze vyuzit déju
souvisejicich s elektrochemickou reakci na rozhrani elektroda — roztok. Roztok obsahujici
analyzované latky je veden do detektorové cely, ktera obsahuje dvé az tfi elektrody. Tam
dochazi k proméfovani elektrochemické veliCiny, jejiz hodnota je zavisla na koncentraci
analyzované latky. Tyto detektory jsou velmi citlivé (10° - 10" g/ml), oviem vétsina z nich

je nepouzitelna pii gradientové eluci.
Detekce hmotnostni spektrometrii

Zakladem tohoto zplisobu detekce je po vystupu eluatu z kolony odstranéni mobilni
faze a prevedeni analyzované latky do plynného stavu. Molekuly latky jsou pak
V hmotnostnim spektrometru ionizovany narazy elektrontl, termoionizaci ¢i elektroionizaci.
Nabité castice jsou v magnetickém nebo vysokofrekvencnim poli rozdéleny podle poméru
hmotnosti a naboje a jako vystup je zaznamenano jejich hmotnostni spektrum. Tento zplsob

detekce je vysoce citlivy a vysoce selektivni, ov§em zaroven finan¢n¢ velmi narocny.
Transportni detektory

Detekce u tohoto typu detektor spociva v unaseni eluatu vychazejiciho z kolony do
prostoru, kde je odpateno rozpoustédlo, a teprve pak do vlastniho detekéniho systému, kterym
muZe byt napi. plamenoioniza¢ni detektor. Toto zatizeni je z dlivodu odpatovani rozpoustédla

pouzitelné jen pro malo t€kavé latky a dnes se jiz prakticky nepouziva.
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Mikroadsorpcni detektory

Mikroadsorpéni  detektory vyuzivaji adsorpéniho a desorpcniho tepla, které
zaznamenavaji v zavislosti na mnozstvi proteklého eluatu. Podobné jako refraktometrické
jsou velmi citlivé na kolisani teplot a vyzaduji tak neustdle termostatovani. To spolecné
s problematickym vyhodnocovanim chromatogrami obsahujicich pro jednu slozku dva piky

vedlo K jejich stahnuti z trhu.

Vyhodnocovaci zarizeni

U soucasnych vysokoucinnych kapalinovych chromatograft se jako vyhodnocovaciho
zafizeni vyuziva vypocetni techniky. Ta kromé& samotného vyhodnocovani a vytvareni

zaznamu o provedené analyze zajist'uje fizeni celého zafizeni.
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2.3 Biologicky material'”

2.3.1 Volba, odbér a zakladni zpracovani biologického materialul®

Vysetiovany biologicky material tvoii zpravidla velmi komplikovanou smés navzajem
se ovlivilujicich slozek, kterd pozitivnim nebo negativnim zplsobem pusobi na chovani
analytu a vlastni pribéh reakce. Zejména se jednd o pfitomnost bilkovin s jejich moznosti
tvorby vazeb, stav komplexu udrzujiciho pH s jeho odchylkami a pufrovaci kapacitou nebo
parcidlni tlaky plynti v nativnim systému a dal$i. Nelze zanedbat ani pfitomnost pomérné
rozsahlého mnozstvi organickych a anorganickych latek i1 celou fadu fyzikalné chemickych

vlastnosti celého prostiedi.

Vedle dfive nejcastéji pouzivanych materidlti krve a moc¢i dnes nachdzeji uplatnéni
rovnéz sliny, likvor, matetské mléko, slzy, Zlu€, pot a stolice. Technika zpracovani téchto
material je snazs$i u téch, které jsou tekutéjsi a slozkove jednodussi. Na prvni tii mista se tak

fadi moc, slzy a pot, zatimco krvi patii az predposledni misto pted stolici. Pfimé zpracovani

vvvvvv

Krev

AC je krev znaéné sloZitou soustavou, je pouzivana nejCastéji. Pfi zpracovani je tieba
pozadovat izotonii fediciho roztoku, opatrné zachdzeni s teplotnimi vykyvy (zahrati,
zmrazeni) a ubranéni se mechanickému poskozeni (neSetrny odbér, uzké jehly, vysoky
podtlak pti odbéru, tlak pfi michani, centrifugace apod.). Pevné slozky (krvinky) jsou zde
soucasti intracelularniho systému, ktery se nachézi s okolnim extracelularnim v rovnovdzném
stavu. Pfi zméné vlastnosti okoli tak miZze dojit k difuzi slozek intracelularniho obsahu
krvinek do extracelularniho systému (napf. rizné ionty, plyny apod.). PoruSenim membrany
v disledku lyzy nebo ptyzy dochéazi k totdlnimu vyplaveni intracelularniho obsahu
(hemoglobinu, iontd a nékterych specifickych bilkovin a enzymt), cehoz je tfeba se

vyvarovat. Vliv na vysledek analyzy ma i rozdilnost hematokritu v rizném misté odbéru.
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Krevni sérum

Krevni sérum se pfipravuje stanim krve, béhem kterého dojde k vysrazeni a oddé¢leni
krevniho kolace. Tento d¢j probiha zhruba 1 — 2 hodiny, pficemz na délku trvani ma vliv typ
nadoby a hladkost jejiho vnitiniho povrchu. Pfidani kuli¢ek zvétSujicich povrch, zdrsnéni
vnitini plochy nadoby nebo zaména plastové nadoby za sklenénou vede K urychleni celého
procesu srazeni. Vysrazena krev se odstiedi, nasledkem cehoz dojde k zfetelnému oddéleni
séra od krevniho kolace. Pti odbéru séra je tieba davat pozor, aby nedoslo k jeho promiseni se
zbytky krevniho kolace. V pfipadé materidli o malych objemech lze vyuzit specidlniho
piipravku hydrofobni povahy (silikonovy gel), ktery po pfidani a odstiedéni vytvoii mezi

sérem a krvi pevny prstenec uzavirajici krevni kolac.

Plazma

Po pfidani antikoagulacnich prosttedki do vzorku krve nedojde k vysrazeni
fibrinogenu na fibrin a tim ani ke vzniku krevniho kolace. Vznikne tedy vzorek schopny
okamzitého dal§iho zpracovani. Plazma se snadnéji deli centrifugaci a objemovy zisk vzorku
je oproti séru vétsi. Jako antikoagulacnich prisad se nejCastéji pouziva heparinu, EDTA,
citratu sodného, oxalatu sodného nebo amonného a fluoridu sodné¢ho. Vzdy se piridavaji ve
formé ptislusné koncentrovanych roztoku tak, aby piidané mnozstvi ¢inilo 0,1 — 1 ml, a

nasledné jsou odpateny do sucha.

Vyznam moci je v ptipadé monitorovani Iékové terapie vétSinou minimalni a pouZziva
se jen vyjimecné tieba pti zjistovani acetylacni schopnosti jater nebo detekci metaboliti
chlorochinu béhem antimalarické terapie. Mnohem vétsi uplatnéni mo¢ nachazi v toxikologii,
kde je hlavnim biologickym materidlem. VétSina endogennich latek pritomnych v moci je
dobfe rozpustna ve vodé€. Léky patii zpravidla k méné polarnéjSim latkdm a mohou byt
snadno extrahovany organickymi rozpoustédly. V piipadé€ 1€kt vdzanych v podobé polarnich
konjugatt je tfeba tyto nejprve hydrolyzovat.

Velkou komplikaci analyzy moci je jeji objem zéavisly na mnoZstvi a zplsobu
konzumace riznych napojti a jinych diureticky pilisobicich pfipravki. Z analyzy casove
nekontrolovaného odebraného vzorku moci je tak obtizné provadét kvantitativni pfepocet.

Problémy zptsobuje i1 velka variabilita pH zavislad rovné€Zz na pfijmu potravy a léciv. Vedle
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antacid moc¢ alkalizuje 1 jeji samotné stani. Rtzné pH ovliviiuje rychlost vylucovani 1é¢iv, kdy

se V kyselé moci rychleji vylucuji bazické latky.

Sliny

Hlavni pfednost stanovovani latek ze slin je jejich snadna dostupnost a jednoduchost
ziskani materidlu. Do slin prechdzi vétSina 1€¢iv a jejich hladina je tam v urcité korelaci
s plazmatickou koncentraci zejména jejich nevazaného podilu. Prinik do slin ovliviiuje
hlavné rozpustnost a ionizovatelnost 1é¢iva v krvi. V pfipadé karbamazepinu se jako problém
pii stanovovani hladiny léCiv ze slin ukézala retence léCiva v ustech. Az dvé hodiny po
peroralni aplikaci doslo k piiblizeni koncentrace této latky ve slinach a v krvi. U lithia pak
nebyla ziskdna zadna korelace Vv zakladnich parametrech biologické dostupnosti (polocas,
clearance, distribu¢ni objem). U steroidnich hormont, prokainamidu, digoxinu nebo teofylinu

vSak vyuziti slin na monitorovéani 1ékovych hladin vyznélo ptiznivé.

2.3.2 Uprava biologického materialu deproteinaci[4]

Biologicky material tvofi, jak jiz bylo uvedeno vyse (viz. Kap. 2.3.1), komplikovana
pii vlastni reakci interferovat. Zaroven je vSak tfeba piihlédnout K faktu, ze ¢ast daného
analyzovaného léCiva je ve formé volné a ¢ast vazana na bilkoviny. Po deproteinaci vSak
analyzujeme celkové mnozstvi 1é¢iva ziskané z obou casti. Problémem mtize byt i samo
deproteinacni ¢inidlo, které mize piimo ¢i nepfimo interferovat pii analytickych reakcich.

Deproteinace musi spliiovat tfi zakladni podminky, kterymi jsou:

- kompletni odstranéni proteinil véetné téch o malé molekulové hmotnosti

- samotny precipitat nesmi adsorbovat na svilij povrch sledované 1é€ivo

- deproteinacni ¢inidlo nesmi plisobit na sledované 1é¢ivo, ovlivitovat dalsi postupy
(napt. extrakci), interferovat pii vlastni detekéni reakei a ani jinak nesmi ovliviiovat

analytickou vytéZnost

Precipitacni deproteinace

Zakladem precipitatni deproteinace je proces precipitace, béhem kterého dochazi

k vysrazeni proteinové slozky z biologického vzorku. K tomu se vyuziva kyselin jako

22



trichloroctové, metafosforeéné koncentrované nebo chlorovodikové koncentrované. Dalsi
moznosti je pouziti tézkych kovil (siran zine¢naty, hydroxid lithny, wolframan sodny, chlorid
rtutnaty nebo chlorid hlinity) a organickych rozpoustédel (ethanol koncentrovany
V dvojnasobném mnozstvi vici vzorku, acetonitril v 1,5ndsobném poméru nebo methanol ¢i

aceton).

Enzymova deproteinace

V tomto typu dochazi k deproteinaci pomoci proteolytickych enzymu jako subtilisinu,
trypsinu, papainu nebo ketodasy.

Ultrafiltrace

Narozdil od ptedeSlych dvou zplsobl, kdy se po jejich provedeni uvoliiuje do
supernatantu slozka 1é¢iva vazand na bilkoviny, zUstava pfi ultrafiltraci vdzana slozka lé¢iva
spole¢n¢ s proteiny na stejné membrané a membranou prosly ultrafiltrat obsahuje jen volnou
slozku. Vhodnou volbou velikosti péri membrany muzeme roztfidit zachycené molekuly

podle jejich hmotnosti.
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2.4 Extrakéni procesy pri upravé kapalnvch vzorka pro naslednou
[5,6,7,8,9,10]

analyzu

Upravu kapalnych vzorka pied naslednou analyzou lze provadét nékolika moznymi
zpisoby, mezi které patii i rozpousténi, odpafovani, destilace nebo lyofilizace. V ptipadé
provadéni analyzy pomoci HPLC se vSak nejcastéji vyuziva metod extrakce kapalina-kapalina
(LLE), extrakce tuhou fazi (SPE) a mikroextrakce tuhou fazi (SPME).

2.4.1 Extrakce kapalina-kapalina™

Tento typ extrakce (LLE) se pouziva pro oddélovani analytu rozdé€lovanim slozek
analyzované smési mezi dvé vzdjemné nemisitelné faze. Jednu z fazi zpravidla tvoii voda a
druhou organické rozpoustédlo. Hydrofilngjsi latky prechézeji do vodni slozky, zatimco
hydrofobnéjsi 1ze nalézt hlavné v organické ¢ésti. Analyty extrahované do organické faze lze
jednoduse ziskat odpafenim rozpoustédla. Latky zvodné faze jsou vétSinou piimo

nastfikovany na kolonu HPLC s reverzni fazi.

Béhem extrakéniho procesu dochdzi v uritém momentu k nastoleni rovnovéhy,
béhem které mize vyrazny podil analyzované latky zistavat v obou fazich. To samoziejmé
vyrazné limituje pouzitelnost metody za danych podminek. K zlepSeni vytézku extrakce a
potlaceni extrahovéani necistot lze vyuzit upravy pH, iontovych vazeb, tvorby komplext a
dalsich.

Na pouzité organické rozpoustédlo jsou v LLE kladeny nasledujici naroky:

- nizka rozpustnost ve vodé (< 10%)
- tékavost umoziujici jednoduché odstranéni a tim zvySeni koncentrace po extrakci
- kompatibilita s detekci pomoci HPLC, ktera je nasledné vyuzita k provedeni analyzy

(vyhnout se rozpoustédlim siln¢ absorbujicim UV zafeni)

- polarita a schopnost tvorby vodikovych mustkll zvySujici vytézek analytu v organické
fazi

- vysoka Cistota kviili minimalizaci kontaminace vzorku
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Teorie procesu LLE vychazi ze zakladniho Nernstova rozdélovaciho zakona, ktery
charakterizuje rozdéleni latky mezi dvé vzijemné nemisitelné faze a je vyjadien nésledujici

rovnici: 5]

KD = CO/Caq
(Kp — distribu¢ni konstanta, Co — koncentrace latky v organické fazi, C,q — koncentrace
latky ve vodné fazi)

Daleko vystiznéjsi je pak vyjadieni podilu analytu extrahovaného do organické slozky,

ktery lze ziskat z nasledujici rovnice: g

E=CyVy/ (C()VO + Caanq) =KpV/ (l + KDV)

(E — podil extrahovaného analytu, Vo — objem organické faze, Vaq— objem vodné faze,

V — tazovy pomér Vo/Vag)

V piipad¢ biologického materidlu se LLE provadi v zabrusovych zkumavkéch za
pouziti mensich objemu vzorku. Pro jednokrokové extrakce, jaké jsou typické pro biologicky
material, musi byt distribu¢ni konstanta Kp vysoka (tj. > 10), aby doslo ke kvantitativnimu
rozd€leni analytu (tj. > 99%) do jedné z fazi. Soucasné s tim musi fazovy pomér V zulstat
Vv prakticky pouzitelném rozmezi hodnot 0,1 — 10. Na zvySeni hodnoty distribu¢ni konstanty
1ze vyuzit n¢kolik nésledujicich kroku:

- zména organického ¢inidla

- uiontovych a ionizovatelnych analytl potlacit jejich ionizaci a zvysit tak jejich
rozpustnost v organické fazi nebo je vyparovat do organické faze ptidanim reagens o
opac¢ném naboji

- vysolovani za uziti neutralni soli (napf. siranu sodného), ¢imz dojde ke snizeni

koncentrace analytu ve vodné fazi

2.4.2 Extrakce tuhou fazil”!

Extrakce tuhou fazi (SPE) je dilezitou metodou pii piipravé vzorkd pro naslednou
analyzu pomoci riznych chromatografickych metod, mezi nimi samoziejmé i HPLC. Ve
svém pouziti se podoba metodé¢ LLE (viz. Kap. 2.4.1), ktera je vSak na rozdil od ni
vicekrokovym separa¢nim procesem. Oproti LLE skyta extrakce tuhou fazi jest¢ nckolik

dalSich vyhod:
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- Uplnéjsi extrakce analytu

- ucinngjsi oddéleni rusivych latek od analytu
- niz$i spotieba organického rozpoustédla

- jednodussi zisk celé frakce analytu

- snadn¢j$i manualni operace

- odstranéni vedlejsich ¢astic

- jednodussi automatizace

Jelikoz je SPE oproti LLE daleko efektivnéjsi separacni metodou, je mozné timto
zpusobem ziskat vétsi vytézek analytu. Metoda extrakce tuhou fazi zaroven umoziuje daleko
kompletn€j$i odstranéni ruSivych latek od frakce analytu. Nejpopularnéjsi je u SPE technika
reverzni faze, jenz umoziuje pro eluci pouzit pouze malé mnozstvi organického rozpoustédla
udrzujiciho vysokou koncentraci analytu. Vzhledem k tomu, ze u SPE nedochazi k separaci
mezi dvéma fazemi, které by mohly vzdjemné ovliviiovat svlij objem, je daleko jednodussi
ziskat celkovou frakci analytu a zéroven se vyhnout nepfesnostem zplisobenym variabilnim
nebo nepfesné zméfenym objemem obou fazi. Latky tvofici u SPE tuhou fazi zajistuji
zachyceni vétSich ¢astic a brani jim tak dostat se do frakce analytu.

Metoda extrakce tuhou fazi oproti LLE skytd i nékolik nevyhod. Zaprvé je tieba
zminit variabilitu v reprodukovatelnosti vysledku, ktera je zptisobena velkymi rozdily v tuhé
fazi u SPE. Oproti tomu je u extrakce kapalina-kapalina uzivdno Ccistych a ptesné
definovanych rozpoustédel. Nevyhodou oproti LLE je u extrakce tuhou fazi rovnéz vétsi
plocha povrchu zatizeni, v némz je extrakce provadéna, coz zvySuje vétsi pravdépodobnost

nevratného navazani analytu a tim padem sniZeni vytézku.

Vyuziti metody SPE vV pfipravé vzorkii pro néslednou analyzu spociva v Sesti

zakladnich vyhodéach:

oddéleni latek biologické matrice a latek nebezpecnych pro kolonu (tzv. zabijaci
kolon)

- koncentrace nebo obohaceni stopy analytu

- odstranéni soli

- vyména rozpoustédla

- in-situ derivatizace

- uchovavani a transport vzorku

Rusivé latky prekryvajici pik analytu mohou pfi analyze pomoci HPLC vyznamné

ovlivnit jeji vysledky. V nekterych piipadech mohou totiz takové latky obsazené ve vzorku
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zpusobit ve vysledném chromatogramu, ze nebude mozné je oddélit od piku pro
analyzovanou latku. Vyhoda SPE spociva v tom, ze muaze vliv latek biologického materidlu
toto zpusobujicich zmirnit anebo jej tiplné eliminovat. Nebezpeci pro HPLC analyzu skytaji i
tzv. zabijaci kolon, kterymi jsou latky schopné zanést nebo deaktivovat HPLC kolonu.
VétSinou se jim lze ubranit pouzitim SPE s reverzni fazi (dale jen RP-SPE), ktera je schopna
je ze vzorku odstranit. Témito latkami jsou napiiklad hydrofobni substance (tuky a oleje)

nebo polymery.

Extrakci pevnou fazi lze pouzit rovnéz k zvySeni koncentrace analyzované latky.
Pokud zvolime jako pevnou fazi latku, ktera umozni, aby byla pro analyt hodnota k >>1, pak
je mozné pouzit relativné velky objem vzorku, nez dojde k nasyceni pevné faze. Na naslednou
eluci se pouzije silné rozpoustédlo (k<l1), které umozni eluci analytu do malého objemu a tim
tak dojde k zvétSeni jeho koncentrace a zvySeni senzitivity pii detekci. RP-SPE se da rovnéz
vyuzit k odstranéni soli ze vzorku, coz se vyuziva zejména v ptipadé HPLC s iontovou
vyménou. Podminky takového procesu, z hlediska hodnoty pH a procentualniho obsahu
organického rozpoustédla, jsou vybrany tak, aby doslo k zachyceni analytu a anorganické soli
bylo mozno zpovrchu tuhé faze vymyt vodou. Naslednd eluce analytu organickym

rozpoustédlem tak jiz probiha bez soli.

Na provadéni extrakce tuhou fazi je vyuzivano nékolik zafizeni, mezi které patii
kolonka, disk nebo mikrovlakno. V ptipadé posledniho jmenovaného se vSak uz jedna o
zatizeni pro odliSnou metodu mikroextrakce tuhou fazi (viz. Kap. 2.4.3). Z prvnich dvou ma
hlavni vyuziti kolonka (viz. Obr. ¢. 3). Jeji obal je tvofen vysoce Cistym pro medicinalni
vyuziti upravenym polypropylenem, u kterého je zaruceno, Ze b&hem extrakce nebude
uvoliovat latky (napf. plastifikdtory nebo stabilizatory) a kontaminovat jimi vzorek.
V ptipadech, kdy je provadéna extrakce vzorku s opravdu minimalnim obsahem analyzované
latky, lze vyuzit kolonky ze skla nebo cistého polytetrafluorethylenu (PTFE). Kolonka
Z polypropylenu by zde i pfes svou vysokou cCistotu mohla zplsobit nezddouci navysSeni
mnozstvi extrahovatelnych necistot. Vytok z vnitiniho valecku je opatien Spickou umoziujici
napojeni jehly, ktera zajisti ptimy odtok eluatu do vialky. Frita udrzujici loZisko se sorbentem
v kolonce je vyrobena z PTFE, polypropylenu nebo nerezové oceli s porositou od 10 do 20

pum zajistujici maly odpor toku eluatu.
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Zasobnik S|

Frity

Vrstva | \(polyethylen,
sorbentu nerezova ocel
nebo teflon)

Koncovka — >

Obr. &. 3 — Kolonka pouzivana pro provadéni SPE!

Mikrokolonky pro SPE jsou vyradbény v riznych tvarech a velikostech odpovidajicich
jejich pouziti, hlavné se jednd o jejich pasovani do automatizovanych zatizeni. Z objemového
hlediska je jejich rozmezi od 0,5 do 10 ml. Pro extrémni ptipady tzv. ,Spinavych® vzorkd,
které by zahltily klasické kolonky, jsou vyrabény vétsi o objemu 60 ml. Tato velka zatizeni
vazi 10 g, zatimco u klasickych kolonek se hmotnost pohybuje mezi 35 mg az 2 g. Ve vétSing
ptipadu je Zadouci, aby byl dany analyt eluovan do co nejmensiho objemu, ¢emuz odpovida 1
vybér kolonek, které by mély byt pokud mozno co nejmensi. Zaroven vsak je tieba dbat na to,
aby nebyla zvolena pfili$ mala kolonka, u které by doslo k jejimu pfesyceni.

Druhou moZnosti, jak provést extrakci tuhou fazi, je vyuziti disku, ktery pfipomina
membranové filtry a pravé jejich vyhody vhodné kombinuje s vyhodami SPE. Samotny disk
je 1 mm tenky s primérem od 4 do 96 mm a je umistén Vv drzdku tvofeném odnimatelnou
horni a dolni polovinou. Materialy tvotficimi disk jsou sit’” pruzného nebo pénového PTFE
doplnéného silikatovym nebo pryskyficnym obalem, pevné sklenéné vldkno s vloZzenym
obalovym materidlem, PVC s naimpregnovanym obalem nebo derivatizované membrany.

Samotné provedeni extrakce vzorku tuhou fazi sestava z n€kolika zakladnich krok:

- aktivace sorbentu promyvanim rozpoustédlem
- naneseni vzorku

- promyvani tuhé faze (odstranéni nezadoucich latek)
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- ziskani pozadovaného analytu

Aktivace sorbentu je duleZitou operaci, kterd se provadi je$té pfed nanesenim
samotného vzorku. Jejim Gcelem je zaprvé odstranit necistoty, které se dostaly z laboratorniho
ovzdusi do kontaktu se sorbentem a kterych je pied samotnou extrakci potieba se zbavit.
Druhym neméné podstatnym ucelem je solvatace sorbentu. Vyschly sorbent Vv ptfipadé RP-
SPE casto zptisobuje sniZzenou retenci vzorku. Aktivaci sorbentu se rovnéz zabrani tomu, aby
pfi jednotlivych extrakcich kolisala jeho suchost, coz by mohlo vést k rozdilnym vytézkim
analytu. K promyvani se vyuziva acetonitrilu nebo methanolu, ktery je v ptipadé RP-SPE a u
polarné vazanych fazi nejcastéji pouzivanym. U silikatovych gelti ovSem zplsobuje jejich
deaktivaci, tudiz se zde uziva stfedné polarnich rozpoustédel jako napf. methylen-chloridu.

Tam, kde se do SPE aplikuji vodné vzorky, pfipada v ivahu rovnéz promyti vodou.

Po provedeni aktivace sorbentu se ptechazi ke druhému kroku, kterym je naneseni
samotného vzorku. To se provede pomoci pipety, injekéni stiikacky nebo V ptipad¢ vzorkl o
veétsim objemu pumpou. Vzorek je nanasen bud’ ve své ptivodni podobé, nebo je mozno jeho
rozpoustédlo zaménit za jiné. Vzdy jim vSak musi byt slabé rozpoustédlo, které umozni silné
zadrzeni analytu na tuhé fazi. Pokud je analyt rozpu$tén ve vod¢é nebo pufru s obsahem
organické slozky (methanol nebo acetonitril) do 10 %, pak se provadi RP-SPE. Uhlovodikova
nebo jind nepoldrni rozpoustédla jsou typickd pro tzv. SPE snormélni fazi. lontové a
ionizovatelné analyty jsou vétSinou rozpusStény ve vodé nebo pufru a extrahuji se uzitim RP-

SPE nebo iontovou vyméenou.

Tteti krok procesu extrakce tuhou fazi se provadi za ucelem odstranéni co nejvétsiho
mnozstvi ruSivych latek, které by se mohly ze sorbentu pii eluci uvoliiovat spolecné
s analytem do rozpoustédla. V idedlnim piipad¢ by mélo toto promyvani probihat az do doby,
nez se jiz zatne ze sorbentu uvolhovat i analyt. Ten vSak musi po tomto kroku ziistat stale
sorbovany a proto je zapotiebi vedle optimalni délky promyvani zvolit i vhodnou latku. Tou
je z pohledu analytu stfedné silné rozpoustédlo (tj. 3<k<10). V piipadé RP-SPE se vyuziva
vody nebo pufru s malym obsahem organické slozky, ktera zajisti odstranéni hydrofobnéjsich

latek a zaroven nevymyje sledovany analyt.

Zaveérecnym krokem celého procesu SPE je eluce analytu vhodnym rozpoustédlem.
K tomu se da uzit silného rozpoustédla (k = 0), které¢ho staci pro eluci malé¢ mnozstvi. Tato
alternativa je vhodna tam, kde je zapotiebi dosdhnout urcité vétsi detekeni citlivosti pfi
nasledné analyze pomoci HPLC. Uzitim slabsiho rozpoustédla (k = 1) je mozné se vyhnout

eluci siln¢ vazanych ruSivych latek, které nebylo moZno vymyt béhem piedchoziho kroku.
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Objem eluatu je u slabsiho rozpoustédla ovSem vétsi a z toho divodu je potieba jesté pred
naslednym nastfikem do HPLC provést jeden krok. Tim je odpafeni do sucha a nasledné

rozpusténi analytu ve vhodném jiném rozpoustédle, idedln¢ ve slozeni uzité mobilni faze.

Idedlnim rozpoustédlem je vzhledem k navazujici analyze pomoci HPLC latka nebo
smes latek, jaké jsou slabou mobilni fazi. V takovém ptipadé mohou byt piimo nastiiknuty
vetsi objemy frakce analytu a dosdhne se vétsi detekéni citlivosti. Docilit toho 1ze dvéma
zpusoby. 1.) Pokud je analytem kyselina nebo zasada, pak se vhodnou upravou pH potlaci
ionizace a maximalizuje se retence analytu béhem kroku ¢. 2 a 3 RP-SPE. Po zisku analytu
béhem zavérecného kroku extrakce je mozno pH upravit znovu s ohledem na naslednou
HPLC analyzu. 2.) Za vyuziti slabého sorbentu je umoznéno, aby §lo na eluci analytu uzit

slabsiho rozpoustédla. Pro HPLC analyzu je pak vhodné uzit ,,silné* kolony (napt. Cssg).

Typ SPE Tuha faze
Normalni faze -SiOH, AIOH, Mg,SiO3, -CN, -NH,, -CH(OH)-
CH(OH)-
Reverzni faze (-CHQ')17CH3, ('CHz-)7CH3, (-CHz-)chg, 'C2H5,
-CHs

olog
Sslclogye
Aniontova Vyména (-CHQ')gNHz, ('CHz-)3N HCH2CH2N Hz,
(-CH2-)sN"(CHa)s
Kationtova vyména (-CH,-)3COOH, (-CH,-)3SOzH,
@SOM

Tab. ¢&. 2 — Latky pouzivané u SPE jako tuhé faze™

2.4.3 Mikroextrakce tuhou fazil>"®"!

Mikroextrakce tuhou fazi (SPME) byla vyvinuta s cilem vytvofeni rychlé metody
ptipravy kapalnych a plynnych vzorki pro naslednou analyzu v nich obsaZzené cilové latky.
Zjednodusené lze tuto metodu popsat jako jednoduchou a ucinnou sorpéni a desorpéni

techniku zakoncentrovani analytu, ktera se obejde bez wuziti rozpoustédel nebo
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komplikovanych aparatur. Jeji vyuziti je mozné jak v terénu, tak v laboratornich podminkach,

a to ve spojeni s plynovou i kapalinovou chromatografii.

Zakladnim principem metody je vystaveni malého mnoZzstvi extrakéni faze kapalnému
nebo plynnému vzorku. Tim dochazi k nasorbovani sledovaného analytu na povrch této faze.
Tento d&j probihda do ustanoveni rovnovahy koncentrace analytu v matrici vzorku a na
stacionarni fazi. Po vytvofeni rovnovazného stavu jiz k dalsi akumulaci analytu na povrch
sorbentu nedochazi. Hlavnim cilem SPME tedy neni kompletni extrakce celého mnozstvi

analytu, hlavni pozornost je upfena na pohodlnou a rychlou proveditelnost.

Porovnani SPME s jinymi extrak¢énimi metodamil®®

V porovnani s tradi¢nimi technikami je mozné uzitim SPME dosahnout obdobné
ptesnych vysledkt. Pii porovnani s technikami jako LLE a SPE, u nichz dochazi k aplnému
oddéleni celého mnozstvi analyzované latky, dochazime k zédkladnimu rozdilu. V piipade
mikroextrakce tuhou fazi je extrahovédno jen takové mnozstvi analytu, jaké odpovidad jeho
volné koncentraci ve vzorku. To skytd vyhodu v moznosti zjiStovani biologicky dostupného
mnozstvi analyzované latky ve vzorku. Touto metodou rovnéz miizeme analyzovat vazebné
parametry dané latky ve vzorku. Na druhou stranu je z tohoto diivodu zapottebi kalibrace, a to
uzitim vn¢jSiho standardu v ekvivalentni matrici, vnitfniho standardu nebo standardu
slouCeniny svymi vlastnostmi velmi blizké stanovované latce. Témito zplsoby se pak lze
dobrat k pfesnému mnozstvi obsazeného analytu ve vzorku. Oproti vy$e zminénym metodam

tak je nutné u SPME provést vétsi mnoZstvi optimalizacnich procedur.

SPME je velmi Casto povazovana za jinou formu SPE. Tyto dvé metody si vSak jsou
v nékterych ohledech zna¢né odlisné. SPE je procesem o tfech zakladnich krocich (viz. Kap.
2.4.2). V prvnim dochazi pfi prolévani vzorku ptes povrch sorbentu k nasorbovani celého
mnoZzstvi analytu. Ve druhém se nasledné prolévanim sorbentu vhodnym rozpoustédlem
zbavujeme necistot a jinych ruSivych latek. A konecné€ v poslednim kroku je za uziti
vhodného rozpoustédla extrahovan kyzeny analyt. Naproti tomu SPME probiha ve dvou
krocich a oproti SPE zde dochazi k selektivni sorpci latky z matrice na povrch sorbentu do
ustanoveni rovnovazného stavu. V prvnim kroku je sorbent vystaven vzorku, ¢imZz dochézi
k selektivni sorpci analytt s vys$Si afinitou na jeho povrch. Nasledné je cely tento obsah
desorbovan do vhodného rozpoustédla, zpravidla vSak za pouziti automatizovaného zatizeni
pfimo do mobilni faze, a mezi tyto dva kroky (sorpce a desorpce) neni normalné vlozena

zadna promyvaci faze. (viz. Obr ¢. 4)
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Extrakce (faze 1- 3): 1 - propichnuti septa vialky se vzorkem,

2 - vystaveni vakna vzorku  (probha sorpce analytu), 3 - vytahnutl iakna z vialky

Resorpce (faze 4 -6): 4 - Propichnuti septa vialky s insertem s malym mnoZstvim rozpoustéda
nebo piimé pripojeni na chromatograf, 5 - samoma desorpce analytu, 6 - vytahnutl vakna

Obr. €. 4 — Schematické znazornéni jednotlivych krokt pii provadéni SPME

Pro jakoukoliv ptfipravu vzorkl je zapotiebi urCity stupent selektivity, jelikoZ neni
nikterak praktické prenaset vSechny latky obsazené ve vzorku do vysledné analyze
podrobované smési. Samoziejmé musi byt vylouceny latky inkompatibilni s analyzu
provadéjicim zatizenim, kterymi se mysli hlavné slozky matrice vzorku. Zaroven je vhodné se
zbavit nechténych latek, které by mohly zkreslit vysledky analyzy. SPME pii vybéru

vhodného vlakna poskytuje selektivni extrakci a vySe zminénym problémiim se tak da ubranit.

Zatimco v SPME hraje podstatnou roli pfi vybéru sorbentu pravé jeho selektivita pro
kapacita povrchu sorbentu, byt i neselektivné pro §ir$i skupinu latek. Pfi nedostateéné
kapacit¢ pro dané mnoZstvi analytu by mohlo dojit k prolomeni sorbentu a tim ke
znehodnoceni celého procesu. U SPME probihajici do rovnovazného stavu vsak k nicemu
takovému dojit nemuze a hlavnim cilem je tedy zvolit jako sorbent latku s vhodnou

selektivitou.

Ob¢ vyse porovnavané metody od sebe oddeluje 1 dalsi dulezitd vlastnost pouZzitého
sorbentu. V piipadé SPE je jeho objem natolik velky, Ze mu udéluje potencial udrzovat

nesorbované latky v tzv. prdzdném objemu. Vzhledem k tomu, Ze je velmi narocné provést
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takovy promyvaci proces, kterym by se odstranily nechténé latky zcela bez ovlivnéni cilového
analytu, zlstava zde moznost jejich setrvani v sorbované nebo nesorbované form¢ v prostoru
extrakéni kolonky. Metoda SPME tim, kterak jsou navrzeny soucasti jeji aparatury, zajistuje,
ze se zpravidla v dob¢ desorpce na vlakné zadné nechténé latky nenachdzeji. Selektivitu
procesu dale v piipadé SPME zvySuje moznost uziti tzv. headspace SPME. Ta probiha u
tékavych latek, které jsou na povrch sorbentu sorbovany jeho vystavenim plynnému podilu
nad hladinou kapalného vzorku. Timto zpisobem je tak mozné oddélit tekavé latky od
net¢kavych. Pro prevenci sorpce nechténych makromolekul se da vyuzit materiala
s omezenym prostupem (RAM — restricted access materials), kterymi jsou porozni latky

prekryvajici samotny sorbent.

Vybaveni pro provadéni SPME[789]

Mikroextrakci tuhou fazi lze provadét uzitim dvou zékladnich zafizeni liSicich se od
sebe prostorovym usporadanim sorbentu. Zaprvé se jednd o tzv. in-tube SPME, u niz je tuha
faze nanesena na vnitini plochu kapilary. Takovéto uspotaddani vzdalené pfipominé techniku
SPE (viz. Obr €. 5). Druhou a nejvice pouzivanou aparaturou pro SPME je ta, kde je tuha faze

umisténa na vn&js$im povrchu vlakna (viz. Obr €. 6).

Tuhou fazi je zpravidla polymerni latka, jejiz volba souvisi s typem extrahovaného
analytu a dalSich specifik dané provadéné extrakce. Tento polymer je vzdy v tenké vrstvé
nanesen na vlakné z taveného kifemene. Kviili zajisténi ochrany musi byt toto kiehké vldkno
vhodné upraveno pro ¢innosti jako je manipulace a penetrace septa vialky se vzorkem, popf.
chromatografického injektoru. Ochranu zde tvoii kapilara z nerezové oceli, do niz se pii vySe
zminénych manipulacich vldkno zasouvd. Béhem provadéni samotné extrakce musi byt
samoziejm¢ vysunuto, aby byl umoznén jeho kontakt se vzorkem. Celkové rozvrzeni zatizeni

umoziuje nasazeni vlakna na nasttfikovaci zafizeni chromatogramu.
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Ochranné koncovky
pro napojeni na kolonu

Kremenna kapilara

Py 0,25 mm
Kapilarni segment GC Vrstva polymeru
délky 60 cm 0.25 ym

Obr. &. 5 — Schematické znazornéni zafizeni pro in-tube SPMEL

B Honi plocha pistu

|

— Tésnici prepazka

4. Kovove tahlo
| = Ochranna kapilara

L \néjsi kovova
ochranna kapilara

-+~ Kremenné vlakno

/(110 um)

----- Vrstva polymeru
(7 =100 pm)

+—— Mikrotrubicka

| Kremenné Makno
potaZené polymerem

Obr. €. 6 — Schematické znazornéni vlakna pro SPME/®7]
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Vrstva polymeru miize byt na vlakné nanesena v riznych tloustkach od 7 az do 100
um. Tim je nasledné uréen nejen rozsah selektivity daného vldkna, ovSem rovnéz i ¢as nutny
na dosazeni rovnovazného stavu pii sorpci. Tlustéjsi vrstva vede k prodlouzeni extrakéniho
Casu. Polymer se mize na svém podkladu nachazet ve dvou uspoiadanich, a sice jako vazany
nebo nevazany. Z pohledu skupenstvi polymery pouzité u SPME byvaji ve formé kvazi-
kapalné (polydimethylsiloxanové - PDMS, polyakrylatové — PA a Carbowax — CW vlakno)
nebo poréznich pevnych ¢astic zakotvenych v polydimethylsiloxanové nebo Carbowax vrstveé
(polydivinylbenzenové, Carboxen a TPR vlakna). Zakladnim pravidlem pro vybér vhodného
vlakna je rozhodovat se podle polarity, molekularni velikosti a tékavosti analytu (viz. Tab ¢.

3).

Typ vlakna Tloust’ka polymerni vrstvy Analyty
(um)
Polydimethylsiloxan (PDMS) 7, 30, 100 Nepolarni
Polyakrylat (PA) 85 Polarni (zejména fenoly)
Polydimethylsiloxan/divinylbenzen 65 Polarni (zejména aminy)
(PDMS/DVB)
Carbowax/divinylbenzen 65 Polarni (zejména alkoholy)
(CW/DVB)
Carboxen/polydimethylsiloxan 75 Tékavé / nizkomolarni
(CAR/PDMS)
Carbowax/templated resin 50 Pro aplikaci u HPLC
(CWITPR)
Divinylbenzen/Carboxen na 50/30 Sirsi rozmezi analytd
polydimethylsiloxanovém
podkladu (DVB/CAR/PDMS)

Tab. €. 3 — Seznam pouzZivanych vlakenl"®

Teorie SPMEM

Metoda mikroextrakce tuhou fazi muze byt pouzita pro kapalné i plynné vzorky a
Vv obou pfipadech je zaloZena na stejném principu. A tim je rozdélovani ¢astic analytu mezi

matrici vzorku a pevnou fazi. Rozdélovaci koeficient (Kg) je vyjadien jako pomér

koncentrace ve fazi ke koncentraci v matrici:*%

Kfs = Cf/ CS

(cf— koncentrace analytu ve stacionarni fazi, cs — koncentrace analytu v matrici)
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Mnozstvi analytu navazaného na pevnou fazi (n¢) pak Ize vyjadtit nasledujicim vztahem: 1%

ni = K¢ Vs C
(V¢ — objem pevné faze)

Této zavislosti 1ze vSak vyuzit jen v ptipadé€, kdy je objem vzorku prakticky nekone¢ny. Pro

realné pripady se tak uziva upraveného vztahu: [10]

Nt = Kgs Vs Vs Cs / (Kfs Vs + Vs)

U extrakce z kapalnych vzorkt se musi vychazet ze tii dtlezitych piedpokladi. Zaprvé
k pfechodu castic ze vzorku na vldkno dochazi vyhradné diftzi. Na tento piechod neni
potieba dodavat zadnou dalsi energii a za tfeti koncentrace analytu ve vzorku nemé vibec
zadny vliv na fyzikalni stav pevné faze. Mezi Sitkou stacionarni faze a dobou, nez dojde
k ustanoveni rovnovahy, plati zakonitost, ze vétsi Sitka vede k prodlouZeni tohoto ¢asového
useku. Zarovenn zde hraje roli mira rovnomérného rozmisténi Castic analytu ve vzorku.
Vzhledem k tomu, ze prakticky nejde dosahnout zcela homogenni smési, vzdy je tieba pocitat
s difuzi tenkou statickou vrstvou vodného roztoku kolem vldkna, coz oproti teoretickym

ptedpokladiim prodluzuje dobu ustanoveni rovnovahy.

U analytu s nizkou hodnotou Kt vyvstava problém s ptili§ dlouhou dobou nutnou
k ustanoveni rovnovahy pii extrakci. Tomu se lze ubranit vystavenim vlakna vzorku na dobu
krat$i, nez je potiebna k nastoleni rovnovazného stavu. Mezi mnozstvim sorbovaného analytu
a jeho celkovou koncentraci ve vzorku 1 v tomto piipadé plati linearni zavislost. K tomuto
zpisobu vSak lze pfistoupit jen v pfipadé, ze detekeni limit latky pro naslednou analyzu neni
ptiliS nizky.

Ackoliv je SPME technikou, pfi niz dochazi k ustaveni rovnovézného stavu, za
urc¢itych podminek ji lze pouZit rovnéZ pro kvantitativni extrakci. Takovd moZnost nastava,
pokud ma rozdélovaci koeficient dané¢ho analytu vysokou hodnotu. Druhy zplisob dosazeni
kompletni extrakce je mozné provést spolecné s navazanim analyzy plynovou chromatografii.
Proces sorpce analytu na vlakno a nasledné desorpce v injektoru plynového chromatografu je
provadén nékolikrat za sebou, pficemz je kolona chromatografu udrZzovana pfti teploté pod

bodem varu daného analytu. Ten se tak udrzuje v hlavé kolony a neni tedy hned vymyvan.
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Pro charakterizaci tohoto procesu se vyuziva nasledujicich rovnic: [10]

n's = Kgs Vi Cs° / (Kgs Vi / Vs + 1)
(i — pocet provedenych extrakci)
J=log (1/F)/log (K¢ Vil Vs+ 1)
(j — pocet provedenych extrakci, F — celkovy zisk analytu)

Kromé vzorkl v kapalném skupenstvi 1ze metody SPME rovnéz pouzit u plynnych
latek a k extrakci z plynného skupenstvi dochazi také u headspace SPME pro tékavé latky.
V takovém piipad¢€ se nejprve necha ustanovit rovnovaha mezi kapalnou a plynnou slozkou,
na coz pak navazuje krok vystaveni vlakna plynné ¢asti vialky. Dochazi zde tak ke dvéma
rovnovaznym staviim, které jsou vyjadfeny samostatnymi rozdélovacimi koeficienty. To je

nasledné zapotiebi ptenést do tpravy rovnice pro toto provedeni SPME: [10]
Ne = Cs® Vi Vs Kis Ki / (Kgs Ky Vi + Ki Vg + V)
(K1 —rozdélovaci koeficient mezi kapalnou a plynnou fazi, V4 — obejm plynné faze)
Vzhledem k faktu, Ze je hodnota difuzniho koeficientu pro ptechod analytu z plynného
prostfedi na vlakno vétsi nez u prostiedi kapalného, probiha headspace technika rychleji a je
tak v ptipadech t€kavych latek upiednostiiovana. Zarovei se tim lze uc¢inné zbavit ptipadnych

netékavych rusivych latek, které by se na vldkno nanesly pfi jeho ponotfeni do kapalného

vzorku.
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2.5 Benzodiazepiny™!!

Benzodiazepiny jsou pocetnou skupinou latek citajici vice nez 3000 ¢lent, pficemz
takika 50 znich naSlo uplatnéni v klinické praxi. Zde maji tyto latky uziti v rlznych
indikacich pro sviij anxiolyticky, sedativni, hypnoticky, myorelaxacni, amnesticky a
antikonvulzivni ucinek. Rozsah jednotlivych ucinkti je vyjadien u kazdé latky rozdilng,
naptiklad oxazepam patii do skupiny benzodiazepini pievazné anxiolyticky pasobicich.

Z chemického hlediska lze tyto latky charakterizovat podle jednotného zakladniho
vzorce tvofeného sedmic¢lennym diazepinovym kruhem spojenym s benzenovym jadrem. (viz.

Obr. ¢. 7). Celé toto uskupeni se pak u jednotlivych zéstupct lisi v n€kolika polohach

navdzanymi rozdilnymi substituenty.

O
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N

Obr. ¢. 7 — Benzodiazepinové jadro

Mechanismus ucinku benzodiazepinli je zaloZen na jejich selektivnim obsazovani
specifického vazebného mista na receptorovém komplexu GABAAa. Obsazenim téchto mist
dojde alostericky ke zvySeni afinity na jiné Casti receptorového komplexu umisténého
vazebného mista pro vy-aminomdselnou kyselinu, kterd ptedstavuje hlavni inhibi¢ni
neurotransmiter v centralnim nervovém systému. Nasledné tak dochazi ke zvyseni frekvence
otevirani chloridového kanalu vedouci ke zvySenému vstupu chloridovych iontl do buniky. To

ma za nasledek prohloubeni postsynaptického inhibi¢niho potencialu.

Z tarmakokinetického hlediska lze benzodiazepiny charakterizovat jako latky
s vybornou biologickou dostupnosti po peroralnim podani blizici se ku 100 procentim. Jejich
ucinek nastupuje v prubéhu hodiny, delsi je pak u oxazepamu, lorazepamu a temazepamu.
Vazba na plasmatické bilkoviny se pohybuje v rozmezi 60 — 95 %. Jejich vysoka lipofilita jim

pak zajist'uje snadnou prostupnost hematoencefalickou bariérou a kumulaci v tukové tkani.
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Biotransformace benzodiazepinti probihd mikrosomélnim systémem cytochromu
P450, nasledn¢ pak dochazi ke konjugaci s kyselinou glukuronovou. Ledvinami jsou

vylouceny ve form¢ ve vod¢ rozpustnych sloucenin.

Pii podavani benzodiazepinli je mozno se setkat s n€kolika rtiznymi nezadoucimi
ucinky. V bézném davkovacim rozmezi se jedna zejména 0 zmatenost, poruchy koordinace,
anterogradni amnézii a ospalost. Pii predavkovani jde hlavné o prodlouzeni a prohloubeni
spanku, pficemz ale nejsou zdvazné ovlivnény respiratni a kardiovaskularni funkce. U
respirace muze dochazet k utlumu az pti kombinaci s jinymi latkami s tlumivym tG¢inkem na
CNS, a to hlavné pii konzumaci alkoholu. S dlouhodobégj§im uzivanim benzodiazepini
dochazi k projeviim tolerance, tedy postupnému slabnuti pozadovaného ucinku pfi
nezménéném davkovani. Dlouhodobéjsi uzivani s sebou pak nese riziko vzniku zavislosti,
ktera se pfi vysazeni projevi zvySenou uzkosti a nespavosti, ptidruzuji se také télesné projevy
jako tfes, tachykardie, psychomotoricky neklid nebo bolesti hlavy. U déti a starSich pacientl
muze pii 1écbé témito latkami dojit k paradoxni excitaci, stavim zmatenosti a zvySené
agresivity. V akutnich ptipadech pfedavkovani je mozno vyuzit kompetitivniho antagonisty
na receptorech pro benzodiazepiny, flumazenilu. Jeho uUcinek nastupuje po parenterdlnim

podani do n€kolika malo minut.

2.5.1 Oxazepam*?

H
N
OH

“H
cl —N

C1sH11CIN2O; - (3RS)-7-chlor-5-fenyl-3-hydroxy-1,3-dihydro-2H-1,4-benzodiazepin-2-on
M, 286,72  CAS 604-75-1

Vlastnosti — bily nebo témér bily krystalicky prasek, prakticky nerozpustny ve vodé, tézce
rozpustny v lihu 96% a v dichlormethanu
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2.6 ResSerse

Stanoveni vybranych benzodiazepinu uZzitim In-Tube SPME napojené na LC-ESI-MSH4

Studie se zabyvala stanovenim diazepamu, nordiazepamu, temazepamu, oxazepamu, 7-
aminoflunitrazepamu, N-desmethylflunitrazepamu a clonazepamu v pufrovacim roztoku a

vzorkach s obsahem mod¢i a séra.

Chromatografické podminky: mobilni faze: reverzni, methanol:50mM octanu amonného ve

vode (60:40); prutok 0,3 ml/min; kolona Supelco C18 (5,0 cm x 2,1 mm i.d., 3 mm).

Stanoveni benzodiazepinii z lidské plasmy uZitim LLE a SPE s napojenim na HPLC™

Studie se zabyvala uZzitim extrakénich metod kapalina-kapalina (LLE) a tuhou fazi (SPE) pii
extrakci sedmi benzodiazepini (flunitrazepam, clonazepam, oxazepam, lorazepam,
chlordiazepoxid, nordiazepam a diazepam) ze vzorku lidské plasmy. Nasledna analyza

extrahovanych latek byla provadéna pomoci HPLC pii UV detekci.

Chromatografické podminky: mobilni faze — pufr 5 mmol/l KH,PO, pH =
6,0:methanol:diethylether (55:40:5); pratok 0,8 ml/min; kolona Supelcosil LC-18 DB (250 x
4,6 mm i.d., 5 um); ptedkolona 5 pm Supelguard LC-18-DB (40 x 4 mm i.d., 5 um); detekce
UV pfi 245 nm.

Stanoveni lorazepamu z détské plasmy uzitim LLE a HPLC!

Studie se zabyvala analyzou obsahu lorazepamu v détské plasmé extrakci kapalina-kapalina a
naslednym provedenim vysokoucinné kapalinové chromatografie s UV detekci. Tato metoda
byla pak aplikovana na farmakokinetickou studii provadénou u déti s téZkou malérii a
kfeCovymi stavy.

Chromatografické podminky: mobilni faze — pufr 10mM KH,PO, pH = 2,4:acetonitril
(65:35); pritok 2,5 ml/min; kolona Synergi Max RP (150 x 4,6 mm i.d., 4 um); ochranna
kolona LiChrospher 100 RP-18e (10 x 4,6 mm, 5 um); detekce UV pti 220 nm.
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Analyza sedmi benzodiazepini obsaZenych jako piimési v dopliicich stravy uZitim
HPLCM]

Studie se zabyvala stanovenim sedmi benzodiazepini (oxazolam, nitrazepam, oxazepam,

tofisopam, triazolam, clotiazepam a diazepam) jako metody k analyze doplikd stravy.

Chromatografické podminky: mobilni faze — 5 mM heptansulfonat sodny rozpustény ve smeési
voda:acetonitril (13:7), pH mobilni faze upraveno kyselinou fosforecnou na hodnotu 2.4;

pratok 1,0 ml/min; kolona Wakosil 5C18 (150 x 4,6 mm, 5 um).

Analyza oxazepamu z moci uzitim SPE a HPLC s derivatizaci po prichodu kolonou

a fluorescenéni detekeil*®

Studie se zabyvala stanovenim oxazepamu ve vzorku lidské moc€i, z niZ byl extrahovan
pomoci extrakce tuhou fazi (SPE) a nésledn¢ analyzovan vysokoucinnou kapalinovou

chromatografii s derivatizaci kyselinou octovou po prichodu kolonou a fluorescen¢ni deteket.

Chromatografické podminky: mobilni faze — methanol:voda (60:40); prutok 0,5 ml/min;
kolona Ultrabase Cis (35 x 4,6 mm, 5 pum); derivatizace kyselinou octovou o pratoku 1,1

ml/min za vzniku smési kyselina:methanol:voda (22:6:4).

Stanoveni benzodiazepinii z lidské mo¢i uzitim SPME spojené s SM-HPLC!!

Studie se zabyvala analyzovanim benzodiazepint (nitrazepam, flunitrazepam, fludiazepam,
diazepam, clotiazepam, medazepam) ze vzorka lidské moéi za uziti techniky SPME a SM-
HPLC.

Extrakcni podminky: pouzitd vldkna — PA (85 um vrstva polyakrylatu) a PDMS (100 um
vrstva polydimethylsiloxanu) od firmy Supelco, po vzajemném porovnani vybrano jako
vhodnéjsi vldkno PA; teplota béhem extrakce udrzovana na 60 °C, desorp¢ni ¢as 30 min.,

matrice vzorku bez Gpravy pH, desorpcni roztok — 30 ul acetonitrilu

Chromatografické podminky: mobilni faze - acetonitril:voda (35:65); prutok 100 pl/min;
teplota 35 °C; kolona Superiorex ODS (25 cm x 1,5 mm i.d.).
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Stanoveni delorazepamu z moci s vyuzitim SPME a HPLC™®

Studie se zabyvala stanovovanim delorazepamu ze vzorku lidské mo¢i uzitim techniky SPME
a HPLC. Béhem toho byla porovnavana dvé SPME vladkna, a to

polydimethylsiloxan/divinylbenzenové a Carbowax/templated resin.

Extrakéni  podminky:  pouzita  vlakna - PDMS/DVB (60 um  vrstva
polydimethylsiloxan/divinylbenzenu) a  Carbowax/TPR-100 (50 um  vrstva
carbowax/templated resin), béhem porovnavani vybrano jako vhodnéjsi PDMS/DVB; sorpce
provadéna po dobu 30 min. za stdlého michéani, desorpce provadéna do acetonitrilu a smeési
acetonitril:voda (40:60, 80:20, 90:10) v ¢asovych usecich 3 a 5 min. (jen do acetonitrilu a

sm¢si acetonitril:voda 90:10)

Chromatografickée podminky: mobilni faze — acetonitril:voda (65:35); prutok 1 ml/min;
kolona Supelcosil LC-18-DB (250 x 4,6 mm i.d., 5 um); pfedkolona 5 pm Supelguard LC-18-
DB (20 x 4,6 mm i.d.).

Aplikace SPME k ur&eni vazani diazepamu na lidsky sérovy albumin!®"

Studie se zabyvala uZzitim metody SPME k hodnoceni vazani diazepamu na lidsky sérovy
albumin dvéma metodami. V prvé bylo vlakno vystaveno vzorku proteinu s ptesné danym
obsahem diazepamu a ve druhé bylo naptfed vldkno vystaveno roztoku o jasné dané

koncentraci diazepamu a nasledné nechano desorbovat do roztoku s proteinem.

Extrakeni podminky: pouzité vlakno — PDMS (100 um vrstva polydimethylsiloxanu) od firmy

Supelco; extrakéni ¢as byl stanoven na 45 min.

Stanoveni benzofenoni pomoci SPME a GC-ECD pri stanoveni benzodiazepini

v mo¢il?

Studie se zabyvala pfevedenim vybranych benzodiazepini ze vzorku moc¢i na benzofenony
provedenim kyselé¢ hydrolyzy. Benzofenony byly nasledné extrahovdny pomoci SPME a
analyzovany pomoci GC-ECD.

Extrakcni podminky: pouzité vldkno — 10 mm dlouhé, 100 pm v priméru, PDMS (100 pm
vrstva polydimethylsiloxanu) od firmy Supelco; extrakce ponofenim — vldkno na 30 min.
ponoieno do vzorku za stalého michdni, desorpce provedena za 5 minut piimo do nastiikové

¢asti GC; headspace extrakce — vzorek predehidn na 100 °C a dale udrZovan na této teploté,
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vlakno vystaveno nad hladinu vzorku po dobu 30 min.; desorpce provedena stejné jako

Vv predeslém piipadé.

Stanoveni midazolamu z lidské plasmy za uziti SPME a GC-Ms#!

Studie se zabyvala kvalitativni a kvantitativni analyzou midazolamu z lidské plasmy
provedenim deproteinizace, extrakce tuhou fazi a analyzou na GC-MS s pouzitim pinazepamu
jako vnitiniho standardu.

Extrakcni podminky: pouzité vldkno — PA (85 um vrstva polyakrylatu) od firmy Supelco, pted
uzitim aktivovano vlozenim na 10 — 15 min. do injekéniho portu GC o teploté 250 °C, po
kazdém kroku promyvano vloZenim na 2 min. do destilované vody za stidlého michéani a
nasledné vlozenim na 2 minuty do injekéniho portu GC; sorpce provadéna vlozenim vladkna

do roztoku predehiatého na 50 °C na 10 min. za stalého michani; pH upraveno na neutralni.
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3. CIL PRACE

44



Cilem mé diplomové prace bylo hodnoceni benzodiazepinii pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie (HPLC) za wuziti mikroextrakce na pevné fazi (SPME).

Vypracovani této praktické ¢asti se skladalo z nékolika nize uvedenych tkolt.

1. Stanoveni optimalnich chromatografickych podminek pro HPLC analyzu ctyf
vybranych benzodiazepinl a vybrani nejvhodnéjsiho z nich pro nasledné ukoly.

2. Extrakce oxazepamu z vodného roztoku za vyuziti metody SPME a analyza vytézku
pomoci HPLC.

3. Extrakce oxazepamu z roztoku plasmy za vyuziti metody SPME a analyza vytézku
pomoci HPLC.
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4. EXPERIMENTALNI CAST
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4.1 Pouzity material

Chemikalie a biologicky material:

oxazepam — Spofa, Praha, Ceska republika

diazepam — Spofa, Praha, Ceska republika

nitrazepam — Spofa, Praha, Ceské republika

medazepam — Spofa, Praha, Ceska republika

methanol — Penta, Praha, Ceska republika

kyselina fosfore¢na - Penta, Praha, Ceské republika

hydroxid draselny CL 2005 — RNDr. Jan Kulich, Hradec Kralové, CR
destilovana voda

krali¢i heparisovana plasma — Eldoret s.r.0., Praha, Ceska republika

Chromatograficky material:

analytické kolony pro HPLC
sklenéna Separon SGX C18, 150x3 mm L.D., 7um — Tessek Itd., Praha, CR
sklenéna Separon SGX C18, 150x3 mm L.D., Sum — Tessek 1td., Praha, CR
kovova Separon SGX C18, 150x4 mm L.D., 7um — Tessek Itd., Praha, CR

vldkno pro SPME — PDMS 100 um, vyrobce: Supelco, Bellefonte, USA, dodavatel: Sigma
Aldreich, Praha, CR

drzék pro SPME vlakno - vyrobce: Supelco, Bellefonte, USA, dodavatel: Sigma Aldreich,
Praha, CR

Pristroje:

¢erpadlo Consta Metric 3500 — Thermo Separation Products, USA

cerpadlo Spectra System P1000 — Thermo Separation Products, USA
autosampler Spectra System AS 1000 - Thermo Separation Products, USA

UV detektor Spectra System UV 3000 HR - Thermo Separation Products, USA
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analytické vahy HR-120 - A&D Company Itd., Japonsko

pH metr Acidimetr 333 — Druopta Praha, Ceska republika

ultrazvuk K 10 — Krainek s.r.0., Nové Zamky, Slovensko

magnetickd micha¢ka MM2A — Laboratorni pfistroje Praha, Ceska republika

pocitacovy program ChromQuest 4.2.34, Thermo Electron 2003, USA

Pomiicky:

mikropipeta 10 — 100 pl — Eppendorf Research, Némecko
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4.2 Priprava standardu a vzorka

Na analytickych védhach jsem odvazil do odmérné banky o objemu 10 ml ptesné 0,01 g
oxazepamu. Ten nasledné v této bance rozpustil pfidanim methanolu o objemu sahajicim po
rysku. Po uplném rozpusténi oxazepamu jsem vznikly roztok o koncentraci 1 mg/ml pouzil

pro piipravu standarda a vzork.

Standardy jsem ptipravoval nafedénim pfipraveného roztoku na koncentrace 0,1 a 0,05
mg/ml. To jsem provedl za pouziti odmérnych ban¢k o objemu 10 ml. Do nich jsem
odpipetoval 1, respektive 0,5 ml z roztoku o koncentraci 1 mg/ml a doplnil methanolem po

rysku. Vytvofenymi standardy jsem naplnil na patfi¢ny objem vialky ur¢ené do autosampleru

HPLC.

Vzorky jsem ptipravoval odpipetovanim 0,5 ml vySe popsaného roztoku oxazepamu o
koncentraci 1 mg/ml do vialky. K tomuto objemu vzorku jsem nasledné odpipetoval 4,5 ml
vody. Timto postupem jsem ptipravoval vodné roztoky, které byly poté vyuzity pro extrakci
pomoci PDMS vlakna. V piipad¢ piipravy roztokd plasmy jsem postupoval obdobné. Jen
S tim rozdilem, ze jsem k 0,5 ml methanolického roztoku oxazepamu pftidal 4,5 ml plné
plasmy. Tu jsem pied nabranim pipetou fddné¢ promisil. Krom¢ roztoku s obsahem plné
plasmy jsem ptipravoval jesté roztok s plasmou fedénou. Ten jsem vytvoftil pfidanim 0,5 ml
dobte promisené plasmy k 0,5 ml methanolického roztoku oxazepamu ve vialce a doplnénim
4 ml destilované vody. VSechny timto zplisobem pfipravené vzorky byly néasledné pouzity

k extrakci za vyuziti PDMS vlakna.
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4.3 Provedeni extrakce PDMS vlaknem

Vzorky ptipravené podle vyse uvedeného postupu jsem podrobil extrakci za vyuziti
PDMS vldkna. Vialku s vzorkem jsem umistil do drzdku na magnetickou michacku a s
vyuzitim michadla nechal roztok promichavat. PDMS vldkno umisténé do drzaku k tomu
urc¢ené¢ho jsem pripevnil ke stojanu a nasledné ponofil do roztoku. Sorpci jsem provadél
v ¢asovych intervalech 10, 5, 3 a 2 minuty. Po uplynuti ¢asového useku jsem vlakno z roztoku
vytahl a nasledné ponofil do vialky s insertem obsahujicim 250 pul methanolu. Desorpci jsem
provadél opét v nékolika riiznych casovych tusecich, které meétily 10, 5 a 2 minuty. Po
uplynuti casového tseku jsem vialku s insertem umistil do autosampleru a provedl HPLC

analyzu.

Pred zacatkem provadéni extrakce jsem vzdy vldkno aktivoval ponofenim do vialky s
methanolem na dobu 30 minut. Mezi jednotlivymi dil¢imi extrakcemi jsem vldkno nechal 10
minut oc¢ist'ovat ponofenim do vialky naplnéné ¢istym methanolem k odstranéni navazanych

zbytkovych podili obsazenych latek.
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4.4 Podminky HPLC analyzy

Vzorek ziskany extrakci PDMS vlaknem dle postupu popsaného v piedeslé kapitole
jsem podrobil hodnoceni pomoci HPLC za vyuziti analytické kolony Separon SGX C18.
Déavkovani vzorku jsem provadél za vyuziti autosampleru Spectra System AS 1000, do
jehoz prostoru jsem umistil na patficnou pozici vialku s insertem obsahujicim 250 pl
methanolického roztoku extrahovaného oxazepamu. Objem nastfikované davky jsem nastavil

na 20 pl.

Kanalyze jsem vyuzil UV detektor Spectra System UV 3000 HR nastaveny na

vlnovou délku 254 nm.

Jako mobilni fdzi jsem po nacerpani informaci ze zdrojii zabyvajicich se touto
tematikou a vyzkouSeni nékolika moznych zvolil smés methanol:voda v poméru 80:20. Po
provedeni pokust s cilem zjistit optimalni pH smési jsem zvolil Gpravu na pH 7,5. Mobilni
fazi jsem tak vzdy musel podrobit Gpravé pH za vyuziti roztoku hydroxidu draselného o
koncentraci 0,01 mol/l. Ke 250 ml smési mobilni faze jsem odpipetovaval 0,3 ml tohoto
roztoku za souc¢asného méfeni aktualni hodnoty pH na pH-metru. Po upravé pH jsem mobilni
fazi odplynil vystavenim ultrazvuku na dobu 10 minut. Pratokovou rychlost jsem nastavil na

0,8 ml/min.

Pro kvantitativni hodnoceni jsem vyuzil metodu vnéjSiho standardu. Ten jsem
pfipravil ze stejného roztoku oxazepamu v methanolu o koncentraci 1 mg/ml, jaky jsem
pouzival k ptipravé vodnych a plasmovych roztoki ndsledné podrobenych extrakci PDMS
vldknem. Urcity podil methanolického roztoku oxazepamu jsem nafedil dle postupu
uvedeného v kapitole 4.2 na koncentrace 0,1 a 0,05 mg/ml. Témi jsem nasledné naplnil
vialky, jenz jsem umistil do autosampleru a nechal zanalyzovat za HPLC podminek

odpovidajicich analyze vzorki.
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5. VYSLEDKY A DISKUZE
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5.1 Vybér chromatografickych podminek pro HPLC analyzu vybranych

benzodiazepinu

Prvotnim ukolem ptfed zahajenim procest vlastniho méteni bylo stanoveni optimalnich
chromatografickych podminek pro ¢tyfi vybrané benzodiazepiny (diazepam, medazepam,

nitrozepam a oxazepam).

Zde jsem se nejprve seznamil s podminkami uvedenymi v literatufe zabyvajici se
tématem analyzy benzodiazepint (viz. Kap. 2.6). Jako prvotni jsem tak pouzil nasledujici
podminky. Za mobilni fazi jsem pouzil smés acetonitril:voda o poméru 35:65 bez zmény pH
(namé&feno 5,31) a prutok nastavil na 0,6 ml/min. Detekce probihala pti 280 nm. Standardy
jsem ptipravil dle postupu uvedeného vyse v ptislusné kapitole.

Retenéni ¢as diazepamu byl 24,7 minuty, nitrazepamu 7,5 minuty, oxazpeamu 6,5
minuty a Kk vymyti medazepamu do tficeti minut nedoslo. Vysledné piky vsak nebyly pfilis

ostré ani symetrické.

Nasledné jsem zkusil upravit hodnotu pH mobilni fdze za pouziti roztoku kyseliny

fosfore¢né na hodnotu 4,46.

U nitrazepamu se tim reten¢ni ¢as zvysil na 10,5 minuty, u oxazepamu na 6,6 minuty a
k vymyti diazepamu a medazepamu do tficeti minut nedoslo. Vysledné piky i nadale

zustavaly neostré a nesymetrické.

Jako dalsi upravu podminek jsem provedl dalsi sniZzeni pH pomoci roztoku kyseliny

fosfore¢né na hodnotu 3,77.

Retencni Cas nitrazepamu zlstaval na hodnoté 10,5 minuty, oxazepamu se zvysil na 7
minut a Kk vymyti diazepamu a medazepamu do tficeti minut nedoslo. U vyslednych piki
doSlo k mirnému zlepSeni ostrosti a symetricnosti.

Nasledné jsem provedl posledni Upravu mobilni faze sniZenim pH. Opét jsem vyuzil
roztoku kyseliny fosfore¢né a snizil hodnotu pH na 2,7.

Tim doSlo u nitrazepamu k ndslednému snizeni reten¢niho ¢asu na hodnotu 10,2
minuty, oxazepamu na 6,5 minuty a k vymyti zbylych dvou benzodiazepini v priubéhu tficeti

minut znovu nedoslo. Ziskané piky ziistavaly stale neostré a nesymetrické.

Jako posledni postup v upravé pH jsem zvolil cestu drobné alkalizace mobilni faze za

uziti roztoku hydroxidu draselného a hodnotu pH nastavil na 6,5.
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U nitrazepamu 1 tak ziistaval retencni Cas na hodnoté obdobné té ziskané za
nejkyselejSich podminek, a sice 10,2 minuty. U oxazepamu byl retencni ¢as 7 minut a

diazepam s medazepamem znova zadny zaznam b&éhem tficeti minut neposkytly.

Vzhledem ke stale neuspokojivé symetri¢nosti a ostrosti piki jsem se rozhodl pro dalsi
zmény ve slozeni faze. Podle literatury (viz. Kap. 2.6) jsem zaménil do té doby zkouSenou
fazi acetonitril:voda za sloZeni methanol:voda v poméru 65:35 a detekci nastavil na vinovou
délku 254 nm.

To mélo pozitivni vliv na snizeni hodnot reten¢niho Casu nitrazepamu, ktery touto
upravou klesnul na hodnotu 8,3 minuty. U oxazepamu doslo naopak ke zvySeni hodnoty na
9,5 minuty. V pfipad¢ diazepamu s medazepamem zustaval setrvaly stav, nebot’ se ani jedna
z téchto latek do 30-ti minut z kolony nevymyla. Zména méla pozitivni vliv rovnéz na tvar

pikd, byt stale symetricnost a ostrost zlistdvala hodné za o¢ekavanim.

Dalsi Uprava mobilni faze se tykala zmény poméru obou obsazenych slozek. Nové

jsem pom¢ér nastavil na 80:20 (methanol:voda).

Tato tiprava piinesla velky skok ve snizeni retencnich cast, u nitrazepamu na hodnotu
3,8 a oxazepamu 4,2 minuty. Diazepam a medazepam po piedeslych netspésnych pokusech
jsem jiz dale nezkouSel a omezil se na stanovovdni podminek pro zbylou dvojici

benzodiazepint.

Vzhledem ke stale nepé¢knym parametrim vzhledu pikl jsem se rozhodl pro zménu
kolony. Namisto sklenéné Separon SGX C18 o velikosti zrn 7 um jsem pouzil obdobnou
s velikosti zrn 5 um. Vzhledem k vyraznému zvySeni tlaku jsem musel upravit hodnotu

pratoku na 0,4 ml/min.
To ssebou pfineslo zvySeni retencnich cCasti, v piipadé nitrazepamu na 5.4 a
oxazepamu 6,5 minuty. Tvary pikt se oproti kyZzenému zlepSeni spiSe o néco zhorsily.

Nésledné jsem se rozhodl pro druhou zménu kolony a nové pouzil kovovou kolonu
Separon SGX C18 o parametrech 150x4 mm a velikosti zrn 7um. Co se mobilni faze tyce,

stale jsem uzival smés methanol:voda, ovSem v poméru slozek 65:35.

Tato zména méla znacné pozitivni vliv na symetricnost a ostrost pikd. Vzhledem
k moznostem této kolony jsem také mohl zvysit pritok, a to na 0,8 ml/min. Hodnoty

retenénich Cast se zménily nasledovné, u nitrazepamu na 3,8 a oxazepamu 4,5 minuty.
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V dalsim hledani optimalnich chromatografickych podminek jsem tedy setrval u stejné
kolony a pro zlepSeni parametri pikti jsem se uchylil ke zméné poméru slozek faze na 80:20

(methanol:voda).

Tato zména zajistila vyrazny pokles vymyti u obou benzodiazepinl, v piipadé
nitrazepamu na 2,3 a oxazepamu 2,5 minuty. Zaroven se znovu zlepsila ostrost a symetricnost
ziskanych pika.

Nasledn¢ jsem provedl drobnou Upravu pH mobilni faze uzitim roztoku hydroxidu

draselného na hodnotu 7.

To nevedlo k zadnym zménam v hodnotach reten¢nich ¢asi, jen zlepsilo uz tak docela

reprezentativni vzhled piku.

ZavérecCnou upravu podminek jsem provedl znovupouzitim roztoku hydroxidu

draselného za zvySenim pH mobilni fdze na 7,5.

Tato zména nepfinesla zménu retencnich ¢ast, které i nadale setrvavaly u nitrazepamu
na 2,3 a oxazepamu 2,5 minuty. Ostrost a symetri¢nost pikti byla ov§em za téchto podminek

nejlepsi ze vSech zkouSenych.

Nakonec jsem se rozhodl vyuzit pro nasledné analyzovani mobilni fazi o slozeni
methanol:voda v poméru 80:20 a Gpravou pH na hodnotu 7,5. Méfeni jsem provadél pii

pratoku 0,8 ml/min a detektor nastavil na 254 nm.

Pfi porovnani retenc¢nich Cast, jeZ byly u obou latek skoro stejné, a parametr piki
jsem se rozhodl pro nasledné méfeni vyuzit ze dvou posledné zkousenych benzodiazepini

oxazepam. Pro nadzornost je mozno zhlédnout Obr. €. 8.

55



1000
Detector 1-25nm
— standard-oxazep-sethoncl
standard-oxazep-deskoncL. dat
Area
Retention Time
- oxazepam
607
107
207
[
|
!
!
[
{
o
.
[
0 — J.r"; :.“-,__‘__
Trr 1 Trr 1 Trr 1 L L L Trr 1 T L T
25 30 35 40 45 50 55 60 65 10 15 80

Hinutes
Obr.¢. 8: HPLC chromatogram methanolického roztoku oxazepamu o koncentraci 0,1
mg/ml stanovovaného pii vybranych chromatografickych podminkach — mobilni faze:

methanol:voda 80:20, pH = 7,5; prttok: 0,8 ml/min; detekce pti 254 nm
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5.2 Extrakce oxazepamu z vodného roztoku uzitim PDMS vlakna

5.2.1 Stanoveni minimalni detekovatelné koncentrace

Za vyuziti zjisténych optimalnich chromatografickych podminek jsem stanovoval
oxazepam extrahovany do methanolu. K tomu jsem vyuzil metody mikroextrakce na pevnou
fazi s vybranym polydimethylsiloxanovym vlaknem (PDMS). Pii extrakci jsem postupoval
presné podle schématu popsané¢ho v kapitole 4.3. Cilem bylo nejprve zjistit minimalni
koncentraci oxazepamu ve vodném roztoku, kdy jest¢ dochazi k extrakci a latka je pfi
nasledné HPLC analyze detekovatelna. Pfi stanovovani této minimalni koncentrace jsem vzdy
ponechal vlakno 10 minut adsorbovat latku z roztoku a nasledné¢ na 10 minut vlakno ponofil

do ¢istého methanolu pro provedeni desorpce.

Nejprve jsem podrobil extrakci vodny roztok oxazepamu o koncentraci 1 mg/ml. Zde
doslo k extrakci v takovém rozsahu, ze pti HPLC analyze byl extrahovany podil bez problémi

detekovan.

Nasledné jsem tedy snizil podil oxazepamu ve vodném roztoku na desetinu,
koncentrace tedy klesla na 0,1 mg/ml. I pfi tomto sniZeni koncentrace extrakce umoznila
bezproblémovou detekci pfi nasledné analyze na pfistroji HPLC. MnoZstvi extrahovaného
oxazepamu se vSak snizil, coz se pochopitelné¢ projevilo zmenSenim plochy piku ve

vysledném chromatogramu (viz. Obr.¢. 9).

Koncentraci roztoku oxazepamu jsem tedy dale snizoval na hodnotu znovu desetkrat
niZ8i, tedy 0,01 mg/ml. Pfi této koncentraci za neménnych podminek extrakce a analyzy jiz

latka neposkytla kvantitativné hodnotitelny pik.

Pro stanoveni minimalni detekovatelné koncentrace jsem se rozhodl jesté pfipravit
roztok o obsahu 0,05 mg/ml oxazepamu. Ani tato koncentrace nevytvofila na HPLC

chromatogramu kvantitativné hodnotitelny pik (viz. Obr.¢. 10).
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Obr.¢. 9: HPLC chromatogram vodného roztoku oxazepamu o koncentraci 0,1 mg/ml

extrahovaného do Cistého methanolu pfi sorpci i desorpci trvajici 10 minut.

(Chromatografické podminky - mobilni faze: methanol:voda 80:20, pH = 7,5; prutok: 0,8 ml/min;
detekce pii 254 nm)
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Obr.¢. 10: HPLC chromatogram vodného roztoku oxazepamu o koncentraci 0,05

mg/ml extrahovaného do ¢istého methanolu. (Chromatografické podminky - mobilni faze:

methanol:voda 80:20, pH = 7,5; priitok: 0,8 ml/min; detekce pii 254 nm)

59



5.2.2 Porovnani vvtézku mikroextrakce pri ruznvch dobach trvani sorpce a

desorpce

Po stanoveni koncentrace oxazepamu v roztoku, jaka jesté vede k detekovani této latky
pii HPLC analyze, jsem podrobil porovnavani analyzované vytézky pii riznych dobéch trvani
procesu sorpce oxazepamu na vlakno a nasledné desorpce do methanolu. Z pivodnich deseti
minut sorpce a desorpce (viz. Obr.¢. 9) jsem Casovy Gsek sorpce snizil na polovinu a desorpci
nechal na 10 minut (viz. Obr. ¢. 12). Poté jsem vytézek analyzoval na HPLC a u vytvofeného
chromatogramu zjistil plochu piku patficimu oxazepamu. Tuto hodnotu jsem nésledné vyuzil
pro vypocet koncentrace extraktu a procentudlniho vytézku, ktery jsem vypocetl poméfenim
k hodnotam chromatogramu standardu. Timto zptsobem jsem postupoval u vSech
provedenych extrakci riznych ¢asovych schémat (viz. Kap. 4.3). Tato ¢asova schémata vedle

jiz zminéného 10 minut / 10 minut (sorpce/desorpce) a 5/10 obsahovala 5/5, 3/5, 2/5 a 2/2.

Pro zaruceni spravného vypoctu jsem podrobil extrakci roztok obsahujici Cistou
destilovanou vodu a ¢isty methanol v poméru odpovidajicim analyzovanym roztokim
S obsahem oxazepamu. Timto jsem zjistil, zda se neextrahuji vedle oxazepamu 1 jiné slozky,

se které by se eventualné pii vypoctech musely brat v tivahu (viz. Obr. €. 11).
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OXazepamu (Chromatografické podminky - mobilni fdze: methanol:voda 80:20, pH = 7,5; pritok: 0,8

ml/min; detekce pti 254 nm)
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Obr. €. 12: HPLC chromatogram vodného roztoku oxazepamu o koncentraci 0,1

mg/ml extrahovaného do ¢istého methanolu pfi sorpci a desorpci trvajici 5 minut.

(Chromatografické podminky - mobilni faze: methanol:voda 80:20, pH = 7,5; pratok: 0,8 ml/min;
detekce pii 254 nm)
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Obr. ¢. 13: HPLC chromatogram vodného roztoku oxazepamu o koncentraci 0,1

mg/ml extrahovaného do ¢istého methanolu pfi sorpci trvajici 3 a desorpci 5 minut.
(Chromatografické podminky - mobilni faze: methanol:voda 80:20, pH = 7,5; pritok: 0,8 ml/min;
detekce pfi 254 nm)
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Obr. €. 14: HPLC chromatogram vodného roztoku oxazepamu o koncentraci 0,1

mg/ml extrahovaného do ¢istého methanolu pfi sorpci a desorpci trvajici 2 minuty.
(Chromatografické podminky - mobilni faze: methanol:voda 80:20, pH = 7,5; priitok: 0,8 ml/min;
detekce pfi 254 nm)
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5.2.3 Vvpocet mnoZstvi oxazepamu v extraktu

Bod ¢.

Bod ¢&.

Bod ¢&.

1 — Stanoveni obsahu oxazepamu v roztoku podrobeném extrakci

Ze zékladniho methanolického roztoku oxazepamu o koncentraci 1 mg/ml odebrano

0,5 ml » V roztoku pro extrakci obsazeno celkem 0,5 mg oxazepamu
2 — Stanoveni obsahu oxazepamu v nastfiku standardu

Z roztoku standardu o koncentraci 0,1 mg/ml nastiikovano 20 pl » vV ndstriku obsazeno

0,002 mg (2 ug) oxazepamu
3 — Porovnani ploch pod piky standardu a pfislusného extraktu

Za modelovy piiklad vybran extrakt c¢asového schématu 10 minut / 10 minut

(sorpce/desorpce).
0,002 mg (obsah oxazepamu).............c.ceeeveirieniannnnn. 8707546 (plocha piku)
D PPN 1458746

X =0,00200 / 8707546 * 1458746 = 0,00034

Ve 20 ul nastriku extraktu bylo obsazeno 0,00034 mg (0,34 ug) oxazepamu.

Bod ¢. 4 — Vypocet mnozstvi oxazepamu v extraktu a stanoveni jeho koncentrace

0,00034 mg (0,34 pg) oxazepamu obsazeno ve 20 ul nastiiku » v celkovém objemu
extraktu 250 pl obsazeno 0,00425 mg (4,25 pg) oxazepamu » koncentrace extraktu
byla 0,017 mg/ml.
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5.2.4 Vvsledné hodnoty koncentrace oxazepamu po provedeni mikroextrakce

V nasledujici tabulce (Tab ¢. 3) jsou uvedeny vSechny hodnoty vztahujici se
k porovnavani vytézkad mikroextrakce pti vySe zminénych rozdilnych ¢asovych schématech.
Hodnota koncentrace se vztahuje k mnozstvi extrahovaného oxazepamu do insertu s obsahem
methanolu o objemu 250 pl. Postup vypoctu samotné hodnoty procentudlniho vytézku je

nastinén v predeslé kapitole 5.2.3.

Casové schéma Plocha Primér ploch Koncentrace
sorpce/desorpce (mg/ml)
(min)
10/10 1441239 1458746 0,01675
10/10 1476253
5/10 2717862 2731295 0,03137
5/10 2744728
5/5 1153100 1146692 0,01317
5/5 1140283
3/5 2531588 2540910 0,02918
3/5 2550232
2/5 1916362 1902097 0,02184
2/5 1887831
212 3047324 2883751 0,03312
2/2 2720177

Tab ¢. 3: Hodnoty veli¢in vztahujicich se k porovnani mikroextrakce provedené v riznych

casovych schématech

Z hodnot zaznamenanych do tabulky jasné vyplyva, Ze zkraceni trvani procesu sorpce
a desorbce nemé pfimou imérou vliv na sniZeni nebo zvySeni mnozstvi extrahované latky.
Toto mnozstvi mezi jednotlivymi postupné se zkracujicimi casovymi tUseky zcela

nepravidelné kolisa. Zaroven je mozné z tabulky vycist, jaké ¢asové schéma se pro danou
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metodu mikroextrakce oxazepamu hodi nejvice. Pfi porovnani délky trvani procesu k jeho
procentudlnimu vytézku vychéazi jako ideédlni volba nejkrat§i dobu trvajici proces o sorpci i
desorpci trvajici 2 minuty.

Z tabulky lze zaroven vyc¢ist i velmi malé mnozstvi oxazepamu, jaké se extrahovalo
Z jeho vodného roztoku 0 koncentraci 0,1 mg/ml, pohybujici se nejvyse tésné nad 1,5 %. Na

uvedenych grafech (Obr. ¢ 12 — 14) je ale patrné, Ze lze pii této koncentraci roztoku

oxazepam i pii takto malych procentudlnich vytézcich bez potizi stanovit.

Po provedeni desorpce oxazepamu do methanolu jsem podrobil vldkno na dalsi stejny
Casovy usek ponofeni do identického mnozstvi methanolu (pozn. po desetiminutové desorpci
tedy nésledovala dalsi desetiminutova desorpce). I ten jsem nasledné nechal analyzovat na
HPLC, abych zjistil, jaké mnozstvi latky zistalo po prvotni provedené desorpci navazano na
vlakno. Vysledkem této analyzy bylo zjisténi, ze vldkno po primarni desorpci v podstaté
obsahovalo zanedbatelny zlomek analyzované latky. (viz. Tab ¢. 4 a Obr. ¢. 15 — 16).
K taktka Giplnému oc¢isténi vldkna a uvolnéni oxazepamu tak doslo jiz pfi primarn¢ provedené

desorpci.

Casové schéma Plocha Koncentrace (mg/ml)
sorpce/desorpce
(min)
10/10+10 37842 0,00043
5/5+5 86791 0,00100
3/5+5 112880 0,00130
2/5+5 127776 0,00147

Tab ¢. 4: Hodnoty vytézkl po provedeni sekundarni desorpce
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Obr. €. 15: HPLC chromatogram vodného roztoku oxazepamu o koncentraci 0,1
mg/ml po provedeni sekundarni desorpce o délce 5 minut provedené po pétiminutové

sorpci a pétiminutové prvotni desorpci. (Chromatografické podminky - mobilni faze:

methanol:voda 80:20, pH = 7,5; pratok: 0,8 ml/min; detekce pti 254 nm)
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Obr. ¢. 16: HPLC chromatogram vodného roztoku oxazepamu o koncentraci 0,1
mg/ml po provedeni sekundarni desorpce o délce 5 minut provedené po tfiminutové

sorpci a pétiminutové prvotni desorpci. (Chromatografické podminky - mobilni faze:

methanol:voda 80:20, pH = 7,5; prutok: 0,8 ml/min; detekce pti 254 nm)
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5.2.5 Porovnani extrakeci pri pH nezménéném a upraveném

Jednim z faktori, které mohou mit vliv na vytéZnost, je vedle upravy casu a
koncentrace i uprava pH roztoku podrobeného mikroextrakci. Po zméteni pH roztoku, ktery
jsem pouzil pro piedchozi postupy, jsem zjistil jeho hodnotu 6,7. Tato hodnota je o néco
kyselejsi nez hodnota pH pouzité mobilni faze. Rozhodl jsem se proto obé hodnoty sjednotit a

upravil tak pH vodného roztoku oxazepamu na 7,5 za pouziti roztoku hydroxidu draselného.

Pro nésledné porovnani vytéznosti takto upraveného roztoku s roztokem beze zmény
pH jsem pouzil jediné schéma, a sice to s délkou sorpce i desorpce 10 minut. Po provedeni
HPLC analyzy a kvantifikaci pikl jsem doSel k zavéru, Ze tato zména méla na vytéznost jen
velmi nepatrny a prakticky zanedbatelny vliv. Zjistény pik mél parametry odpovidajici piku
z Obr. ¢. 9 a hodnoty naméfené porovnanim plochy pod pikem daly zvySeni koncentrace

extrahovaného oxazepamu v fadu desetitisicin. (viz. Tab. ¢. 5)

pH vody Plocha Priamér ploch Koncentrace
(mg/ml)
nezmeénéné 1441239 1458746 0,01675

nezménéné 1476253

7,5 1479647 1473315 0,01692

7,5 1466982

Tab €. 5: Srovnani hodnot vytézkl pfi pH nezménéném a upraveném na hodnotu 7,5 (Casové

schéma sorpce / desorpce v obou piipadech shodné — 10 / 10 minut)

70



5.3 Extrakce oxazepamu z plasmy uzitim PDMS vlakna

5.3.1 Zjisténi vytéZnosti extrakce oxazepamu ze ziredéné plasmy

Po 1uspésném provedeni extrakce oxazepamu z vodného roztoku jsem zkusil
analyzovat extrakt ziskany z roztoku stejné latky v plasmé. Pro pfibliZzeni podminek vodnému
prostiedi jsem nejprve piipravil roztok zfedéné plasmy o jeji koncentraci 10 % (viz. Kap. 4.2).
Na zaklad¢é vysledka piedchozich méfeni u vodnych roztokt jsem podrobil analyze extrakty
ziskané pouze ze dvou casovych schémat. A to z Casového schématu nejkrat$iho a zaroven
nejvytéznéjsiho, tedy trvani sorpce 1 desorpce po dvou minutdch, a nejdelSiho s délkou obou
sorp¢nich procesi po deseti minutach. K tomu jsem vyuzil roztoku o koncentraci 0,1 mg/ml,
kterd se ukéazala v analyzach vodnych roztokd jako limitni pro moznost extrahovatelnosti.
Hodnotu pH jsem na zéklad¢ vysledkl z pfedchozich méfeni, ktera neprokazala jeji zménu za

opodstatnénou, neupravoval.

Vysledkem analyzy byly piky, které se od téch ziskanych analyzou extrakti z vodného
roztoku drobné liSily svym tvarem, piesnéji vétsi Sitkou zdkladny. Zaroven zde doslo
k posunuti reten¢nich €asti z ptivodnich 2,5 minuty na 6,5. Jak ale vyplyva z porovnani
retenéniho Casu methanolického piku u analyzy vzorky a u slepého pokusu, ktery byl
proveden pied vyménou Cerpadla u pfistroje HPLC, je na viné pravé zména této soucastky.
Zatimco u slepého pokusu se methanolicky pik nachézi v retencnim ¢ase zhruba 1,6 minuty,
jak to odpovidd i vSem méfenim provedenym u vodnych roztokd extrahovanych do
methanolu, v pfipadé roztoku s obsahem fedéné plasmy analyzovaném na novém Cerpadle byl

jeho cas 4,5 minuty.

Po zméteni hodnot ploch pikli a vypoltu vytéznosti podle postupu popsaného
v kapitole 5.2.3 jsem dosel k ptekvapivym zavérum. U ¢asového schématu sorpce / desorpce
10 / 10 minut byla vytéZnost ze zfedéné plasmy o néco vyssi. Pfi ¢asovém schématu 2 / 2
minuty naopak vytéznost v porovnani s vodnym roztokem o néco klesla. (viz. Tab. €. 6).
Z toho vyplyva, ze pro extrakci oxazepamu z plasmy je oproti vodnému roztoku zapotiebi
delsich Casovych usekl sorpce a desorpce. Zaroven se vSak nepotvrdilo, ze by u ziedéné
plasmy dochazelo k navazani oxazepamu na nékterou z jejich slozek, kterd by pak mohla

znemoznovat provedeni extrakce PDMS vldknem. Jak je mozno vycist z HPLC
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chromatogramu slepého pokusu (viz. Obr. €. 17), ptes vldkno se do methanolu neextrahovala

z4dna ze slozek plasmy, a ten byl tedy obdobny tomu ziskanému u ¢istého vodného roztoku.

10
Detector 1:254m

— SlepakB-methanol+plasma:L
SlepakB-methanol+plasma-L dat

Area

Retention Time

00 05 10 15 20 25 30 35 i 45 50 55 60
Hinutes

Obr. €. 17: HPLC chromatogram slepého pokusu s ¢istym roztokem o obsahu 10 %

plasmy bez obsahu oxazepamu. (Chromatografické podminky - mobilni faze: methanol:voda
80:20, pH = 7,5; prutok: 0,8 ml/min; detekce pii 254 nm)
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Obr. ¢. 18: HPLC chromatogram roztoku plasmy s obsahem oxazepamu o koncentraci

0,1 mg/ml extrahovaného do ¢istého methanolu pfi sorpci a desorpci trvajici 10 minut.

(Chromatografické podminky - mobilni faze: methanol:voda 80:20, pH = 7,5; pritok: 0,8 ml/min;

detekce pii 254 nm)
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Obr. ¢. 19: HPLC chromatogram roztoku plasmy s obsahem oxazepamu o koncentraci
0,1 mg/ml extrahovaného do ¢istého methanolu pfi sorpci a desorpci trvajici 2 minuty.

(Chromatografické podminky - mobilni faze: methanol:voda 80:20, pH = 7,5; pritok: 0,8 ml/min;

detekce pti 254 nm)
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Typ Cas Plocha Praimér | Koncentrace
roztoku sorpce/desorpce ploch (mg/ml)

vodny 10/10 1441239 1458746 0,01675
10/10 1476253

plasmaticky 10/10 2418216 2429164 0,02790
10/10 2440112

vodny 2/2 3047324 2883751 0,03312
2/2 2720177

plasmaticky 2/2 2188185 2188539 0,02513
2/2 2188893

Tab €. 6: Srovnani hodnot vytézkii z vodného roztoku a z roztoku zfedéné plasmy pii stejnych

casovych schématech
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5.3.2 Zjisténi vytéZnosti extrakce oxazepamu z plné plasmy

Po uspésném provedeni extrakce oxazepamu ze ziedéné plasmy jsem podrobil
procesim mikroextrakce pomoci PDMS vldkna roztok oxazepamu o stejné koncentraci jako
Vv ptedeslém piipadé¢ (0,1 mg/ml) stim rozdilem, Ze obsahoval nefedénou plnou plasmu.
Stejné jako v piipad¢ zfedéné plasmy jsem provadél extrakci pii dvou casovych schématech, a
sice pii trvani sorpce / desorpce 10 / 10 a 2 / 2 minuty. Po HPLC analyze jsem dosel ke
zjisténi, Ze zde doSlo k extrakci zcela minimdalniho a prakticky zanedbatelného podilu
oxazepamu, jehoz mnozstvi nesneslo srovnani ani s vyse uvedenou sekundarni desorpci (viz.
Kap. 5.2.4). Vzhledem Kk tomu, Ze pii analyze extraktu z ¢isté plasmy nebyly detekovany
zadné vedlejsi latky, které by byly PDMS vldknem extrahovany, dalo by se predpokladat, ze u

Cisté plasmy je oxazepam vazany a pro extrakci nepfistupny.

Cas Plocha Pramér ploch | Koncentrace
sorpce/desorpce (mg/ml)
10/10 454890 447682 0,00514
10/10 440473
2/2 43268 41815 0,00048
2/2 40362

Tab ¢. 7: Hodnoty vytézkl po provedeni extrakce oxazepamu z plné plasmy
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Obr. €. 20: HPLC chromatogram plné plasmy s obsahem oxazepamu o koncentraci 0,1

mg/ml extrahovaného do ¢istého methanolu pfi sorpci a desorpci trvajici 10 minut.
(Chromatografické podminky - mobilni faze: methanol:voda 80:20, pH = 7,5; pratok: 0,8 ml/min;
detekce pii 254 nm)
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6. ZAVER
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Ve své diplomové praci jsem se zabyval analyzou methanolického extraktu
oxazepamu ziskaného specidlni metodou mikroextrakce pevnou fazi S vyuzitim
polydimethylsiloxanového (PDMS) vldkna umoznujici extrahovat latky z roztoki o malych
objemech. Knasledné analyze extraktd jsem vyuzil metody vysokoucinné kapalinové

chromatografie (HPLC).

Prvotnim ukolem tedy bylo stanovit optimalni chromatografické podminky pro
analyzu oxazepamu. Za idedlni mobilni fazi jsem vybral smés methanolu a vody v poméru
80:20 s upravou hodnoty pH na 7,5. Pratokovou rychlost jsem nastavil na 0,8 ml/min a
detekoval pfi vinové délce 254 nm. K méfeni jsem vyuzil kovovou kolonu Separon SGX C18,
150x4 mm I.D., 7um.

Nasledné jsem zjist'oval koncentraci oxazepamu ve vodném roztoku, jakou je mozno
extrahovat a nésledné zanalyzovat. Jako optimalni vysla koncentrace 0,1 mg/ml, kterou jsem
nasledné vyuzil pro vSechna dal$i méfeni. Béhem nich jsem porovnéval rizné doby trvani
sorpce a desorpce, z nichz se jako idealni pro vodny roztok oxazepamu jevilo schéma 2 / 2
minuty. Po primarni jsem provadél i sekundarni desorpci o stejném Casovém useku, béhem
jakého byla provedena ta prvotni. Timto méfenim jsem zjistil, Ze se viceméné cely podil
oxazepamu z vlakna uvolnil jiz pfi primarni desorpci. Kromé toho jsem se zabyval i moznosti

upravy pH na 7,5, které vSak zadnou zménu ve vytéznosti metody nepfineslo.

Poznatky ziskané z analyzy extraktu z vodného roztoku jsem vyuzil pfi ndsledném
extrahovani oxazepamu z plasmy. Tu jsem tak z4dné zmén& pH nepodroboval a neprovadél
jiz sekundarni desorpci, jako Casova schémata jsem vyuzil to nejefektivngjsi (2 / 2 minuty) a
nejdelsi (10 / 10 minut), ostatnimi jsem se jiz nezabyval. U roztoku zfedéné plasmy jsem
naméfil u delsiho ¢asového schématu dokonce vétsi koncentraci nez za stejnych podminek u
vodného roztoku, zatimco u krat$iho ¢asového schématu byla koncentrace z roztoku plasmy
nepatrné nizsi.

Stejné tak jsem podrobil mikroextrakci roztok oxazepamu v plné plasmé. Jeho extrakt
vSak pfi HPLC analyze nevytvofil dostatecny pik a podle vypoctu jsem zjistil, Ze se v tomto
pfipadé extrahovalo jen opravdu zanedbatelné mnoZstvi oxazepamu. Z analyzy slepého
vzorku bez obsahu oxazepamu jsem zjistil, ze PDMS vlakno neextrahuje z plasmy zadné

vedlejsi latky.
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8. SEZNAM ZKRATEK
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HPLC — High performance liquid chromatography — Vysokouc¢inna kapalinova

chromatografie

SM-HPLC — Semi-microcolumn-high performance liquid chromatography
LC-ESI-MS - Liquid chromatography-electrospray ionization-mass spectrometry
PC — Paper chromatography — Papirova chromatografie

TLC — Thin layer chromatography — Chromatografie na tenké vrstvé

GC — Gas chromatography — Plynova chromatografie

GC-MS — Gas chromatography-mass spectrometry — Plynova chromatografie s hmotnostni

spektrometrii

GC-ECD - Gas chromatography-electron capture detection — Plynova chromatografie s

detekci elektronovym zachytem

SPME - Solid Phase Microextraction — Mikroextrakce tuhou fazi

SPE - Solid phase extraction — Extrakce tuhou fazi

RP-SPE — Reversed phase-solid phase extraction — Extrakce tuhou fazi s reverzni fazi
LLE — Liquid-liquid extraction — Extrakce kapalina-kapalina

PDMS - Polydimethylsiloxan

EDTA — Ethylendiamintetraoctova kyselina

GABA — y-aminomaselna kyselina

PTFE — Polytetrafluorethylen
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ABSTRAKT

ANALYTICKE HODNOCENI UCINNYCH LATEK KAPALINOVOU
CHROMATOGRAFII 1I.

Uvodni studie do problematiky SPME
Diplomova prace

Martin Raska

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Katedra
farmaceutické chemie a kontroly 1écCiv, Heyrovského 1203, Hradec Kralové

Tato diplomova prace se zabyva problematikou analytického hodnoceni ucinnych latek
kapalinovou chromatografii. Konkrétn€¢ je zameéfena na hodnoceni benzodiazepini
obsazenych v biologickém materidlu za uZiti mikroextrakce tuhou fazi (SPME) a
vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC). HPLC zaujima mezi dnes pouzivanymi
chromatografickymi metodami velmi dualezitou pozici. Jejimi hlavnimi pfednostmi jsou
citlivost, selektivita a rychlost provedeni separace a vytvofeni reprodukovatelného zdznamu.
Mikroextrakci tuhou fazi lze popsat jako jednoduchou a ucinnou techniku pfipravy vzorku,
ktera v sob¢ integruje sorpci, desorpci a zkoncentrovani analytu. Tato technika nevyzaduje
uziti rozpoustédel a slozitych aparatur a jeji podstatou je vystaveni kapalného ¢i plynného
vzorku malému mnozstvi extrakéni faze. Béhem provadénych pokust byly jako optimalni
stanoveny nasledujici chromatografické podminky. Za mobilni fazi byla uzita smés
methanol:voda (80:20) o hodnot¢ pH = 7,5 za pritoku 0,8 ml/min a detekce pak byla
provedena pii 254 nm. Pro provedeni mikroextrakce bylo uZito polydimethylsiloxanoveé
vlakno (PDMS) a koncentrace oxazepamu v analyzovaném vzorku byla 0,1 mg/ml. V ptipadé
vodného roztoku vyslo jako idealni casové schéma sorpce i desorpce trvajici shodné 2 minuty,
uprava pH nebyla provadéna. Koncentrace extrahované¢ho oxazepamu byla sledovdna ve

vodnych 1 plasmatickych roztocich.



ABSTRACT

ANALYTICAL DETERMINATION OF ACTIVE COMPOUNDS BY
LIQUID CHROMATOGRAPHY Il.

The Preliminary Study of SPME

Master’s Thesis

Martin Raska

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové,
Department of Pharmaceutical Chemistry and Drug Control, Heyrovského 1203,
Hradec Kréalové

This thesis deals with the issue of analytical determination of active compounds by liquid
chromatography. It’s specifically focused on determination of benzodiazepines in biological
material by using solid-phase microextraction (SPME) and high performance liquid
chromatography (HPLC). HPLC is one of the most important chromatographic methods
today. Its main advantages are sensitivity, selectivity and speed of separation and creation of
reproducible record. SPME can be described as a simple and effective sample preparation
technique integrating sorption, desorption and concentration of an analyte. This technique is
solvent-free and requires no use of a complicated apparatus. Its basic principle is the exposure
of liquid or fluid sample to a small amount of extraction phase. The following
chromatographic conditions were proved to be optimal. Methanol:water (80:20) was used as a
mobile phase with pH value adjusted to 7.5, flow rate was 0.8 ml/min and detection
wavelength was 254 nm.  Polydimethylsiloxane fiber (PDMS) was used for the
microextraction and concentration of oxazepam in the sample was 0.1 mg/ml. In case of the
water sample, 2/2 min sorption/desorption time schedule and no pH adjusting provided the
best results. The concentration of extracted oxazepam was measured in water and plasma

samples.



