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1. Cil prace

Cilem prace je vypracovat stru¢ny prehled detekénich metod, které mizeme
pouzit pfi analyze IéCiv v biologickych materialech, jako jsou krev, mo¢, plazma
a sérum, pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (,high performance
liquid chromatography“ - HPLC). V praktické ¢asti jsme nalezli vhodné
chromatografické podminky pro stanoveni atypického antipsychotika

amisulpridu v plazmé.



2. Uvod

HPLC, vysokouc€inna kapalinova chromatografie, je v souCasné dobé hojné
vyuzivana separacni a analyticka technika. Jedna se o kapalinovou
chromatografii v kolonovém usporadani, kde separace probiha pfi vysokém
tlaku a tedy rychlejSim pratoku mobilni faze.

Za pouziti raznych typa detektort (napf. refraktometrické, ultrafialové,
fluorescencni, elektrochemické) nebo tandemového spojeni s hmotnostni
spektrometrii, rGznych separacnich principu (rozdélovaci, adsorp¢ni, iontové
vymeénna, gelové permeacni chromatografie), riznych modu usporadani
(normalni faze, reverzni faze) a riznych kolon (naplfiové kolony, monolytické
kolony z riznych materiall) se tato technika vyuziva v analytické chemii,
biologickém, biochemickém a biomedicinském vyzkumu, kontrole Cistoty I€Civ,
ve farmaceutickém vyzkumu pfi farmakokinetickych a toxikologickych studiich,
potravinarské analyze, monitorovani zivotniho prostfedi, v
klinickobiochemickych laboratofich pro terapeutické monitorovani hladin 1éCiv v
riznych biologickych materialech (plazma, sérum, plna krev, mo¢, mozkomisni
mok...), ve forenznich toxikologickych laboratofich a mnoha dalSich oborech.

Mame v umyslu se soustfedit na stanoveni IéCiv v biologickém materialu. To
je v souCasné dobé nutnost jednak pro vyzkumnika, ktery pfi testovani léCiva
musi poznat jeho prunik do riznych kompartmentt organizmu, rychlost
eliminace a v neposledni fadé musi také odhalit a identifikovat jednotlivé
metabolity a v€as odhalit jejich pfipadnou toxicitu. Dllezité je to i pro Iékare,
ktery potfebuje po podani Iéku udrZovat jeho hladinu v terapeutickém rozmezi a
v pfipadé potieby upravit davkovani.

Deteké&nich metod vhodnych pro HPLC, které Ize k tomuto ucelu pouzit je v
soucasnosti nepfeberné mnozstvi, jsou stale vylepSovany a vznikaji jejich nové

modifikace.



3. Biologicky material

Biologicky material, biomatrice, je slozity systém obsahujici Sirokou Skalu
riznych latek o rizné molekulové hmotnosti. Pfi volbé biologického materialu k
analytickému vysSetfeni musime zohlednit metodické moznosti (snadny a
bezpecny odbér dostate€ného mnozstvi, pfistrojové vybaveni), a sledovany cil
(jestli se v daném biologickém materialu nachazi sledované Ié€ivo, jak bude
jeho stanoveni ovlivnéno dal$imi slozkami biomatrice).*

Technika zpracovani biologického materialu je tim snazsi, ¢im vice je
material tekuty a slozkové jednoduchy. V tomto sméru vhodnost materialu
muzeme sefadit v nasledujicim pofadi: mozkomi$ni mok, slzy, pot, sliny, mo¢,
Zlug, plazma, sérum, krev, stolice. Nejzpracovavané&jSimi materialy jsou vSak
krev a jeji slozky a moc. Jejich vyhoda spocCiva hlavné zejména v relativné
snadném odbéru a také v tom, Ze ve vétsiné pfipadd se v nich mlize vyskytovat
hledana latka (na rozdil od napf. mozkomisniho moku, do néjz vétSina léCiv
pres hematoencefalickou bariéru viibec nepronika).*

Primé zpracovani vySetfovaného materialu je u fady metod mozné, avSak u
komplikovangjSich systému, jako napfiklad u krve je obtizné a v disledku rfady
interferenénich vliv( i malo spolehlivé. Casto proto musime pouZit rizné

izolaéni techniky.*

3.1 Krev

Krev tvofi nejslozitéjsi soustavu. Obsahuje jednak pevné slozky — krevni
buriky, a jednak plazmu a v ni rozpusténé latky — anorganickeé ionty, plazmatické
bilkoviny, xenobiotika a jejich metabolity.

Pevné slozky, krvinky, jsou soucasti intracelularniho systému, ktery se
nachazi v rovnovazném stavu s okolnim extracelularnim systémem. Pfi
zménach v okoli maze dojit k difuzi slozek intracelularniho obsahu krvinek do
extracelularniho systému (ionty, plyny apod.). PoruSenim membrany krvinek v
dusledku lyzy nebo ptyzy dochazi k totalnimu vyplaveni intracelularniho obsahu
(pfedevSim hemoglobinu, iontl, nékterych bilkovin a enzymu). Abychom
zabranili hemolyze, musime pfi zpracovani nativni krve pouzivat izotonické
fedici roztoky. Vliv mGze mit i teplota a mechanické poskozeni.

Velky daraz se klade na spravny odbér krve, protoze uz ten podmifiuje

spolehlivost a pouzitelnost analyzy.



Krev muzZeme odebirat z vény, kapilary nebo méné Casto z arterie. Dale ji

m(iZeme zpracovavat pro ziskani jejich derivatti — plazmy a séra.’

3.2 Krevni sérum

Krev se stanim srazi a déli se na krevni kola€ a sérum. Tento déj probiha asi
1 az 2 hodiny. Ve sklenénych nadobach dochazi ke srazeni rychleji, v
plastovych pomaleji. Srazeni Ize urychlit napfiklad ve zkumavce s kuliCkami
nebo se zdrsnénym vnitfnim povrchem.

Vysrazenou krev odstfedime, ¢imz dojde ke zfeteInému oddéleni séra od
krevniho kolace. Po té je nutno sérum odsat tak, aby nedoslo k opétovnému
promiseni s krevnim kolagem.*

Sérum byva CistSi nez plazma a neobsahuje plazmatické koagulaéni faktory.

3.3 Plazma

Krev ur€ena k pfipravé plazmy se odebira do nadobky s antikoagulacnim
¢inidlem (heparin, soli EDTA, citrat sodny). Pfidanim antikoagula¢nich
prostfedkl nedojde k pfeméné fibrinogenu na fibrin a tim ani ke vzniku krevniho
kolace. Plazma se snadnéji oddéli centrifugaci od krevnich elementl a
objemovy zisk vzorku je proti séru vétsi.

Pfi vlastni analyze si musime ovéfit, jestli antikoagulacni pfisady nebo jejich

kationty neinterferuji pfi dané reakci.

3.4 Mo¢

Pro monitorovani Iékove terapie Casto neni moc pfilis vhodna, ale ma velky
vyznam pro toxikologicky screening. Jeji velkou vyhodou je snadna dostupnost.
Hodné mulze vypovidat o metabolizmu xenobiotik.

Vétsina endogennich latek pfitomnych v modi je dobfe rozpustna ve vodé.
Léky, pokud nejsou vazany jako konjugaty, patfi zpravidla k méné polarnim
latkam a mohou byt snadno extrahovany organickymi rozpoustédly. Stejny stav
nastane i po hydrolyze polarnich lékovych konjugatu.

Velkym problémem pfi analyze modi je jeji objem, ktery se mize vyznamné
liSit v zavislosti od mnozstvi a zpisobu konzumace riiznych napoju a béznych
pFipravkl pUsobicich diureticky. Prakticky je proto obtizné z analyzy ¢asové

nekontrolované odebraného vzorku mocCi provadét kvantitativni pfepocet.



Mo¢& ma také variabilni pH, rovnéz zavislé na pfijmu potravy a Iéku. Z téchto

davod( se klade zvlastni daraz na sbér modi.t

3.5 Sliny

Vétsina IéCiv pfechazi difuzi do slin, kde je jejich hladina v urcité korelaci s
plazmatickou koncentraci pfedevSim nevazaného podilu. Pranik do slin je
znacné ovlivnén rozpustnosti a ionizovatelnosti |€Civa v krvi.

Hlavni pfednosti stanoveni latek ve slinach je snadna dostupnost a
jednoduchost ziskani materialu, na druhé strané Ize odebrat vzdy jen maly
objem. DalSi nevyhoda spociva v tom, Ze korelace mezi koncentraci v plazmé a
ve slinach byla prokazana jen u nékterych IéCiv a u nékterych byla naopak
vyvracena.

Pouzit sliny Ize pfi sledovani Iékovych hladin u déti, kde injekéni odbér maze
pusobit obtize, a u forenznich vySetfeni, kde okamzity odbér krve nebo modi
muze narazet na prekazky. Sliny by mohly mit své klady pfi Fadé orienta¢nich

vy$etfeni v bioanalytice 16k, ale jejich pouZiti dosud pfili$ roz&ifené neni.*

3.6 Mateiské miéko

Matefské mléko se stalo predmétem sledovani Iékovych hladin hlavné v
soucasné dobé, kdy se na kojeni klade velky diraz. Je proto nezbytné védét,
do jaké miry je které léCivou pfijimano pfi kojeni. Neméné dulezité je i stanoveni

podilu I&&iva volného a biologicky neaktivniho, které je vazané na bilkoviny.*

3.7 Pot
Vyuziti potu narazi na potize pfi odbéru materialu a kvantitativnim vyjadfeni

vysledka.!

3.8 Zaludeéni obsah
Zaludeéni obsah patfi mezi pomérné slozité systémy pro analyzu. Uplatnéni

nachazi ve forenzni toxikologii.



4. Uprava vzorku

Pro nékteré analytické metody je vhodné vzorek biologického materialu pfed
vlastni analyzou upravit. V HPLC tim muzeme napfiklad predejit poSkozeni
kolony nastfiknutim vzorku, ktery obsahuje pfilis velké Castice, také muzeme

vzorek precistit a zakoncentrovat vlastni analyt.

4.1 Deproteinace

Prvnim stupném zpracovani biologického vzorku pro dalSi analyticky postup
je odstranéni pfitomnych bilkovin, které mohou interferovat pfi vlastnim
stanoveni.

PFi deproteinaci musime pfihlédnout k tomu, Ze ¢ast daného IéCiva mlze byt
ve formé volné a ¢ast vazana na bilkoviny.

Deproteinace biologického materialu pro potfeby monitorovani Iékovych
hladin musi splfiovat nékolik podminek. Odstrani se vSechny proteiny, i o malé
molekulové hmotnosti, precipitat nesmi na svuj povrch adsorbovat sledované
|éCivo a deproteinacni Cinidlo nesmi pusobit na sledované |éCivo, ovliviiovat
dalSi pracovni postupy (extrakce apod.) a ani jinak ovliviiovat analytickou
vytéznost.

Odstranéni proteinu Ize provadét nékolika postupy, napfiklad precipitaci
srazecimi Cinidly, denaturaci pomoci enzymu nebo ultrafiltraci na membranach.

Precipitaci Ize provést solemi (siran amonny), kyselinami (kyselina
trichloroctova, metafosfore€na, chlorovodikova), slou¢eninami tézkych kovu
(siran zine€naty, hydroxid litny, wolframan sodny, chlorid rtutnaty, chlorid
hlinity), organickymi rozpoustédly (ethanol, acetonitril, methanol, aceton).

PFi pouziti ultrafiltrace na polopropustné membrané zlstava vazana slozka
|éCiva spolecné s proteiny na stejné strané membrany a membranou prosly
ultrafiltrat obsahuje jen volnou slozku. To, jak velké molekuly budou membranou

zadrzovany, zalezi na velikosti péri semipermeabilni membrany.*

4.2 Extrakce rozpoustédly

Extrakce mezi dvéma vzajemné nemisitelnymi kapalinami, tzv. liquid-liquid
extrakce (LLE) je velmi rozSifeny zplsob Upravy vzorku biomatrice. Biologické
vzorky — napf. krev a jeji derivaty, moc, byvaji na bazi vody a vétSina Iéku je
spiSe lipofilni povahy. Proto obvykle snadno pfechazeji do lipofilngjsiho



organického rozpoustédla.

Extrakéni proces zavisi na fyzikalné chemickych vlastnostech rozpoustédla,
pH vodné faze, vzajemném poméru fazi, zplsobu a dobé trvani extrakce a
zpusobu pfedchoziho zpracovani vzorku.

Pfi volbé rozpoustédla dbame na jiz zmifiovanou lipofilitu nebo hydrofilitu
analytu, a také na to, aby se rozpoustédlo co nejméné misilo s vodou a aby s ni
nereagovalo. Rozpoustédlo nesmi reagovat ani s extrahovanou latkou a
interferovat se zvolenym detek&nim systémem (aceton absorbuje v UV oblasti).
Pokud se ma extrakt odpafovat, coz je obvyklé, volime rozpoustédlo tékavéjsi.
Jako nejuniverzalng;jsi pro Siroké spektrum Iéku se jevi chloroform nebo
diethylether. Obé tato rozpoustédla maji vSak i své nevyhody (vybusnost,
jedovaté vypary) a nelze je proto jednoznacné preferovat. Pouzita extrakéni
Cinidla by méla byt samozfejmé co necistsi.

Upravou pH vodné faze dosahujeme vy$si selektivity extrakce. Obecné Ize
fici, Zze pfi niz8§im pH se méné disocijuji a tudiz 1épe extrahuiji latky kyselého
charakteru. Naopak pfi vy§Sim pH snaze prechazeji do extrakcniho Cinidla latky
bazické. Do organické faze totiz pfechazi latka v neionizované formé. Vhodné
pH |ze tudiz vypocitat z disociaCni konstanty latky pomoci Hendersonovy-
Hasselbachovy rovnice.

Spravné zvolenym pomérem vodné a organické faze zlepSujeme
extrahovatelnost latky a zpracovatelnost reakéni smési. VétsSim mnozstvim
organického rozpoustédla dosahneme vy3Siho vytéZzku extrakce. Zaroven se
snizuje moznost tvorby emulzi. Na druhé strané vétSi objem rozpoustédla
pfinasi nékdy problémy, jako je nizSi koncentrace extrahované latky v extraktu

Intenzita extrakce a doba tfepani musi byt natolik uc¢inna, aby pfechod latky
do rozpoustédla byl co nejuplnéjsi.

Pfedchozi zpracovani vzorku muze vyrazné ovlivnit vytéZek extrakce.
Predevsim pfi deproteinaci mize pUsobit nepfiznivé zména pH vodné faze
vlivem deproteinacniho €inidla. Extrahovana latka se také mize adsorbovat na
precipitované proteiny. Na druhé strané vhodny zpUsob deproteinace zvysi

vytéZnost procesu u téch latek, které maji vy$si vazbu bilkoviny.*



4.3 Extrakce pevnymi fazemi

Takzvana solid phase extraction (SPE) je v sou€asnosti €astéji pouzivana
alternativa k LLE. Jejimi vyhodami jsou rychlé a snadné provedeni, mala
spotreba rozpoustédel a také mensSi zatéz pro Zivotni prostredi, protoze se pfi
této metodé nepouzivaji organicka rozpoustédla s jedovatymi vypary a nevznika
napf. chlorovany odpad. DalSi vyhodou je pfedcisténi analyzovaného vzorku a
moznost automatizace.

V podstaté jde o rizné modifikace sloupcové nebo tenkovrstvé
chromatografie. Porézni sorbent mize mit rizné fyzikalné chemické vlastnosti.
K polarnim sorbentlim patfi oxid hlinity, oxidy hof¢iku, silikagel, kfemelina.
pouziti maji sorbenty s modifikovanymi fazemi, jako nepolarni C-18 (oktadecyl)

nebo C-8 (oktyl).!

4.4 Moderni modifikace extrakénich metod

V soucasnosti se rozviji nove extrakéni metody, které sice v principu
vychazeji z téch klasickych, ale maiji oproti nim nékteré vyhody.

Jednou takovou metodou je superkriticka fluidni extrakce, coz je modifikace
LLE, pfi niZ se jako rozpoustédlo pouziva odolny plyn uvedeny do
superkritického stavu. Tato metoda je pouzitelna pouze pro latky snasejici
extrémni podminky (25 — 200 °C, 7 — 60 MPa). Jeji vyhodou je vysoka uc€innost
a mala spotfeba rozpoustédel.

Modifikaci SPE je metoda molecular inprinting polymers (MIP), pfi nizZ si

vytvafime specialni kolonu selektivné zachycujici analyt.?

4.5 SPME (Solid phase microextraction)

SPME vznikla na po¢atku devadesatych let. Jedna se extrakci na pevnych
fazich, ktera vyuziva vlakno z tavenného kiemene obalené stacionatni fazi, na
kterou se adsorbuje analyt, nebo kolonku z taveného kiemene.

Rozeznavame dvé techniky extrakce analytu, pfi pouziti prvni, tzv.
Headspace SPME, je vlakno vystaveno param rozpoustédla, pfi pouziti druhé,
direct immersion SPME, je vlakno pfimo omyvano kapalnym vzorkem.
Vyhodami SPME je relativni jednoduchost, nizka cena, rychlé zakoncentrovani

a rychla extrakce analytu ve srovnani s jinymi extrak¢nimi metodami. Kromé



toho ji Ize pfimo napojit na HPLC a proces zautomatizovat. Pouziti této techniky
pro HPLC je limitovano Spatnou stabilitou vlaken v nékterych organickych
rozpoustédlech.

Dulezité je zvolit viakno ze spravného materialu v zavislosti na chemické
povaze analytu.

Existuji dva zplsoby vymyvani adsorbovaného analytu, jejich pouzti zavisi
na interakci mezi analytem a vlaknem. Pokud je analyt navazan slabé, mizeme
pouzit dynamickou desorpci, pfi niz je analyt vymyt proudem mobilni faze.
Pokud je vSak analyt navazan silné, je vhodnéjsi pouzit statickou desorpci, pfi

niz je po urdity éas maceno v rozpoustédle.®



5. Instrumentace v HPLC

Prvni popisy zafizeni pro vysokoucinnou kapalinovou kolonovou
chromatografii se datuji z roku 1967. Principy a moznosti kolonové
chromatografie byly znamy jiz dfive, ale teprve moderni instrumentace umoznila
podstatny rozvoj této chromatografické discipliny. Kdyz bylo dosazeno
reprodukovatelnym prutokd mobilni faze prochazejici kolonou i pod tlakem
nékolika desitek MPa a kdyz byly vyvinuty citlivé detektory s vnitfnim objemem
prutokové cely mensim nez 10 nebo 15 ul a pfipraveny naplné kolon
s definovanymi vlastnostmi a velmi malymi rozméry Castecek, bylo teprve
mozné mluvit o vysokorychlostni ¢i vysokoucinné kapalinové chromatografii,
nebot pravé uvedené parametry jsou pro existenci a rozvoj této metody

limitujici.>

5.1 Zakladni ¢asti kapalinového chromatografu

Kapalinovy chromatograf se sklada z ¢asti, které zabezpecuji transport
mobilni faze, davkovani vzorku,separaci latek a jejich detekci.

Blokové schéma moderniho kapalinového chromatografu muze mit fadu
obmén, v zasadé vSak musi byt zachovano urcité poradi zakladnich elementu,
coz jsou zasobniky mobilni faze, vysokotlaké Cerpadlo, zafizeni pro davkovani
vzorku, kolona, detektor a zapisovaci zafizeni (v dnesni dobé obvykle pocitac.

Mobilni faze je (pfi izokratické eluci) vedena bud z jednoho ze zasobnikd do
vysokotlakého €erpadla, anebo (pfi gradientové eluci) se pfivadéné proudy
z vice zasobnikd misi podle programu ve sméSovaci zafazeném pred nebo za
Cerpadlem. Podle druhu €erpadla (jez muze byt pulsni nebo bezpulsni) je
zafazen do toku mobilni faze tlumi¢ tlakovych razu, z néhoz je mobilni faze
vedena pfes zafizeni pro davkovani vzorku do chromatografické kolony. Kolona
je spojena primo s detektorem, z néhoz muze byt vystup do sbérace frakci.

Z detektoru jde signal do zapisovaciho zarizeni nebo pocitaCe.

Vliv mrtvych prostord musi byt omezen na minimum, protozZe jinak dochazi
k rozSifovani elu¢nich kfivek nad unosnou miru, ¢imz zanikaji vyhody
vysokotlakych kolon. Proto se i spoje mezi nastfikovym zafizenim a kolonou a

mezi detektorem a kolonou konstruuji tak, aby mrtvé objemy byly co nejmensi.?



6. Detektory v HPLC

Vyhodnocovani vysledkd déleni smési latek v kolonach muze probihat
analyzou jednotlivych frakci. | kdyz nam tento zpasob mize poskytnout jinak
nedostupné specifické informace, je relativné pomaly a pouziva se jen ve
vyjimecnych pfipadech, ne pfi b&zném monitorovani I&Civ.
detektorl vyvolavajicich elektricky signal, jehoz intenzita je umérna koncentraci
sledované latky v roztoku. Detektor sleduje pomoci vhodného snimace
nékterou z vlastnosti eluatu, signal se zesili a pfivede do zapisovacCe, ktery
poskytuje zaznam zavislosti intenzity daného signalu na ¢ase. Timto zpusobem
Ize ziskat i kvantitativni informace.

K detekci latek Ize u kapalinové chromatografie vyuzit vSechny vlastnosti

sledovanych latek, kterymi se li$i od vlastni mobilni faze.>*

6.1 Déleni detektoru

Detektory pouzivané v HPLC muzeme rozdélit podle nékolika kritérii.

Podle selektivity rozliSujeme detektory univerzalni a selektivni, které se liSi
svym pouzitim podle toho, jestli chceme stanovovat jen urcitou latku, nebo fadu
latek s riiznou chemickou strukturou vedle sebe.’

K selektivnim typlim detekce nalezi spektrofotometre v ultrafialové, viditelné
i infraCervené oblasti. Druha skupina zahrnuje neselektivni detektory zalozené
na méfeni indexu lomu, elektrolytické vodivosti nebo relativni permitivity.*

Rozdéleni detektorl na diferencialni a integralni nema prakticky vyznam
ponévadz prevazna vétSina komeréné dodavanych detektord poskytuje
diferencialni zaznam, z néhoz se Iépe urcuji reten¢ni charakteristiky, a
soucasné elektronicky integrator poskytuje integralni udaje nutné ke
kvantitativnimu vyhodnocovani chromatograma.®

Naopak z praxe vychazi déleni na destruk¢ni a nedestrukcni detektory. U
destruk&nich detektort se chromatografovana latka rozlozi (napf. spali) a nelze
ji izolovat, kdezto nedestrukéni detektory umozniuji jimani jednotlivych frakci
nebo dal$i analyzu pomoci jiného detektoru. V sestavé nékolika detektor( tedy
fadime destruk&ni detektor vzdy nakonec. Pfikladem destrukéniho detekce je v
sougasnosti oblibena hmotnostni spektrometrie.*

Dale se detektory rozdéluji podle okamzité odezvy, ktera je bud zavisla na



rychlosti pfivodu mobilni faze se separovanou slozkou do detektoru
(koncentraCni typ), nebo nezavisi na rychlosti ani zméné toku mobilni faze
(hmotnostni typ).?

NejCastéjSim kritériem, podle néhoz se detektory déli do skupin, jsou méfené
veliCiny.

Mezi detektory vyuzivajici optické metody patfi tfreba refraktometricky,
pracujici na zakladé méreni indexu lomu, spektrofotometricky, pracujici na
zakladé méreni absorpce zafeni v ultrafialové, viditelné nebo infratervené
oblasti nebo fluorimetricky, pracujici na zakladé méfeni fluorescence.

Mezi detektory vyuzivajici elektroanalytické metody fadime detektory
polarografické, potenciometrické nebo konduktometrické.

Na zakladé méreni radioaktivity pracuje detektor radiometricky.

DalSi vyuzivané veli¢iny mohou byt napfiklad sorpéni teplo (mikroadsorpéni
detektor), ionizacni proud (transportni plamenoioniza¢ni detektor).

K detekci se vyuziva i fada dalSich instrumentalnich technik, napf. spojeni
kapalinové chromatografie s atomovym absorpénim spektrometrem nebo
spojeni s hmotnostnim spektrometrem.®

V posledni dobé se ujalo délit detektory na dvojrozmérné a trojrozmérné.
Vystupem z trojrozmérného detektoru je bézny chromatogram, tedy graf
zavislosti velikosti odezvy na retenénim ¢ase nebo objemu. Graf, ktery je
vystupem z trojrozmérného detektoru ma navic treti osu odrazejici dalsi veli€inu
(napf. vinovou délku u spektrofotometrického detektoru vyuzivajiciho diodove

pole).

6.2 Pozadavky na detektory
Na dobry detektor vhodny pro HPLC se kladou zejména tyto pozadavky:
-dostatecné velky pomér mezi Sumem a méfenou hodnotou
-vysoka citlivost
-maly mimokolonovy pfispévek k rozSifovani elunich zon
-mala citlivost ke zménam pritoku a tlaku

‘moznost uzit gradientovou eluci®*



Linearita odezvy

linearita odezvy detektoru znamena pfimou umérnost hodnot odezvy
detektoru v zavislosti na koncentraci separované slozky.
Jako oblast linearity oznacujeme interval, v némz odchylka od linearity

nepresahuje 2 — 3 %.%*

Citlivost

citlivosti detektoru se rozumi velikost zmény odezvy na zménu koncentrace
sledované latky.

Citlivost souvisi s detekéni mezi, coz je minimalni detekovatelné mnozstvi
latky. Je dano nejmensim mnozstvim latky, které detektor prokazatelné
zaznamena, presnegji feCeno, u néhoz se signal rovna alespor dvojnasobné

hodnoté dumu detektoru.>*

Citlivost ke zménam

Dulezitym parametrem. Ktery sledujeme zejména pfi kvantitativnim

vyhodnocovani chromatogram, je reprodukovatelnost odezvy detektoru.*

Mimokolonovy prispévek k rozSifovani eluénich zén

Aby nedoslo ke zbyte€nému rozsSifovani eluénich zén a tim k rozmyvani
chromatografickych pikl, u vdech detektort se pozaduje, aby mrtvy objem mezi
koncem kolony a pratokovou celou byl co nejmensi a aby byl co nejmenSi i
objem detekéni cely. Zde je potfeba zvolit kompromis mezi citlivosti pfistroje,
ktera s rostoucim objemem detektoru stoupa, a rozliSenim, které naopak

klesa.>*

6.3 Refraktometricka detekce

V kolonové chromatografii se uz desitky let vyuziva detekce na zakladé
méreni indexu lomu eluatu. Pokud jako detektor pouzijeme diferencialni
refraktometr, méfime celkovy index lomu analyzované latky i rozpous$tédia.
Rozdil mezi indexem lomu analytu a mobilni faze by mél tudiz byt co nejvétsi,
jinak je zaporné ovlivnéna citlivost detektoru.®

Hlavni vyhodou refraktometrického detektoru je jeho univerzalnost, Ize jej



tedy pouzit i napfiklad pokud stanovovana latka neabsorbuje v UV spektru.
Naopak nevyhodou je pomérné nizka citlivost (o dva az tfi rady mensi nez u UV
detektoru) a velké ovlivnéni teplotou (tolerance 0,001 °C), vychazejici ze
zavislosti indexu lomu na teploté, a také to, Ze nelze pouzit gradientovou eluci.
Mé&fici cela refraktometru proto musi byt zasazena do termostatu.®*

Rozeznavame dva konstrukéni principy refraktometrickych detektord. Jednim
je Fresnellv typ refraktometru, ktery pracuje na principu Fresnelova zakona.
Méfime jim svétlo odrazené na rozhrani sklo-kapalina v zavislosti na uhlu
dopadu a indexu lomu. Svétlo prochazi stejnym zpusobem mérnou i referen¢ni
celou a rozdil zafeni dopadajiciho na dva fotoelektrické ¢lanky z obou cel udava
koncentraci slozek. Objem méficich cel se mize pohybovat od 4 do 10 pl. Mez
detekce je asi 4.107 jednotek indexu lomu, coZ by mélo umozfiovat detekci
latek pfitomnych v koncentraci 5 ug/ml. Tento typ je o néco méné citlivy nez
vychylkovy detektor.®*

U druhého typu, vychylkového refraktometru, se paprsek vychazejici z
pfistroje odrazi na polopropustném zrcadle ve sméru méfici cely. Mérna a
referen¢ni cela jsou vedle sebe, oddéleny tenkou desti¢kou z kfemenného skla.
Obé cely jsou opatfeny pfitokem a odtokem mobilni faze. Po prichodu obéma
celami se paprsek odrazi stejnou cestou zpét, coz znamena, Ze se opét lomi.
Po prachodu polopropustnym zrcadlem se odrazi na hrané zrcadlového hranolu
do dvou sparovanych fotoc¢lankt. Pomoci sklenéné desti¢ky se nastavi nula tak,
aby pfi stejném sloZeni kapaliny v mérné i srovnavaci cela dopadal na oba
Clanky stejny zafivy tok. Pfitomnost analytu v mérné cele se projevi vychylkou
paprsku dopadajiciho na zrcadlovy hranol a tedy nestejnému osvétleni ¢lanku.
Citlivost tohoto detektoru je asi o fad vy$si neZ detektoru Fresnelova typu.?

Refraktometricka detekce ma ve vysokoucinné kapalinové chromatografii
spiSe historicky vyznam, i v sou€asnosti ji vSak Ize pouzit pro stanoveni
koncentrace nékterych 1€kl v biologickych materialech. Pfikladem muaze byt
stanoveni treosulfanu v plazmé a moci. Treosulfan se podava ve velkych

davkach, nevadi tudiz nizSi citlivost detektoru.®



6.4 Spektrofotometricka detekce

6.4.1 UV-VIS detektory

Spektrofotometricky detektor je asi nejpouzivanéjsi v HPLC anyze léCiv v
biologickém materialu a v kapalinové chromatografii obecné. Existuji detektory
pracujici v ultrafialové, viditelné i infraCervené oblasti spektra. NejCastéji se
pouziva UV detektor, pro barevné latky Ize pouzit analogicky zpusob detekce
vyuzivajici absorpci viditeIného svétla. Lze je pouzit, protoze vétSina
rozpoustédel Casto pouzivanych jako mobilni faze v kapalinové chromatografii
zareni v téchto vinovych délkach neabsorbuje a neruséi tak signal analytu.®

Spektrofotometrické metody se vyznacuiji relativné velkou selektivitou a
citlivosti, navic na né nemaji pfilis velky vliv zmény teploty a rychlosti toku
mobilni faze. Vzhledem k tomu, Ze mame k dispozici celou fadu
neabsorbujicich rozpoustédel rizné polarity, velmi dobfe se hodi i pro
gradientovou eluci. Jejich dalSi vyhodou je, Ze jejich pofizovaci cena neni v
sougasnosti ve srovnani s jinymi typy detektortl pfili§ vysoka.®*

Fotometrické detektory pracuji na principu méfeni absorbance zareni o urcité
vinové délce pfi prichodu zény obsahuijici analyt pritokovou mérnou celou.
Existuji jednodus$si detektory s fixni vinovou délkou napfiklad 214, 254 nebo
detektory s proménnou vinovou délkou, nastavitelnou pomoci optického filtru
(nékolik riznych vinovych délek) nebo pomoci monochromatoru (jakakoliv
vinova délka v UV-VIS oblasti). Vyhoda téch druhych spo€iva v moznosti
nastaveni takové vinové délky, v niZ stanovovana latka maximainé absorbuje.*”’

Rozeznavame dvoupaprskoveé pfistroje, u nichz je svételny tok rozstépen
polopropustnym zrcadlem na dva. Jeden prochazi referenéni kyvetou a druhy
mérnou celou s analytem. Svétlo, které projde kyvetami je zachyceno
fotoc¢lanky a signal z nich je veden do Izesilovace. Timto zpusobem lIze zvysSit
citlivost detekce a vylougit vliv nékterych rozpoustédel.*

PFi konstrukci pratokovych cel je tfeba dojit ke kompromisu mezi citlivosti a
rozliSenim pfistroje. Citlivost roste s rostoucim objemem cely a také s délkou
optické drahy prochazejiciho paprsku zafreni, pfi velkém mimokolonovém
objemu ovSem dochazi k rozmyvani pikl a zhorSuje se rozliSeni. Objem
prutokovych cel pro fotometrické detektory proto obvykle nepfesahuje 10 ul a
jejich délka byva kolem 10 mm. Problém s délkou drahy paprsku je mozno fesit



napfiklad konstrukci cely tvaru Z. Pfi délce optické drahy 10 mm Ize dokazat 10
8 _ 10™2 g latky. Eluéni zéna, ktera obsahuje analyzovanou slozku vychazejici z
kolony nema mit vétsi objem nez 1000 pl. V kazdém pfipadé plati, Ze mrtvy
objem mezi koncem kolony a prutokovou celou by mél byt co nejmensi, na coz
je treba brat zfetel i pfi Fazeni vice detektort za sebe.®*

Aby latka absorbovala zafeni ve vinovych délkach odpovidajicim UV nebo
viditelné oblasti spektra, musi jeji molekula obsahovat charakteristickou skupinu
atomu — chromofor. Chromofor Ize do latky vnést dodate¢né derivatizaci, tedy
reakci s derivatizacnim ¢inidlem, ktera maze prob&hnout pfi zpracovani vzorku
pfed nastfikem na kolonu nebo on column. Diky tomu muzeme UV detektor
pouzit pfi stanoveni vétSiny 1éka.

Kromé bézné pouzivanych monochromatickych spektrofotometrickych
detektoru existuji i tfi dimenzionalni spektrofotometrické detektory, které snimaiji
absorbanci v celém spektru. Vystupem je potom trojrozmérny graf, na jehoz
tfeti osu (kromé retenéniho Casu a absorbance) se vynasi vinova délka. Tyto
detektory jsou mnohem méné selektivni nez klasické monochromaticke.
Kvalitativni informaci o analytu nam zde poskytuje kromé reten¢niho ¢asu jesté
absorpc¢ni spektrum latky.Jedna se o UV-VIS detektory vyuzivajici diodového
pole (photodiode-array, PDA) a rychle skenujici UV-VIS detektory (high-speed
scanning UV-VIS detector).?

PDA detektor obsahuje kromé zdroje svétla (deuteriova lampa pro UV
spektrum a wolframova lampa pro viditelné svétlo) disperzni zafizeni. Paprsek
obsahujici vSechny vinové délky prochazi vzorkem a kazda vinova délka se
absorbuje v zavislosti na analytu. Zeslabené zareni prochazi pres holografickou
mrizku a dopada na diodové pole. Kazda fotodioda registruje jen zareni o urcité
vinové délce.?

Rychle skenujici detektor postupné vrha vSechny vinové délky na jednu
fotodiodu.?

Jen od zacatku roku 2008 byla publikovana fada praci, v nichz se vyuziva
HPLC s UV detekci k monitorovani hladin 1€kl v biologickych materialech. Lze ji
pouzit napfiklad ke kvantitativni analyze daptomycinu, nového cyklického
lipopeptidového antibiotika, v lidské plazmé. Vzorek byl upraven pouze
deproteinaci a byla pouzita vinova délka 224 nm.® Z antibiotik Ize fotometrickou
detekci pouzit také pfi monitorovani plazmatickych hladin B-laktam, konkrétné



tfeba cefepimu, ceftazidimu, cefuroximu, meropenemu, piperacilinu,
detekovatelnych mezi 200 a 400 nm.? Jina studie uvadi stanoveni imipenemu,
meropenemu a ertapenemu (vSechno karbapenemy, fadime tedy mezi 3-
laktamy) pfi 298 nm s vyuzitim gradientové eluce.*® Balofloxacin v plazmé Ize
stanovit kapalinovou chromatografii s UV detekei pfi 295 nm.™*

Dalsi publikované pouziti je stanoveni antiepileptika nové generace
levetiracetamu v deproteinované plazmé pfi 205 nm.*? Jiné antiepileptikum,
lamotrigin, bylo stanoveno spoleéné s primidonem, fenobarbitalem, fenytoinem,
karbamazepinem a dvéma aktivnimi metabolity 2-fenyl-2-ethylmalonamidem
(PEMA) a 10,11-dihydro-10,11-epoxykarbamazepinem pfi 220 nm.*?
Kvantitativni analyzu lamotriginu v pIné krvi Ize provést pomoci on line SPE
extrakce a analyt detekovat p¥i 260 nm.**

V Ciné vypracovali metodu stanoveni antipsychotik amitryptilinu,
clomipraminu a thioridazinu v mogi pomoci HPLC s UV detekci pfi 238 nm.™
Nové antipsychotikum stanovitelné pomoci kapalinové chromatografie s
fotometrickou detekci je aripiprazol.®

Diazepam a jeho hlavni metabolit N-desmethyldiazepam Ize stanovit
napfiklad rychlou metodou SPE extrakce a naslednou HPLC analyzou s UV
detekci. Detekéni mez se pohybuje kolem 1 pg/l." Jina studie hovoti o
stanoveni benzodiazepint v plamé po SPE extrakci a s detekci pfi 220 nm.*®

Plazmatickou hladinu antidepresiva trazodonu a jeho hlavniho metabolitu 3-
(1-chlorfenyl)piperazinu je mozné monitorovat za uziti UV detektoru pfi 255
nm.*

Spektrofotometricky detektor Ize pouzit také pfi HPLC analyze nesteroidnich
antirevmatik flurbiprofenu a ketoprofenu v plazmé. Jedna se o chiralni analyzu
za pouziti predkolonové derivatizace.?°

UV detekci je mozné detekovat i analgetika tramadol a paracetamol.?*

Rovnéz oseltamivir-karboxylovou kyselinu, ktera je u¢innou slozkou Iéku
proti chfipce, v lidském séru, Ize stanovit pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie s UV detekci. Analyt byl extrahovan na SPE kolonce a
detekovan pfi 215 nm.?

DalSim |éCivem, které je mozné stanovit v plazmé pomoci HPLC s UV
detekci je amilorid.*

V Egypté byla dokonce vyvinuta metoda stanoveni metronidazolu a



spiramycinu ve svalech ryb, zaloZzena na kapalinové chromatografii s UV

detekci.?*

6.4.2 InfraCervené detektory

Pfi vyuziti infraCervené Casti spektra nastava uplné jina situace, protoze v
této oblasti absorbuje vétSina rozpoustédel. Lze ovSem snimat spektrum v
celém rozsahu a vyuzit ho k identifikaci jednotlivych eluovanych zon. Tento typ
detekce je relativné malo citlivy.?

Ve vétsi mife Ize infraCervenou spektrofotometrii pouzit ke studiu vodnych
roztokU. Pfi pouZiti techniky, ktera proméfuje celé spektrum mizeme nékdy
pfimo identifikovat neznamou latku.*

Pro monitorovani hladin Iékl v biologickych materialech neni tedy
infraCervena spektrofotometrie pfili§ vhodna, pouziva se v kontrole Cistoty
lékovych pfipravku jako jeden z moznych zpUsobu identifikace neznamé
znecistujici latky. Toto vyuZiti se v sou€asnosti v publikovanych ¢lancich
objevuije tfeba jako identifikace negistot v solich klindamycinu (antibiotikum)®,
lékovych formach olanzapinu?®, hydrobromidu citalopramu?’, lopinaviru, coZ je
inhibitor HIV proteazy?®, bicalutamidu, légiva uZivaného v terapii rakoviny

prostaty.?

6.5 Fluorescenéni detekce

Dostate€nou citlivost pro zachyceni léCiva v biologickém materialu v jeho
terapeutické koncentraci maji Casto detektory vyuzivajici luminiscenci latek.

O luminiscenci mluvime, kdyz je latka schopna po predchozi absorpci
energie emitovat zareni o energii o néco nizsi. Pokud emitované zareni vzniklo
z chemické energie pfi urCité chemické reakci, proces se nazyva
chemiluminiscence. Pokud je budici energie absorbovana z primarniho zareni,
hovofime o fotoluminiscenci. Sekundarni (emitované) zafeni ma nizsi energii a
tedy vétsi vinovou délku nez zarni primarni. Rozeznavame fluorescenci, coz je
emise sekundarniho zareni po dobu 10 — 10 sekundy, a fosforescenci, coz je
emise sekundarniho zafeni trvajici 102 sekundy aZ né&kolik dnd. Slougeniny,
které jsou schopny fluoreskovat (obsahuji skupinu atomd zvanou luminofor) Ize
tedy detekovat fluorescenénimi detektory. Spodni mez detekce miize byt az 107

g/ml. Léciva s pfirozenou fluorescenci Ize pomoci fluorimetrie detekovat pfi



mnohem nizSich koncentracich, nez je potfeba ke spektrofotometrické detekci.
Fluorimetrie byla jednou z prvnich metod umozriujicich monitorovani
terapeutické koncentrace lékd.*’

Fluorescenéni, nebo téz fluorimetricky detektor je velmi selektivni. PFilis
nezavisi na kolisani teploty a vyznacuje se dobrou linearitou. Z téchto davodu
patfi v souasnosti mezi velmi &asto pouzivané detektory.’

Eluovana latka prochazi prutokovou celou detektoru, absorbuje UV zafeni ze
zdroje a emituje sekundarni zafeni, které dopada na fotonasobi¢ a méni se na
elektricky signal. NasobiCem by mélo byt zachyceno co nejvétsSi mnozstvi
emitovaného zareni, ale pfi tom by €idlo mélo byt chranéno pfed primarni
zafenim. Toho mazeme docilit napfiklad vhodnou kombinaci filtr( a také tim, ze
sekundarni zafeni snimame ve sméru kolmém na smér primarniho.>

Existuji rzné konfiguracni typy fluorimetrickych detektort. Jeden z moznych
systémd je, Ze je excitani i emisni ¢ast osazena filtry. Ve druhém typu jsou v
excitacni i emisni ¢asti pouzity monochromatory a ve tfetim typu je excitacni
¢ast tvofena monochromatorem a emisni osazena filtry. V HPLC se dosahne
kompromisu mezi selektivitou a citlivosti, kdyz se pouzije treti typ detektoru.
Kombinace dvou monochromatorl umozniuje proméfeni celého emisniho i
excitacniho spektra. Zdroje svétla Ize pouzit zinkové, rtutové nebo kadmiove,
které produkuji zafeni o uzkém rozmezi vinovych délek, anebo xenonové a
deuteriové vybojky a wolframové zarovky, vyzatujici Siroké spektrum. Volba
vhodného zdroje zafeni a nastaveni optimalni excitacni i emisni vinové délky je
pro fluorescenéni detekci kligova.’

Moderni modifikace fluorescencnich detektorl jsou tzv. LIF (laser-induced
fluorescence), kde se jako budici zafeni pouziva laserovy paprsek.

Pro stanoveni I&Civ, jejichz terapeuticka koncentrace lezi mimo detekéni
rozmezi spektrofotometrické detekce, avSak nemaji ve své molekule luminofor
je vhodné pouzit derivatizaci, ktera povede ke spojeni s fluorescenéni latkou.
Derivatizace muze byt pfedkolonova nebo postkolonova. Pfi pouZiti
predkolonové derivatizace mohou vzniknout arteficialni derivatiza¢ni produkty,
rusici chromatograficky zaznam.U postkolonové derivatizace je méné
ovliviiovana hodnota fluorescence pozadi. Uzivané postkolonové reaktory
pracuji na principu pratokovych zafizeni. K potizim maze dojit, pokud je
potfebné reakeni Cinidlo nekompatibilni s nejvhodnéjsi mobilni fazi. Obvykle



nemuzeme pouzit gradientovou eluci, protoze sloZeni mobilni faze ma vliv na
reakcni kinetiku derivatizaCni reakce. Vhodnym reaktorem pro postkolonovou
derivatizaci muze byt fotolyticky reaktor, pracujici s latkami, které u€inkem
svétla pfechazeji ve fluorescencni (napf. transformace cannabinolu na
fenantren). Pro ostatni derivatizace Ize pouzit fadu derivatizacnich Cinidel.
Napfiklad dansylchlorid se vyuziva k reakci se sekundarnimi aminy a
aromatickymi a heterocyklickymi jadry, coz slouzi napf. k detekci barbiturata.
Dealkylaéni reakce s 2-naftyl-chloroformatem umozriuje detekci latek s terciarni
aminoskupinou. Esterifikani reakce s fenacylem nebo naftacylem se pouziva k

derivatizaci karboxylovych skupin.’

V soucasnosti je publikovana fada ¢lankd hovofici o vyuziti fluorescenéni
detekce v HPLC stanoveni koncentraci Iéku v biologickych materialech. Jednim
z nich je tfeba stereoselektivni analyza carvedilolu, antagonisty 31, B2 a a;
adrenergnich receptoru, v plazmé a moci po chiralni derivatizaci. Byl pouzit
fluorescencni detektor nastaveny na excitacni vinovou délku 285 nm a emisni
vinovou délku 680 nm. Kvantifikacni limity byly 0,25 ng/ml pro S-carvedilol v
plazmé a 05.ng/ml pro R-carvedilol v plazmé a oba enantiomery v moé&i.*

DalS$i publikované pouziti HPLC s fluorescencni detekci je stanoveni
doxorubicinu v jadrech nadorovych bunék.3 Jiné Iégivo uZivané v terapii nadort
detekovatelné pomoci fluorescenéniho detektoru je CZ48 a jeho aktivni
metabolit, coz je inhibitor topoizomeraz uc€inkujici proti fadé zhoubnych nadord.
Byla vypracovana HPLC metoda jeho stanoveni v mysi plazmé. Excitacni a
emisni vinova délka detekce byla 380 a 418 nm.*?

Fluorescenc¢né Ize detekovat i heparin a heparansulfat,

dale napfriklad
vitamin K; v plazmé.**

RP-HPLC s fluorescencni detekci byla pouZita pro zjisténi intracelularni
koncentrace emodinu v lidskych intestinalnich Caco-2 burikach (studie vlivu
antrachinontl na vstfebavani emodinu)?®.

Jiné popsané pouziti kapalinové chromatografie s fluorescenénim
detektorem je stanoveni mofetil mycofenolatu, IéCiva podavaného pacientliim se
systémovym lupus erythematosus. Protoze farmakokinetika Iéku u téchto
pacient(i miZze byt odli§na od zdravych, je nutné terapeutické monitorovani.

HPLC metoda s fluorescencni detekci pfi 299 nm (excitacni vinova délka) a



396 nm (emisni vinova délka) s dolnim limitem kvantifikace 2,5 ng/ml byla
vyvinuta pro stanoveni inhibitoru HIV integrazy, raltegraviru, v plazmé.*’

Pomoci fluorescencni detekce Ize dale sledovat plazmatické hladiny 1é€Civ
uzivanych v lécbé kardiovaskularnich onemocnéni. Takova IéCiva, stanovitelna
vedle sebe, jsou napfiklad chlortalidon, valsartan a fluvastatin. Obdobné Ize k
jejich stanoveni pouzit i UV detekci.®®

Stejné jako UV detektor i fluorescencni detektor se pouziva pfi
chromatografickém stanoveni plazmatickych koncentraci nékterych antibiotik.
Patfi mezi né Sirokospektré antibiotikum ofloxacin, které Ize detekovat pfi
excitaéni vinové délce 532 nm a emisni 533 nm.* Sirokospektré antimykotikum
vorikonazol Ize za pouZiti HPLC s fluorescencni detekci stanovit v plazmé a ve
slinach pfi excitaéni a emisni vinové délce 254 a 372 nm.*°

Bylo popsano i stanoveni H, antagonisty ranitidinu v krali€i plazmé pomoci

kapalinové chromatografie s fluorescenéni detekci.*

6.6 Chemiluminiscenéni detekce

Pro potfeby stanoveni nizkych koncentraci |€Civ v télnich tekutinach Ize
vyuzit i fosforescenci a chemiluminiscenci. Hlavni potiz spocCivala v ziskani
fosforescence pfi pokojoveé teploté, existuji vSak postupy, které tento problém
Fesi.’

Vzhledem k potfebé stale citlivéjSich, ale pfitom relativné levnych detektoru,
vzrusta dulezitost chemiluminiscencni detekce ve forenzni, farmaceutické a
biomedicinské analyze.

Jako jedna z nejefektivnéjSich metod pro stanoveni velmi malych mnozstvi
analytl se ukazala peroxyoxalatova chemiluminiscence. V peroxyoxalatovém
chemiluminiscenénim systému reaguji oxalaty nebo oxamidy s peroxidem
vodiku za pFitomnosti luminoforu a emituji zafeni.** Za pouziti tohoto systému
byla vypracovana metoda kvantitativni analyzy doxorubicinu a jeho metabolitu
doxorubicinolu v krysi plazmé. Metoda je zaloZena na fotosenzitivni reakci, pfi
niz vznika peroxid vodiku. Ten byl detekovan po smiseni s aryloxalatem.*®

Chemiluminiscenéni metoda byla vypracovana napfiklad pro stanoveni
amidaronu a desetylamidaronu v séru. Metoda je zaloZzena na postkolonové
fotolyze analytd na produkty, které jsou aktivni v tris(2,2-bipyridyl)ruthenium(lll)
[Ru(bpy)s**] chemiluminiscen&nim systému. Detek&ni limity analytd v séru byly



0,02 a 0,11 pg/ml.*

S komplexem tris(2,2-bipyridyl)ruthenium(ll) reaguje chemiluminiscenci
atypické antipsychotikum quetiapin. Lze jej tedy stanovit za pouziti HPLC s
chemiluminiscenéni detekci v mogi a séru.*

Pro antibiotikum ofloxacin Ize pouzit chemiluminiscen¢ni detekci na zakladé
jeho schopnosti emitovat zafeni v prostfedi dusichanu sodného po zavedeni
stalého elektrického proudu. Diky tomu mohla byt vyvinuta metoda stanoveni
ofloxacinu v séru pomoci HPLC s pfimou chemiluminiscenéni detekci.*®

Pro detekci nékterych |€Civ se také Casto pouziva fluorescencni a
chemiluminiscenéni zna¢eni molekuly. Dllezitym krokem je v téchto pfipadech
volba vhodného reakéniho &inidla. Zadouci vlastnosti maji benzodiazolové
derivaty, protoze samotné Cinidlo nevykazuje fluorescenci a znatena molekula
pak silné fluoreskuje. 4-(N,Ndimethylaminosulfonyl)-7-fluoro-2,1,3-
benzoxadiazole reaguje s aminokyselinami a biogennimi aminy. Produkty jsou

citlivé detekovatelné peroxyoxalatovym chemiluminiscenénim systémem.*

6.7 Elektrochemicka detekce

Elektrochemické detektory Zivané ve spojeni s kapalinovou chromatografii
jsou prutokové detektory, které méFi mnozstvi protékajicich naboju bud na
principu zmény vodivosti nebo zmé&ny naboje.’

Elektrochemické principy Ize vyuzit ke kvantitativni i kvalitativni detekci rady
latek, i v malych koncentracich 10 az 10™*° mol/l.?

Nevyhodou omezujici pouziti elektrochemickych detektort pro terapeutické
monitorovani Iéku je horsi stabilita elektrod a tedy zhorSena reprodukovatelnost
vysledku pfi rutinnim stanoveni. Proto nachazi elektrochemicka detekce
uplatnéni spis$ ve vyzkumnych laboratofich pfi provadéni specialnich aplikaci
danych studiem snadno elektrochemicky detekovatelnych lékui.”

Elektrochemické detektory pracuji na zakladé déju souvisejicich s
elektrochemickou reakci na fazovém rozhrani mezi elektrodou a roztokem.
Jejich podstatou jsou vztahy mezi elektrickymi veliCinami a koncentraci
sledované slozky. Vliv ostatnich zavislych veli€in se eliminuje napf. udrzovanim
na konstantni nebo nulové hodnoté.

NejCastéji se vyuziva elektrochemicka reakce redoxniho sytému a pfi méfeni

je elektrochemicky Clanek bud' v termodynamicky rovnovazném stavu



(potenciometrie), nebo v kinetickém stavu, pfi némz probiha ¢lankem proud a
jednim smérem probiha elektrolyza.

Podminky pfi méfeni se upravuiji tak, Ze se pfislusna veliCina méfi za
konstantniho proudu nebo konstantniho potencialu pracovni elektrody. U
nékterych detektort se koncentrace detekované slozky uvniti méfici cely
nemeéni (polarografie, voltametrie), u jinych se veSkeré mnozstvi latky v mérném
prostoru zméni v jinou formu (napf. do vysSiho oxidacniho stupné), jak je tomu
tfeba u coulometrického detektoru. Pro zvySeni citlivosti detekce Ize pouzit i
princip pulsni polarografie.

Uprava znamych elektrochemickych principt pro podminky kapalinové
chromatografie neni jednoducha. Hlavni pozornost musime vénovat konstrukci
prutokovych cel detektoru, umisténi elektrod v pratoéném systému, jejich tvaru
a materialu, z néhoz jsou vyrobeny.>

Objem eluatu zobrazenych chromatografickych pikd pfi HPLC separaci je
zfidka mensi nez 100 ul. Chromatograficky detektor by mél mit co nejmensi
objem cely, abychom dosahli co nejvérnéjSiho zobrazeni koncentraci
eluovanych latek.Vhodné feSeni muze byt geometrie cel na principu tenké
vrstvy roztoku. Vyhodou téchto elektrod je kromé moznosti sledovat i piky s
malym objemem i jejich snadné CiSténi a pfipadna vymeéna. Elektrody mohou
byt ke smé&ru proudici mobilni faze umistény paralelné nebo v sérii.’

Dobrou funkci elektrochemického detektoru urCuje predevsim konstrukce
elektrod. Povrch elektrod by mél byt chemicky a fyzikalné inertni k protékajici
mobilni fazi pfi zvoleném napétovém zatiZeni.

Jsou vyuzivany tfi druhy elektrod — elektrody z uhlikatého skla, uhlikové
elektrody a rtutové elektrody.

Elektrody z uhlikatého skla jsou nejodolné&jsi. Jsou odolné ke vSem bézné
uzivanym mobilnim fazim a snesou Siroky rozsah napétového zatiZzeni.

Grafitové elektrody jsou s vyhodou uzivany ke stanoveni oxidovatelnych
latek.

Rtutoveé elektrody jsou odolné pfi vysoké hodnoté negativniho potencialu, ale
jejich pouziti pfi kladném napéti je omezené. SlouZzi ke stanoveni téZko
redukovatelnych latek.

Latky stanovované pomoci elektrochemického detektoru mizeme rozdélit do
dvou hlavnich skupin a to na latky, které se stanovuji oxidaci a které se



stanovuji redukci. Mezi latky, které se stanovuji oxidaci patfi fenolické
substance (hydrochinony, katecholy, a-metyldopa), aromatické
aminy,sulfhydrilové a merkaptonové slouceniny, nikotinamiddinukleotid a
heterocyklicka IéCiva (napF. antidepresiva typu fenothiazint a imipraminu).
Redukci mizeme stanovit velké mnozstvi pfirodnich a syntetickych latek —
vitamin K3, chinony, fada klinicky uzivanych antibiotik a cytostatik, IéCiva
obsahuijici nitro- a nitroso-skupiny.

Z |1éCiv, stanovitelnych pomoci elektrochemického detektoru jsou
vypracovany metody pro stanoveni analgetik, antibiotik, cytostatik, B-blokatorq,
levodopy a jejich derivatu, tricyklickych antidepresiv, neuroleptik a dalSich.

Cesta, jak vyfesit aplikacni spektrum latek vhodnych pro elektrochemické
stanoveni , je jejich derivatizace. Elektrochemicky neutralni latky Ize chemicky
spojit s latkami oxidovatelnymi nebo redukovatelnymi. Byly vypracovany
metody, ve kterych bylo pouzito bud pfedkolonové, nebo postkolonové
derivatizacni techniky.

Pfi vyvoji metod umoznujicich elektrochemickou detekci mohou byt vyuzity
enzymatické, esterazoveé a oxigenazove systémy. Elektrochemicky je napf.
snadno stanovitelny volny fenol, ktery se enzymatickou cestou uvolfuje z
konjugovanych légiv.’

V soucasnosti se rozviji vyroba a pouZiti elektrod s aktivnimi povrchy z
nanomateriall. Pfiklad takovych elektrod, které mohou byt soucasti detekénich
systému pro HPLC jsou elektrody s modifikovanym povrchem z uhlikovych
“nanotub®. Jednou z hlavnich vlastnosti, diky které je tento material vhodny pro
elektroanalytické metody, je jeho schopnost poskytovat elektron pro
elektrochemickou reakci. Jednoduchy zpusob vyroby takové elektrody spociva

v navazani malého mnoZstvi této latky na sklenénou elektrodu.*’

Coulometrie

Coulometricky detektor pracuje na principu méreni naboje pfi konstantnich
podminkach v nadobce, kterou protéka eluat. Umoznuje detekovat latky
schopné oxidace nebo redukce.Z organickych latek je tedy mozné stanovit
predevsim ty, které ve své strukture obsahuji halogeny, fenoly, karboxylové,
aminové a aldehydové skupiny.’

Coulometricky detektor existuje i v usporfadani Coul-Array, v némz je jeho



vystupem trojrozmérny chromatogram.

Amperometrie

Detektory pracujici na principu kontrolované potencialni amperometrie maji
pomérné dobrou detekéni citlivost. UmozZfiuji stanovit 5. 10° a2 5. 10 g/l
latky. Uginnost tohoto elektrochemického déje se blizi jedné, takZe neni nutné
detektor pro kvantitativni méfeni kalibrovat a vysledky analyzy nejsou ovlivnény

zménami rychlosti pritoku a zménami teploty.”

Potenciometrie a polarografie

Potenciometrické detektory méfi rozdily potenciald elektrod. Vyvinula se i
technika iontové selektivnich elektrod. Citliva sulfidova elektroda umoznuje
zachytit ionty v koncentracich az 10™*" mol/l a neni citliva na Fadu jinych iontd.
Pro pratokové mikrokyvety byla rovnéz miniaturizovana a pfizpusobena

pFistrojova technika polarografickych detektor(.*

Vysokouc&innou kapalinovou chromatografii s elektrochemickou detekci
(HPLC-ECD) je mozné pouzit pro paralelni stanoveni artesunatu a
amodiachinu. Tato kombinace ucinnych latek se doporucuje pro IéCbu infekce,
kterou zpusobilo falciparum malariae. Pro stanoveni téchto latek v lidské
plazmé byla vypracovana metoda vyuzivajici HPLC s detekci na zakladé
redukce analytl. Jako mérna byla pouzita sklenéna uhlikova elektroda a jako
referenéni elektroda argentochloridova.*® Pro detekci antimalarik na zakladé
prirodnich latek artemisininu jako je artesunat se v sou€asnosti prosazuje
spojeni HPLC s hmotnostni spektrometrii (MS), elektrometricka detekce se
vSak ve vétsiné parametrll MS vyrovna. Jeji jedinou nevyhodou je asi desetkrat
vy$8i spotieba biologického materialu.*®

Z antibiotik miizeme pomoci HPLC-ECD stanovit azitromycin, > &i
klarittomycin v plazmé&>! nebo linkomycin v rliznych biologickych materialech —
moc, mléko, med. Pro detekci linkomycinu byla pouzita ,preanodized screen-
printed carbon electrode” (SPCE), ktera spojuje vyhodu jednoduchého pouZziti s
nizkou cenou.>?

Pfi vyrobé elektrod pro elektrochemické detektory je mozné pouzit i moderni

materialy s vysokou vodivosti jako jsou fullereny. Pyrolyticka uhlikova elektroda



modifikovana fullerenem Cgo byla Uspésné testovana pro stanoveni
syntetického steroidu dexamethasonu v komeréné dostupnych farmaceutickych
pFipravcich a v plazmé.> Triazolovy fungicid flutriafol byl stanovovan za pouziti
HPLC-ECD po izolaci z mozku krys mikrodialyzou.>*

Dalsi latkou, pro jejiz stanoveni v biologickém materialu je vhodné pouzit
elektrochemickou detekci je morfin.>>>°

BNP7787 (2,2-dithio-bis-etan sulfonat sodny; Tavocept™) je nové 1é&ivo
prochazejici klinickym vyzkumem pro prevenci nefrotoxicity vzniklé pfi terapii
cis-platinou. Rovnéz tuto latku Ize v plazmé stanovit pomoci HPLC-ECD.>’

PFi vyzkumu Parkinsonovy choroby a vyvoji [€ku pro terapii této nemoci se
pouziva kapalinova chromatografie s elektrochemickou detekci pro stanoveni
hladiny dopaminu a jeho metabolit(i v burikach striata.>®

HPLC-ECD muzeme také pouzit pro zjisténi plazmatické koncentrace
hydromorfonu, sedativa pouzivaného ve veterinarni mediciné. Pro jeho
stanoveni byla vypracovana metoda vyuZivajici coulometrickou detekci.>®

HPLC metoda s coulometrickou a amperometrickou detekci byla vyvinuta
také pro stanoveni SZ1677, coz je novy steroidni nedepolarizujici
neuromuskularni blokator, u néhoz probihaji klinické zkousky. Pro
amperometrickou detekci byla pouZita sklenéna elektroda jako pracovni a
argentochloridova jako srovnavaci. Pro coulometrickou detekci byl pouzit
systém pracovnich poréznich grafitovych elektrod a jako referencni elektroda

paladiova.®°

6.8 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je fyzikalné-chemicka metoda pro ur€ovani hmot
volnych molekul a jejich €asti, jez je tfeba k tomuto ucelu pfevést na kladné
nebo zaporné ionty.

Hmotnostni spektrometr je pak iontové optické zafizeni, které ionty vytvori
nebo je emituje do plynného stavu a z plynné smési molekul, jejich nenabitych
fragmentu a iontl separuje nabité Castice podle jejich efektivnich hmot, coz je
pomér hmotnosti a naboje. Dale umozriuje stanovit hodnotu této hmoty, udat
relativni zastoupeni iont jedné hmoty z celkového mnozstvi iontd a molekul
obsazenych ve smési a zjistit relace mezi jednotlivymi ionty.

Béhem pfevadéni molekul na ionty vznikaji nejen ionty celych molekul, ale



rovnéz Cetné fragmenty molekul, a to jak s nabojem, tak bez ného. Podle
zpUsobu ionizace a typu latky mohou vznikat i ionty s vice naboji a také tzv.
quasi-molekularni ionty, coz jsou ionty molekul s ur€itymi adukty nebo ionty
molekul bez jednoho vodikového atomu. lonty vznikajici v iontovém zdroji Ize
rozdélit na stabilni, nestabilni a metastabilni podle toho, zda a kde se
fragmentuji béhem své existence ve spektrometru. Stabilni jsou ty, jejichz doba
Zivota je dostatecné dlouha na to, aby prosly celym pfistrojem az do detektoru.
Nestabilni jsou ionty, které se rozpadaji jesté v iontovém zdroji. Metastabilni
jsou ionty, které disociuji az po vystupu ze zdroje na draze mezi iontovym
zdrojem a detektorem. Lze zaznamenat fragmenty jejich rozpadu.

Registraci molekularnich, quasi-molekularnich a fragmentovych iontd se
ziska zaznam zvany hmotové spektrum, ktery je charakteristicky pro danou
latku, podle typu ionizace a zpusobu méreni podava informace o jeji struktufe a
na jeho zakladé Ize zpravidla strukturu méfené latky odvodit nebo potvrdit.
Podle typu experimentu je mozné kazdou latku charakterizovat nékolika
riznymi typy spekter, z nichz kazdé vypovida o specifickych viastnostech
studované latky.

Velkou vyhodou hmotnostni spektrometrie je jeji citlivost, protoZze umozniuje
identifikovat latky v mnoZstvi kolem 107 g a detekovat v mnozstvi kolem 107 g.
Zakladni tfi funk&ni slozky hmotnostniho spektrometru tvofi iontovy zdroj,
analyzator a registracni zafizeni, k nimz pfistupuji systém zavadéni vzorka,

vakuovy systém a Fidici stanice (poéitag).®*

lontové zdroje

lontovy zdroj, nékdy za spoluucasti vstupniho systému, vytvafri ionty, jez se v
iontové optickém systému fokusuji na uzky svazek, urychluji a ,injikuji“ do
analyzatoru. Jeho typ se voli podle typu analyzované latky a pozadavku na
analyzu. lontovych zdrojl a jejich modifikaci je fada.

Elektronova ionizace (El) je jeden z nejstarSich a nejvice prostudovanych
zpusobu ionizace. lonizace je vyvolana proudem elektronu emitovanych
katodou, které po pfiblizeni k plynnym molekuldm polarizuji natolik jejich
magnetické pole, Ze dojde bud k odstranéni nebo zachyceni elektronu. El se
pouziva pfi méfeni latek do molekulové hmotnosti cca 800 Da. Vétsi molekuly

se pfi zahfivani snadno rozkladaji.



Pfi chemické ionizaci (Cl) se nejprve elektronovou ionizaci ionizuje reakéni
plyn a kombinaci elektronové ionizace a iontové-molekularnich reakci vznika
smeés iontl reak&niho plynu, ktera se potom uc€astni pfenosu naboje na
molekulu studované latky. Cl je jemnéjSi zpUsob ionizace nez El a vznikaji
predevsim quasi-molekularni ionty, které eliminuji malé neutralni molekuly.

Vyvinula se i chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI).

lonizace pole (FI) je ionizace tékavych latek v plynném stavu kvantem
mechanického tunelovani a jsou pfi ni produkovany predevsim molekularni
ionty. Na Spicce aktivovaného ostrého bfitu nebo tenkého dratku, jez tvofi
anodu, je vlozenym napétim vytvoren vysoky potencialovy gradient, ktery
deformuje potencial stény molekuly natolik, Ze pfi pfibliZzeni molekuly k anodé
protuneluje elektron potencialovou sténou a je anodou pfitazen. Pfi ionizaci je
molekulou odpuzen jenom nejméné vazany elektron a vytvofi se ion v
zakladnim stavu s malym pfebytkem vibraéni energie. Tim, Ze je ion urychlen
vysokym potencialem dopadne rychle na kolektor a nestihne se rozpadnout.

Desorpce polem (FD) je stejné jako ionizace polem zaloZena na tunelovém
efektu, kdy elektron najde potencialovou sténu konec¢né tloustky a protuneluje.
U FD je molekula ionizovana v pevném stavu a do plynného se desorbuje az
jako ion. FD byla prvni metoda, ktera umoznila méreni velkych peptidl a
oligosacharidu bez derivatizace.

lonizace rychlymi atomy (FAB) a ionty (SIMS) patfi k velmi pouzivanym
ioniza¢nim technikam, které v poslednich dvou desetiletich vyraznym
zpusobem ovlivnili vyuziti a vyvoj hmotnostni spektrometrie, protoze umoznily
relativné snadno ziskat hmotova spektra a pfedevsim informace o velikosti
molekuly i u nederivatizovanych, tepelné labilnich a vysokomolekularnich
slou€enin. Vzorek se umisti spolu s matici a pfipadnou pfimési na vzorkovaci
terCik, ze kterého se uvolni ionty bombardovanim rychlymi atomy nebo
primarnimi ionty.

Elektrosprej (ES, ESI) je technika spojeni kapalinové chromatografie s
hmotnostni spektrometrii, pfiCemz sou€asné pfi odstrafiovani rozpoustédla
dochazi i k ionizaci méfrené latky. Kapicky roztoku jsou vystfikovany pfi
atmosférickém tlaku proti proudu ohfatého dusiku, ktery pomaha odparovani
rozpoustédla, pfiemz je viozeno napéti 3 — 5 kV mezi vystupni jehlu
chromatografu a vné;jsi plast elektrospreje. Vlivem vzajemného pusobeni tlaku



kapaliny, povrchové tenze a vysokého pole vytvofeného na povrchu roztoku
vznikaji malé nabité kapicky. Z nich se kromé rozpoustédla odparuji i plynné
ionty studované latky.

DalSim vyvojem elektrospreje vznikl iontovy sprej (ISP), ktery se lisi tim, Ze
misto volného vytékani byl na vystupu z chromatografické kolony pouzit
rozprasovac. V souCasné dobé se nerozliSuje iontovy sprej od elektrospreje a
oznaceni elektrosprej se pouziva i pro systémy s rozprasovacem.

Nazev dalSi techniky, ionizace laserem za uc€asti matrice (MALDI), vyjadfuje
skuteCnost, Ze matrice se ucastni ioniza¢niho procesu aktivné. Matrice totiz
absorbuje UV nebo IR zafeni, transformuje je na excitaéni energii, kterou
pfedava molekulam analyzovaneé latky, ¢imz dochazi k jejich ionizaci.

Soucasné s vyvojem MALDI probihal vyvoj ionizace laserem za ucasti
povrchu pevnych ¢astic (SALDI). V tomto pfipadé se k absorpci UV nebo IR
zafeni pouzivaji nano- nebo mikro¢astice kobaltu, grafitu, oxidu kiemicitého
nebo nitridu titanu suspendované v kapaliné. Citlivost SALDI je asi padesatkrat

niz&i nez MALDI a pouziva se méné.®*

Analyzatory iontl

Z iontového zdroje vystupuje smés obsahuijici ionty riznych hmot m
nesoucich jeden i vice naboju z a je tfeba je pred detekci rozliSit. K rozliseni
iontd podle jejich ucinnych hmot m/z slouzi hmotové analyzatory.

Analyzatory je mozno v zasadé rozdélit na sektorové, kvadrupolove,
pruletové a zalozené na uchovavani iontd.

Sektorové analyzatory jsou magnet a elektrostaticky analyzator. Nazev
sektorovy je odvozeny ze skuteCnosti, Ze oba maji tvar Casti jakoby vyfiznuté z
kruhového bloku.

Magnet pracuje na zakladé skutecnosti, Ze polomér drahy iontu v
magnetickém poli je umérny G&inné hmot& m/z (m/z= B%r*/2V). Elektrostaticky
analyzator si |Ize predstavit jako kondenzator se zakfivenymi plochami, mezi
kterymi vede draha iontd.

Kvadrupol (spravnéji kvadrupolovy hmotovy filtr) je dynamicky analyzator, u
néhoz je separace iontll dosazeno jejich prichodem mezi tyfmi kovovymi
tyCemi (filtrem), na néz je vlozeno stejnosmérné napéti (cca 400 V), vzdy u
dvou protilehlych ty€i stejna znaménka, a na né je superponovano stfidavé



radiofrekvencni napéti (cca 2000 V). K tomu, aby ionty prosly, musi se podrobit
oscilaci, ktera se udrzuje konstantni. Sitka prichodného pasma je uréena
hlavné podle poméru stejnosmérného a stfidavého napéti V/U. Stabilita iont(
zavisi na poméru m/z. Céstice s jinou hodnotou m/z jsou z elektrického pole
vyneseny ven a zadrzeny elektrodami.

lontova past také patii do dynamickych hmotovych spektrometrd. Je to v
podstaté trojrozmérny kvadrupol. Sklada se z prstencoveé stfedni elektrody s
hyperbolickym prifezem a dvou kruhovych elektrod rovnéz s hyperbolickym
prufezem. Do pasti v jedné z kruhovych elektrod se injikuje puls elektrona, které
ionizuji plynny vzorek a nebo ionizace probiha mimo past a do pasti jsou
injikovany pfimo ionty. VSechny ionty nad urcitou hodnotu m/z maji trajektorie,
které je udrzuji uvnitf elektrody.

Praletovy analyzator (TOF — Time-Of-Flight) rozdéluje ionty na zakladé doby
letu. V iontovém zdroji se periodicky vytvareji kratké pulsy iontu, které po
urychleni vstupuji do ,letové trubice® a méfi se €as jejich dopadu na detektor.
Cim je lehéi ion, tim dFive dosahne kolektoru. V poslednich letech dosahly
pruletové analyzatory velkého rozSifeni ve spojeni s MALDI.

U techniky zvané cyklotronova rezonance iontu (ICR) opisuji ionty pod vlivem
protinajiciho se magnetického a elektrického pole cykloidalni trajektorie s
frekvenci w = zV/m a maji rychlost orientovaného pohybu v = V/H, kde V je
napéti elektrického pole, H intenzita magnetického pole, m hmota iontu a z jeho
naboj.

Tandemovou hmotnostni spektrometrii (MS/MS) se oznacuje spektrometrie s
vice analyzatory, které pracuji vice méné nezavisle a umoznuji tak sledovat
reakce probihajici ve spektrometru. Timto zplisobem se napfiklad detekuji
produktové ionty ze zvoleného prekurzoru nebo naopak Ize ke zvolenému

produktovému iontu nalézt jeho prekurzory.®

Regqistradéni zafizeni

Registrace iontu je v dnesni dobé vyhradné elektricka. Starsi pfistroje jsou
vybaveny elektronovymi nasobici, novéjsi fotonasobici nebo mnohokanalovymi
detektory. P¥i elektrické detekci se méfFi pocet naboju (iontll). Ziskané spektrum
muze byt spojité, podobné zaznamu z plynové chromatografie, nebo ¢aroveé.

Profil svazku ‘jednotlivych iontl je gaussovsky, proto je kazdy snimany zaznam



pGvodné spoijity a arové spektrum je z ného vytvoreno poéitadem. Cary
spektra se nazyvaji centroidy, protoze jsou generovany ve stfedu piku spojitého
spektra nebo jeho v maximu. V zavislosti na rozliSovaci schopnosti a hmotové
oblasti, kde se spoijité piky nachazeji, tvofi centroid stfed jednoho spojitého piku

nebo stfed celého klastru piku.®

Spojeni s kapalinovou chromatografii (LC/MS)

V soucCasné dobé Ize spojeni kapalinové chromatografie a hmotnostni
spektrometrie povazovat za béznou techniku dostupnou i v fadé laboratofi v
Ceské republice. Popularita a rozsiteni této techniky je zpisobena mnoZstvim
analytickych informaci, které mizeme ziskat, zejména pokud je k dispozici
hmotnostni analyzator s moznosti MS/MS analyzy.

Historicky vyvoj HPLC/MS nebyl tak jednoduchy jako v pfipadé spojeni s
plynovou chromatografii. Hlavnimi problémy spojeni jsou pfekonani obrovského
rozdilu tlaki mezi HPLC a MS (8 — 10 Ffadu), prevedeni analyzovanych latek do
plynné faze a odstranéni nadbytku mobilni faze. BEéhem vyvoje byla popsana
fada uspésnych feseni.

V soucCasné dobé se jako standardni techniky pro spojeni HPLC/MS pouZziva
kombinace ioniza¢nich technik pracujicich za atmosférického tlaku (ESI a
APCI), které umoznuiji praci v Sirokém rozmezi chromatografickych podminek a
Ize je pouzit prakticky pro vSechny organickeé a bioorganické molekuly. Jedinym
omezenim hmotnostni spektrometrie pro volbu chromatografickych podminek je
pouziti netékavych pfisad do mobilni faze, av8ak i toto omezeni Ize do jisté miry
prekonat specialni konstrukci iontového zdroje. Soucasny vyvoj HPLC/MS
sméfuje spis ke zlepSeni parametrd hmotnostnich analyzatort nez k vyvoji
novych ionizaénich technik.®?

Za posledni rok je jedno z nej¢astéji publikovanych pouziti spojeni HPLC
s hmotnostni spektrometrii v analyze |éCiv v biologickych materialech stanoveni
antivirotik pouzivanych pro Ié¢bu infekci virem HIV. Byla vypracovana metoda
soucasného stanoveni novych antiretroviralnich 1éCiv raltegraviru, maraviroku,
darunaviru a etravirinu v plazmé pomoci spojeni kapalinové chromatografie
s MS/MS. Analyty byly stanoveny pomoci spektrometru s ionizaci
elektrosprejem a trojitym kvadrupdlem.®?

Jina metoda stanoveni antiretroviralnich léCiv, konkrétné inhibitor( proteaz a



inhibitord nenukleosidovych reverznich transkriptaz, hovofi o jejich stanoveni
pomoci HPLC s tandemovou hmotnostni spektrometrii ne v plazmé, jak je
obvyklé, ale v lyzatu krevnich mononuklearnich bunék, coz Iépe vypovida o
jejich koncentraci pfimo v misté uginku.®*

Aktinomycin D a vinkristin, coz jsou latky aktivné puasobici proti Wilmsové
tumoru, byly rovnéz stanoveny pomoci HPLC s tandemovou hmotnostni
spektrometrii. Lze pouzit ionizaci elektrosprejem nebo ionizaci za
atmosférického tlaku.®

Experimentalni cytotoxické |IéCivo cyklopentenyl cytosin je analog citidinu.
Pravé se nachazi ve fazi rannych klinickych testd. K jeho stanoveni v plazmé
mézeme pouzit HPLC-MS s ESI.®® Z latek uréenych k 1é&bé& malignit miZzeme
pomoci HPLC-MS stanovit jesté napfiklad jeden z analogti platiny, oxaliplatin.®’

HPLC-MS bylo také uZzito ke stanoveni oxovanadiovych slou€enin v séru a ke
studiu jejich interakce se sérovymi proteiny. Tyto slou¢eniny mohou byt
pouzivany k lé&bé diabetu.®®

V Ciné& vypracovali metodu kvantitativni analyzy prolégiva enalaprilu a jeho
aktivniho metabolitu enalaprilatu, ktery ma antihypertenzni u€inek. PouZili
techniku HPLC-MS-MS s trojitym kvadrupdlem a ESI.* Jina latka
s antihypertenznim uc€inkem, pro jejiz stanoveni v plazmé Ize pouzit LC-MS-MS
je isradipin.”®

Dalsi léCivo stanovitelné pomoci HPLC-MS-MS je fluoxetin, ktery se pouziva
napf. pro prevenci depresivnich stavil u pacient(l s chronickou hepatitidou C,”*
antiepileptikum levetiracetam,’® antagonista vodikovych receptort roxatidin,®
nebo analgetikum tramadol a jeho hlavni metabolity v plazmé koni.”

Velmi zajimava je LC-MS metoda stanoveni everolimu. Everolimus se uziva
pro prevenci akutni a chronické rejekce transplantovanych organad. Analyza
m(Ze byt provedena po zaschnuti vzorku krve na testovacim papirku.”

Byla vypracovana i LC-MS metoda rychlého stanoveni alkaloidd kofeinu a
teofylinu v lidském séru. Pro tuto metodu byla pouZita ionizace za
atmosférického tlaku (APCI).™

Z dalSich léku, které mazeme stanovit v biologickych materialech technikou
LC-MS vybirame napfiklad mifepriston, coz je antagonista progesteronovych
receptord,’’ & paracetamol.”

Hmotnostni spektrometrii miZzeme pouzit i ve spojeni s UHPLC ( ultra-high



performance chromatography), coz je moderni modifikace, pfi niZ se pouzivaji
velmi malé a velmi odolné kolony a analyza probiha za nékolikanasobné
vySSiho tlaku. Vyuziti této techniky by mohlo byt v budoucnu velmi vhodné pro

analyzu 1é&iv v biologickém materialu.”

6.9 Detektory radioaktivity

Latky obsahujici 35S, 14C a 3H muzZeme sledovat pomoci riznych typu
scintilaénich poéitagt.*

Citlivé detektory radioaktivity se pouzivaji pfi metabolickych studiich
s radioaktivné znaCenymi slou¢eninami. V sou€asnosti se pouZzivaji on-line

detektory radioaktivity, stop-flow technologie a off-line scintilaéni pogitage.®

6.10 Nuklearni magneticka rezonance

Nuklearni magneticka rezonance (NMR) je metoda zaloZzena na méfeni
absorpce radiofrekvencniho zafeni molekulami analytu, které obsahuiji jadra
s nenulovym spinem, v silném magnetickém poli. NMR Ize tandemové

sprahnout s HPLC a ziskat tim trojrozmérny detektor.?

6.11 Moderni univerzalni detektory

6.11.1 Evaporative light scattering detector (ELSD)

ELSD slouzi pfedevsim k detekci latek, které nemaji ve své molekule zadny
chromofor nebo luminofor a jsou méné tékavé nez mobilni faze.

Cinnost tohoto detektoru Ize rozdélit na tfi faze.

V prvni fazi, zvané zmilzeni i nebulizace, dojde v nebulizéru k rozpraseni
kapaliny vytékajici z kolony v proudu inertniho plynu (dusik) na jednotlivé
kapénky. Velikost a uniformita kapicek ma velky vliv na citlivost detekce a jeji
reprodukovatelnost. Kapénky vstupujici do temperované evaporacni trubice by
se méli odpafit co nejrychleji. Vétsi kapénky se zachytavaji na sklenénych
sténach nebulizéru, kondenzuji a jsou sbirany do odpadu.

Ve druhé fazi jsou kapicky z nebulizéru vytlaceny do vyhfivané odpafovaci
trubice, kde dojde k odpareni mobilni faze. Detektory jsou konstruovany tak,
aby se za relativné nizké teploty odpafily i vySe vrouci komponenty mobilni faze
(voda). Tim se snizuje riziko tepelné degradace analytu. Vysledkem je mlha
tvofena CasteCkami suchého analytu a parami rozpoustédel.



Ve treti fazi jsou Castice vzorku vneseny do detekéni cely, kde se stfetnou
s paprskem emitovanym laserovou diodou. Na shluku molekul dochazi
k difrakci zafeni a Casticemi rozptylené svétlo je detekovano kiemikovou
fotodiodou generujici elektricky signal, jez je po zesileni dale elektronicky
zpracovan a zaznamenan. Velikost vysledného rozptyleného svétla odpovida
koncentraci latky ve vzorku.

Velkou vyhodou ELSD je jeho univerzalita naopak nevyhodou nizsi citlivost

nez ma naptiklad spektrofotometricky nebo fluorescenéni detektor.? 8

6.11.2 Charged Aerosol Detector (CAD)

CAD je novy typ univerzalniho detektoru vhodné&jsi pro kvantifikaci nez
ELSD.

V tomto detektoru je nejprve mobilni faze pfevedena do formy aerosolu
proudem dusiku. Kapénky jsou nasledné vysuseny az do odstranéni mobilni
faze a zisku suchych CastecCek analytu. S aerosolem se smisi sekundarni proud
dusiku a ziskava pfi prichodu vysokonapétovym koronarnim vybojem na
platinovém dratku kladny naboj umérny velikosti ¢astic. Vznika nabity aerosol.
Naboj je pfenesen do kolektoru, kde je zméfen, a generuje signal pfimo umeérny
mnoZstvi analytu.

Citlivost detektoru se pohybuje kolem 10~° g/ml. Ma $iroky linearni rozsah a
poskytuje stalou a dobfe reprodukovatelnou odpovéd. Pomoci CAD detektoru
mohou byt analyzovany latky rizné chemické struktury kromé

nizkomolekularnich tékavych latek.®*

6.11.3 Nano Quantity Analyte Detector (NQAD)

NQAD je detektor na bazi aerosolu, ktery se vSak zpusobem detekce lisi od
ELSD a CAD i od ostatnich detektort hlavné tim, ze méfi pocet Castic analytu,
ne objem nebo hmotnost. Jedna se o univerzalni detektor pro netékave latky.
Vyuziva technologii Water Condensation Particle Counter (WCPC). Kromé
univerzality je jeho velkou vyhodou znacna citlivost.

Eluent z kolony je rozstfikovan do odpafrovaci trubice za vzniku velmi
jemného aerosolu. Mobilni faze se odpafi za vzniku malych zbytkovych &astic.
V systému WCPC dojde ke kondenzaci pfesycené vodni pary na Casticich za
vzniku kapiCek. Detektor nasledné pocita mnozstvi aerosolu a jeho signal je



pFimo Umérny podtu &astic v zavislosti na ¢ase.



7. Nalezeni chromatografickych podminek pro stanoveni amisulpridu

v plazmé

7.1 Amisulprid

Amisulprid, 4-amino-N-[(1-ethylpyrrolidin-2-yl)methyl]-5-ethylsulfonyl-2-
metoxy- benzamid (obr. 1), je derivat benzamidu chemicky pfibuzny sulpiridu.
Jedna se o atypické antipsychotikum pusobici jako antagonista D2 a D3
dopaminovych receptort pfevazné v limbickém systému. Klinicky se pouziva
vzhledem k nizkému riziku extrapyramidalnich nezadoucich uc€inkl a protoze je
relativné Iépe tolerovan nez konvencni antipsychotika. Je Siroce ¢asto pouzivan
pfi 168bé riiznych typl schizofrenie.?? 8 Dale je ob&as vyuzivan lékafi pro
zmirnéni nékterych projevt autizmu®* pfi terapii nékterych dal$ich
psychiatrickych onemocnéni, ma i antidepresivni ucinek.

Uginek amisulpridu zavisi na davce. Ve vysokych davkach blokuje
postsynaptické receptory, coz ma podobny efekt jako konvencéni antipsychotika,
zatimco v nizkych davkach blokuje pfevazné presynaptické receptory, a tak
usnadriuje prenos dopaminu.®®

Dosud publikované metody stanoveni plazmatickych koncentraci jsou
zaloZeny nejc¢astéji na SPE nebo LLE extrakci spojené s HPLC na reverznich
fazich s fluorescen¢ni nebo UV detekci. Extrahovan byl amisulprid do smési
diethyletheru a chloroformu (95:5, v/v) po zalkalizovani 1M NaOH®® nebo do
smési hexanu-isoamylalkoholu po zalkalizovani 2M NaOH.®’

Jako mobilni faze byly pouzity smés acetonitril-fosfatovy pufr (6,2 . 10 2 M)
okyselena na pH 6,4,%” smés acetonitrilu a dihydrogenfosforeénanu
draselného,®® smés acetonitril — fosforednan draselny (0,008M; pH 6,4) 50:50,%
acetonitril-methanol—fosfore¢nan pH 4.50 (15:5:80, v/v/v).®

Amisulprid absorbuje v UV oblasti, spektrofotometrickym detektorem byl
detekovan pfi vinové délce 280 nm,?” 254 nm,® 225 nm.® K detekci
amisulpridu mdze byt také vyuzita jeho schopnost fluoreskovat. Fluorescenénim
detektorem byl detekovan pfi excitaéni vinové délce 280 nm a emisni 370 nm.%

Jako vnitini standart pro stanoveni amisulpridu byl v publikovanych
metodikach pouzit 4-amino-N-[(1-ethylpyrrolidin-2-yl)metyl]-5-

(cyklopropyl)methylsulfonyl-2-metoxybenzamid,® viloxazin,®” moclobemid.®



Plazmatické koncentrace amisulpridu u pacientl I1éEenych pro schizofrenii
nebo schizoidni poruchy se pohybuji okolo 420 ng/ml, ale s velkymi

interindividualnimi rozdily. %
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obr.1 chemicka struktura amisulpridu®

7.2 Experiment
Dali jsme si za ukol vypracovat podminky pro RP-HPLC (vysokouc&inna
kapalinova chromatografie na reverznich fazich) stanoveni amisulpridu

v plazmé izokratickou eluci, metodou vnitfniho standardu.

7.2.1 Instrumentace

Pracovali jsme na kapalinovém chromatografické sestavé SPECTRA-
PHYSICS s UV spektrofotometrickym detektorem nastavenym na vinovou délku
235 nm. Prutok mobilni faze byl 0,3 ml/min. Nechali jsme nastfikovat 20 pl
vzorku na jeden nastfik.

Pracovali jsme v modu reverznich fazi, pouzili jsme chromatografickou
kolonu o rozméru 150 mm x 4 mm (i.d.) s naplini Separon SGX C18 o velikosti
¢astic 7 um.

Pro izolaci analytu z plazmy jsme pouzili SPE kolonky Supelco s napni
Discovery DSC18.

7.2.2 Chemikalie
acetonitril pro HPLC, Merck
methanol pro HPLC, Penta
dichlormethan, Penta

diethylether, Penta



ethylacetat, Penta

kyselina octova p.a., Penta

octan amonny p.a., Balex Pardubice
fosfore€nan draselny, p.a., Lachema Brno

voda pro HPLC ¢isténa reverzni osmoézou

Priprava pufru

0,1 M, 1M a koncentrovany hydroxid sodny byly pfipraveny v nasi laboratofi.

0,1 M fosfore€nanovy pufr jsme pfipravili rozpusténim 2,80 g ve 200 ml vody.
0,1M Octanovy pufr pouZzity do mobilni faze jsme ziskali rozpusténim 1,54 g
octanu amonného ve 200 ml vody. Na vysledné pH 5,6 jsme ho okyselili
nékolika kapkami koncentrované kyseliny octové. 0,1 M Octanovy pufr pro
promyti SPE kolonky vznikl rozpusténim 0,77 g octanu amonného ve 100 ml

vody.

7.2.3 Standardni roztoky

Standardni roztok pro volbu mobilni faze jsme pfipravili rozpusténim 0,0113 g
amisulpridu v methanolu ve 100 ml odmérné barnce.

Standardni roztok obsahujici spole¢né amisulprid a ambroxol, ktery slouzil
pro potvrzeni ambroxolu jako vnitfniho standartu jsme pfipravili tak, ze jsme
rozpustili 0,0120 g amisulpridu a 0,201 g ambroxolu v mobilni fazi ve 25 mi
odmeérné banky. 1 ml tohoto zasobniho roztoku jsme prepipetovali do 50 ml
odmeérné banky a doplnili mobilni fazi. 10 ml vzniklého roztoku jsme pfenesli
pipetou do 100 ml odmérné bariky a opét doplnili mobilni fazi. Vysledny roztok
mél koncentraci 0,96 pg/ml amisulpridu a 1,608 pg/ml ambroxolu.

Standardni roztok pro LLE izolaci z vody jsme ziskali rozpusténim 0, 0102g
amisulpridu a 0,0198g ambroxolu v mobilni fazi ve 25 ml odmérné barnce.
Koncentrace tohoto standardniho roztoku byla 0,408 mg/ml amisulpridu a 0,792
mg/ml ambroxolu.

Standardni roztok o pfiblizné koncentraci 1mg/ml, ktery jsme pouzili pfi
izolaci IéCiva z plazmy pomoci SPE vznikl rozpusténim 0,0982 g amisulpridu a

0,2003 g ambroxolu v methanolu ve 100 ml odmérné bance.

7.2.4 Mobilni faze



Pfi pfipravé mobilni faze jsme slozky nejprve peclivé promisili a po té
promichanou mobilni fazi nechali 10 minut odplynit v ultrazvukoveé lazni. Kazdou
novou zkousSenou mobilni fazi jsme nejprve 10 — 30 minut proplachovali kolonu
a po té jsme nastfikli methanolicky roztok amisulpridu o koncentraci 0,1 mg/ml.

ZkouSeli jsme mobilni fazi voda — methanol 50:50 (v/v),

0,1 M fosfore€nan draselny — methanol 40:60 (v/v),

0,1 M fosfore€nan draselny — acetonitril 40:60 (v/v),

0,1 M fosfore€nan draselny (pH 4,7) — acetonitril 50:50 (v/v)

fosfore€nan draselny (pH 3,6) — acetonitril 40:60 (v/v)

0,1 M octan amonny (pH 6,1) — acetonitril 50:50 (v/v)

0,1 M octan amonny (pH 5,6) — acetonitril 40:60 (v/v).

Do kazdé zkousené mobilni faze jsme standard nastfikli nejméné dvakrat.

7.2.5 Vnitini standard

Nékolik miligrama |éCiva, které jsme zamysleli pouzit jako vnitfni standard
jsme rozpustili v nékolika militrech mobilni faze a nastfikli do chromatografu. Po
fadé jsme vyzkouseli fenacetin, diclofenak, 4-chloroacetanilid, acetanilid,
klotrimazol, bromhexin a ambroxol. KaZzdou latku jsme nastfikli dvakrat.

Po té jsme nastfikli roztok amisulpridu o koncentraci 48,40 pyg/ml a stejné
koncentraci ambroxolu.

Nakonec jsme, stale za stejnych podminek, nastfikli roztok o koncentraci

amisulpridu 0, 96 pg/ml a koncentraci ambroxolu 1, 61 pg/mi.

7.2.6 Priprava vzorku

LLE

K 0,2 ml plazmy a k 0,2 ml vody jsme pfidali po 20 pl standardniho roztoku
obsahujiciho 0,408 mg/ml amisulpridu a 0,792 mg/ml vnitfniho standardu
ambroxolu. Smés jsme dukladné protfepali.

Smés jsme zalkalizovali. Extrakci do kazdého rozpoustédla jsme zkouSeli
tfikrat, pfi zalkalizovani 0,2 ml 0,1M NaOH, 2 kapkami 1M NaOH a 2 kapkami
koncentrovaného NaOH. Po zalkalizovani jsme opét protiepali.

Pfidali jsme 1 ml organického rozpoustédla. Zkous$eli jsme pouzit
diethylether, dichlormethan, a smés dichlormethanu a ethylacetatu 1:5 (v/v).

Nechali jsme dikladné protfepat, a po té nékolik minut ustat, aby se oddélily



VIstvy.

Organickou fazi jsme odsali stfikackou do Cisté zkumavky a nechali odpafit
v dusikové atmosfére.

Odparek jsme rozpustili v 0,2 ml mobilni faze a nechali probéhnout analyzu.
Toto mnozstvi vystacilo na dva nastfiky.

Cely postup jsme pokazdé zaroven provadéli s Cistou plazmou bez pfidani

standardniho roztoku a nastfrikovali rovnéz blank.

SPE

Z plazmy jsme IéCivo izolovali pomoci extrakce na pevnych fazich (SPE).

Do 0,2 ml rozmrazené krali€i plazmy jsme pfidali 10yl standardniho roztoku o
koncentraci amisulpridu 1 mg/ml a vnitfniho standardu 2 mg/ml.

SPE kolonku jsme nejprve aktivovali promytim methanolem, po té proplachli
octanovym pufrem.

Na kolonku jsme nalili vzorek a nechali neadsorbovat.

Balasty jsme vyplachli octanovym pufrem a analyt vymyli do Cisté zkumavky
methanolem.

Methanol jsme nechali odpafit, odparek jsme rozpustili v 0,2 ml mobilni faze,
prenesli do vialky s inzertem a nechali probéhnout analyzu. Toto mnoZstvi
vystacilo na dva nastfiky.

Cely postup jsme zaroven provadéli s blankovou plazmou bez pfidani

standardu.

7.3 Vysledky

7.3.1 Mobilni faze

PFi pouziti mobilnich fazi obsahujicich methanol se pik léCiva vabec
neobjevoval.

PFi pouziti mobilnich fazi obsahujicich fosforeCnanovy pufr a acetonitril se
amisulprid vymyval z kolony s kratkym retencnim ¢asem, 5,4 minuty s mobilni
fazi fosforeCnan — acetonitril 40:60 a 5,8 minut s mobilni fazi fosforeCnan —
acetonitril 50:50. V téchto reten¢nich ¢asech jesté hrozi vymyvani balast(

z plazmy.

Nejvhodnéjsi se zdaly mobilni faze obsahujici acetonitril a octanovy pufr.

Smeés octanu a acetonitrilu 50:50 (v/v) vymyvala amisulprid z kolony v ¢ase 9,1



minuty.
Zvolili jsme mobilni fazi 0,1 M octan amonny (okyseleny kyselinou octovou
na pH 5,6) — acetonitril 40:60 (v/v), ktera vymyvala amisulprid v Case kolem 8

minut.

7.3.2 Vnitrni standard

Jak vyplyva z tabulky 1, vétSina latek, které jsme zkouSeli jako mozny vnitfni
standard méla pfilis kratky retencni €as, ve kterém hrozi, Zze se jesté z kolony
budou vymyvat balasty z plazmy. Byla navic znac¢né rozmyta. Jako nejvhodnéjsi
se jevil ambroxol s primérnym retencnim ¢asem 11,3 min.

Ve vinové délce 235 nm absorbuje ambroxol méné nez amisulpirid, jeho pik

se tedy pfi stejné koncentraci jevi asi dvakrat mensi.

Tab. 1 retenéni Casy latek zkousenych pro pouziti jako vnitini standard

Nazev latky Prumérny retencni ¢as (min)
fenacetin 4,30

diclofenak 3,70

4-chloracetanilid 5,15

acetanilid 3,95

klotrimazol Pik se neobjevil

bromhexin Pik se neobijevil

ambroxol 11,30

7.3.3 Priprava vzorku

LLE

Po vytfepani do etheru i dichlormethanu, bez ohledu na zpUsob zalkalizovani
se objevoval pouze pik vnitfniho standardu, amisulprid do téchto rozpoustédel
dobre nepfechazel. Do smési dichlormethanu s ethylacetatem dobfe
neprechazel ani amisulprid ani vnitfni standard.

Pouzit metodu extrakce do kapaliny se nam tedy nepodafilo.

SPE

Na obrazku 2 vidime pik amisulpridu a vnitfniho standartu, po provedeni SPE



extrakce z plazmy ktera obsahovala 50 pg/ml amisulpridu a 100 pg/ml vnitfniho

standardu ambroxolu.

Na obrazku 3 vidime chromatogram vznikly po zpracovani Cisté kraliCi

plazmy stejnym zpusobem.
SPE se ukazala jako relativné ucinna extrakéni metoda. Amisulprid,

rozpustény v plazmé v koncentraci 50 pg/ml byl extrahovan dokonce 94 %

ucinnosti a vnitini standart pfechazel z plazmy s u€innosti asi 82 %. Tato data

jsme ovSem ziskali zprimérovanim pouze dvou analyz, nelze jim tudiz pfikladat

velkou vahu.
Metodu bude tfeba dale dopracovat, protoze zkouSena koncentrace byla

podstatné vyssi nez predpokladané plazmatické koncentrace IéCiva.

Z blankové plazmy se vymyvala neznama latka s retencnim ¢asem 12,2

minuty, ktery se prekryval s pikem vnitfniho standardu.
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7.4 Diskuze

Vypracovat chromatografickou metodu pro stanoveni amisulpridu v plazmé
se podafilo jen CasteCné.

Izolace 1éCiva pomoci SPE se ukazala jako vhodnéjSi nez extrakce do
kapaliny, tato metoda se také v sou¢asné dobé preferuje, protoze je Setrnéjsi
k zivotnimu prostiedi.

Vzhledem k tomu, Ze ve slepém vzorku se objevuje pik neznamé latky, ktery
se prekryva s pikem vnitfniho standardu, bude nejspiSe potfeba upravit sloZeni
mobilni faze, aby se pozmeénily retencni Casy. Je ovSem také mozné, ze
neznama latka by se v lidské plazmé vibec nevyskytovala.

Metodu jsme zkousSeli s pouzitim koncentraci IéCiva asi stokrat vétSich, nez
jsou pfedpokladané plazmatické koncentrace a vzhledem k velikosti Sumu by
pik latky o koncentraci, jakou mizeme ocekavat v plazmé, zanikl. Bude proto
nutné béhem extrakce latku zakoncentrovat.

Muazeme Fict, ze amisulprid Ize stanovit pomoci HPLC s UV detekci pfi 235

nm a ambroxol je pro toto stanoveni pouzitelny vnitfni standard, metodu je ale
potfeba jesté dopracovat a validovat.
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SOUHRN

Zpusoby detekce pouzivané pri HPLC analyzach lé€iv v biologickém
materialu

Alzbéta KraCmarova

V praci je uveden prehled v sou€asnosti pouzivanych detekénich metod pro
HPLC analyzu IéCiv v biologickém materialu a jsou zminény vyhody a nevyhody
jejich pouziti. V experimentalni ¢asti je vypracovana metoda stanoveni
atypického antipsychotika amisulpridu v plazmé pomoci HPLC s UV detekci
(235 nm). Byla pouzita kolona s napini Separon SGX C18, 7 um a mobilni faze
acetonitril — 0,1M octan amonny (pH 5,6) 40:60 (v/v). S pouzitim ambroxolu jako
vnitiniho standardu byl celkovy ¢as analyzy kratSi nez 14 minut. Metoda zatim

nebyla validovana.



ABSTRACT

The ways of detection used for HPLC analysis of drugs in biological
material

Alzbéta KraCmarova

The study consist of review and experimental part. The review covers recent
methods of detection used for HPLC analysis of drugs in biological material,
their advatages and disadvantages. In second part of study, HPLC method with
UV detection (235 nm) for determination of amisulpride, atypical antipsychotic,
in plasma was developed. Separon SGX C18, 7 um as a stationary phase,
acetonitrile — 0,1 mol/l ammonium acetate (pH 5,6) as a mobile phase and
ambroxol as an internal standard were used. Analysis time was below 14

minutes. The method was not validated.



