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ABSTRAKT

ANALYTICKE HODNOCENI UCINNYCH LATEK
KAPALINOVOU CHROMATOGRAFII V.

Diplomova prace

Martin Vladaf

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci kralové,

Katedra farmaceutické chemie a kontroly 1é€iv,

Heyrovského 1203, Hradec Kralové

Tato prace se zabyvala stanovenim ibuprofenu v plazmé pouzitim off-line
spojeni mikroextrakce tuhou fazi (SPME) a vysokouc¢inné kapalinové chromatografie
(HPLC). Pro mikroextrakci bylo vyuzivano vlakno potazené PDMS-DVB. Mobilni faze
i vzorky mé¢ly pH upraveno na 3. Mikroextrakce byla slozena z 30 min sorpce a 20 min
desorpce v 250 ul methanolu. Mobilni faze byla methanol:voda (75:25, v/v), kolona
C18, prutokova rychlost byla 1,2 ml/min. Hodnoceni probihalo pii 222 nm. Byl
zkouman vliv téchto podminek mikroextrakce na vytéznost: koncentrace ibuprofenu ve
vzorku, vysolovani, fedéni vzorku a nasobnd mikroextrakce. Jako vnitini standard byl
vybran naproxen, pomoci vnitiniho standardu byla sestrojena kalibra¢ni pfimka a ta
byla ovéfena modelovymi vzorky. Byly stanoveny detekéni a kvantifikacni limity pro

ibuprofen i pro naproxen.



ABSTRACT

ANALYTICAL DETERMINATION OF ACTIVE COMPOUNDS BY
LIQUID CHROMATOGAPHY V.

Diploma Thesis

Martin Vladar

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

This paper focused on determining of ibuprofen in plasma using off-line
coupling solid phase microextraction (SPME) and high performance liquid
chromatography (HPLC). For microextraction was used fiber coated with PDMS-DVB.
The pH of mobile phase and the samples were adjusted to 3. Microextraction was
composed of 30 minutes sorption and 20 min desorption to 250 ml of methanol. The
mobile phase was methanol:water (75:25, v/v), column C18, flow rate was 1.2 ml / min.
Evaluation was carried out at 222 nm. The influence on microextraction yield was
examined on these conditions: concentration of ibuprofen in sample, salting out,
dilution of sample and multiple microextraction. Naproxen was chosen as internal
standard. Using internal standard a calibration line was constructed and it was tested by
model samples. Detection and quantification limits were determined for ibuprofen and

naproxen.



Obsah

L VOO o 8
2. Teoretickad CASt.......covuiiiiiiiiie e 10
2.1. Chromatografie........ccccocvviieviiene e 11
2.2. Vysokoucinna kapalinova chromatografie................ 12
2.2.1. TEOME .ot 12
2.2.2. SlozZeni kapalinového chromatografu............ 14
2.3. Ultrau¢inna kapalinova chromatografie.................... 21
2.4. Uprava biologického materialu ............c.cocvvvvvvrunnne. 22
2.4.1. Deproteinace biologickych vzorkd................ 22
2.4.2. Extrakce organickymi rozpoutédly ............... 23
2.4.3. Extrakce na pevné fazi..........cccocveviveivniinnnnnnn, 24
2.4.4. Mikroextrakce tuhou fazi ........c.ccocvviviinnnnn, 25
2.5. Nesteroidni antiflogistika ..........cccceeviiieiiiinniiinnnnn, 29
2.5.1. Ibuprofen........cccoieeii 29
2.6. RESETSC...ciiiiiiiiii it 31
3. CHLPIACE...cveie i 35
4. Prakticka Cast.......cooveiiiiiiiiic 37
4.1. Materidl a pomuUCKY ........coovviiiiiiiiicie e 38
4.2. Ptiprava vzorkl a standardl..........cccocoeveiiiiiiininnnnn 39
4.3. Vlastni provedeni eXtrakce.......covvrreeiivieiiisnensinnnn, 40
4.4. Chromatografické podminky..........cccooviiiiiiinnnnnnn 41
5. Vysledky a disSkuse........coocveiiiiiiiiiiiiice e, 42
5.1. Vybér chromatografickych podminek ...................... 43
5.2. Vybér podminek pro SPME .........ccccoooiiiiiiiniiiinnn, 45

6



5.3. Vliv koncentrace ibuprofenu ve vzorku.................... 47

5.4. VIiv fedéni plazmy ......ccccovcvvveiiiiiiiiiiiiee e 48
5.5, VIiv vySOIOVANT ..vvviiiiiiiiiciiic e 50
5.6. V1iv nasobné extrakce .........ccoovvveviieiiiiiiniiiieniiennn,s 51
5.7. Vybér vnitiniho standardu..........ccccovviviiiiiniiiiinnnnn 54
5.8. Sestrojeni kalibracni primky .......ccccvevvviiiiiiiiiinnnnn 57
5.9. Ovéfeni kalibracni primKky ........ccocevvviiiiiiiiiinniiinnnnn 61
5.10. Detek¢ni a kvantifikacni limit.........ccceveeeiiiinnnnnn, 62
B. ZAVET ..tiii ittt 64
7. 5eznam HEEratury ........cccvevieeiie i 66



1.Uvod



Kapalinovéa chromatografie je moderni metodou, kterd v soucasné dob¢ zaujima
hlavni postaveni v analytickych metodach vyuzivanych nejen ve farmacii. Diky jeji
schopnosti rozdélit latky ve smési a zaroven je identifikovat a stanovit jejich obsah se
stala jednou z nejpouzivanéjSich metod v analytické chemii. Je to velmi citliva metoda,
a pravé proto nalezla ve farmacii Siroké vyuziti, protoze 1é¢iva se v analyzovaném

materidlu vyskytuji ¢asto ve velmi nizkych, a piesto vyznamnych koncentracich.

Metoda mikroextrakce na tuhé fazi je relativné mladou metodou extrakce latek
ze vzorku, ktery nelze =z jakéhokoli diuvodu analyzovat pfimo kapalinovou
chromatografii. Je to metoda nendro¢nd na provedeni a Setrnd k zivotnimu prostiedi,
uplatnéni nachazi hlavné v ekologii a pti monitorovani lékovych hladin v biologickych
materialech. Monitorovani 1ékovych hladin je dalezita disciplina, kterd pomaha zlepsit
bezpecnost a efektivitu terapie. Velky vyznam mé toto monitorovani piedevsim u lé€iv
Snizkym terapeutickym indexem. Mimoto je tato metoda vyuzitelnd pfi
farmakokinetickych studiich, bez kterych se Zadné 1é¢ivo dnes nemtlize dostat do praxe.

Proto je dilezité ob¢ tyto metody rozvijet a aplikovat na Siroké mnozstvi latek.



2. Teoreticka Cast
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2.1. Chromatografie

Chromatografie je soubor metod vyuzivajicich krozdéleni latek jejich
rozdilnych fyzikaln¢ chemickych vlastnosti a jejich interakci s dvéma fazemi, mobilni a
staciondrni. Stacionarni faze je ulozena v kolon¢ nebo na ploché vrstvé a je
nepohybliva. Mobilni faze je pohybliva a unasi separované latky ze stacionarni faze. Pii
styku stacionarni a mobilni faze se separovanymi latkami dochazi k interakcim téchto

latek, které umoziiuji jejich rozdé€leni na zéklad€ rozdilné rychlosti pohybu v soustave.™

2.1.1. Rozdéleni chromatografickych metod

Chromatografické metody se daji rozdé€lit podle n€kolika kritérii, jednim z nich
je skupenstvi mobilni faze. Kapalinovd chromatografie vyuzivd jako mobilni fazi
kapaliny a v plynové chromatografii je mobilni fazi plyn. Rozsahlejsi déleni umoziuje

v 4 v r b 14 O W 4 1
déleni podle separa¢niho mechanismu. Tim mize byt:™

1) Adsorpce - stacionarni faze je tuhd a separované latky ulpivaji na jejim povrchu,

mobilni faze mize byt kapalna i plynna.

2) Rozdélovani - u tohoto mechanismu dochazi k rozpousténi délenych latek mezi dvé
vzajemné nemisitelné faze. Stacionarni fazi je kapalina na povrchu inertniho nosice.
Tento mechanismus muze byt vyuzit jak v systému kapalina-kapalina, tak v systému

kapalina-plyn.
3) Vymeéna iontl - na povrchu stacionarni faze dochazi k vyméné iontu.

4) Sitovy efekt - latky se zde rozdé€luji podle velikosti svych molekul. V systému tuha
faze - plyn se jedné o plynovou chromatografii na molekulovych sitech, v soustavé tuha
latka — kapalina se jedna o gelovou chromatografii. V gelové chromatografii dochazi
Kk pronikani délenych latek do pord gelu, kde latky s menSimi molekulami pronikaji

hloubéji do gelu a jsou proto unaseny mobilni fazi pomaleji.

Kapalinova chromatografie mize byt uspofadana v ploSném uspotadani, kdy se jednd o

papirovou nebo tenkovrstvou chromatografii nebo v kolonovém uspoiadani.™
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2.2. Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) je moderni analytickou
metodou umoznujici soucasné kvalitativni i kvantitativni analyzu vzorkt. Pfi nastiiku
dvojice latek do chromatografické kolony dochazi k vytvofeni elu¢niho pasu
obsahujiciho smés obou latek. Ty jsou poté undSeny mobilni fazi a na naplni kolony
dochazi k jejich separaci. Po vystupu prvni latky z kolony indikuje detektor jeji

ptitomnost v eludtu vytvorenim elu¢ni kiivky (piku) na chromatogramu.[l]

2.2.1. Teorie

Charakteristickou veli¢inou pro kazdou hodnocenou latku je v daném
chromatografickém systému retencni (elucni) Cas tg nebo elucni objem Vg. Eluc¢ni ¢as je
doba od nastiiku vzorku do dosazeni maxima elucni kiivky a elu¢ni objem je objem
mobilni faze za tuto dobu. Veli¢iny spolu souviseji vztahem: 1]
Vg =ty X Fy,

kde Fn je prutokova rychlost.

Elué¢ni objem Vg je dan souctem V'gr + Vy, kde V'r je redukovany eluéni objem a
Vm je mrtvy objem, pfedstavujici objem mobilni faze od mista nastiiku pies kolonu a po
detektor. Vétsinou je mozné zanedbat mimokolonové ptispévky k mrtvému objemu, a
tak je Vm nazyvan nékdy také mrtvy objem kolony. Mrtvy objem Vy se zjisti
experimentalné nastfikem nesorbujici se latky. K hodnoceni uc¢innosti kolony byly
zavedeny pojmy pocet teoretickych pater n a vySkovy ekvivalent teoretického patra H.
Pocet teoretickych pater se zjisti dosazenim experimentdlné naméfenych hodnot do

vztahu: 4

_ 16 (&)
n=16 (Yv)
kde Yy je Sitka piku v zakladné vyjadiena v jednotkach objemu. Zname tedy n a

celkovou délku kolony a mizeme vypocitat vySkovy ekvivalent teoretického patra: g

H==

n
Dals§im pojmem je kapacitni pomér K, to je pomér celkového mnozstvi latky ve

stacionarni fazi k jejimu mnozstvi ve fazi mobilni: g

k:KD‘I//_;
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kde Kp je distribu¢ni konstanta, Vs je objem stacionarni faze a Vi objem mobilni faze

Vv kolong, neboli mrtvy objem kolony.

K hodnoceni t¢innosti kolony byly zavedeny dal$i pojmy jako rozliSeni, které
udava rozdil elu¢nich objemu separovanych latek déleny primérnou hodnotou Sifky
pikt. Vypocita se tedy podle vztahu: g

_ 2(VR2—VR1)
R1,2 -
Yy1+Yy2

Z tohoto vztahu vsak neni patrné, které veliCiny hodnotu R ovliviuji.

RozliSeni se da také vyjadrit vztahem:%

= (2 ()

a K+1
kde ¢len pted prvni zévorkou predstavuje ucinnost, v prvni zdvorce selektivitu a ve
, ) o g , — 2
druhé kapacitu. Selektivitu je mozné vyjadfit pomoci relativni retence: 2

tr,—tm K1
a=—_—=2=
tr,—tmy K3

kde tg,,tg, @ ty jsou retencni Casy latek 1 a 2 a mobilni faze, K; a K, jsou hodnoty
kapacitnich poméri obou latek. Uginnost, selektivitu a kapacitu je mozné ovliviiovat
zménou slozeni mobilni faze, zménou pH mobilni faze, jinou naplni kolony a teplotou

kolony. @

Dalsi hodnotou, kterd vypovida o pfesnosti stanoveni obsahu sloZek, je pomér

signalu k Sumu S/N, ktery se vypocita dle vzorce:’!

2H
S/N=T

kde H je vyska piku a h je rozpéti Sumu v misté piku méfené na chromatogramu slepého

vzorku. Dal§im faktorem je faktor symetrie piku As:

WO,OS
As ==

kde Wy s je sitka piku v jedné dvacetin€ jeho vysky a d je vzdalenost mezi kolmici

spusténou z vrcholu piku a vzestupnou ¢asti piku v jedné dvacetiné¢ jeho vySky. Faktor

symetrie piku 1 znamend ideéalni symetrii piku. [3]

Pti kvalitativnim hodnoceni chromatogramu je identifikaénim znakem elu¢ni

&as, jak bylo jiz popsano na zagatku kapitoly. Ukolem kvantitativniho hodnoceni je uréit
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z vysky nebo plochy piku koncentraci dané latky v nastiikovaném médiu. To je mozné
metodou vné&jSiho nebo vnitiniho standardu pifi pouziti jednoho standardniho vzorku
nebo sestrojenim kalibra¢ni kiivky. Pfi metodé wvnéjsiho standardu se koncentrace
stanovované latky urci porovnanim plochy nebo vysky piku latky ve stanovovaném a
porovnavacim roztoku. Pfi pouziti metody vnitiniho standardu se ke zkousenému i
porovnavacimu roztoku latky ptida stejné mnozstvi latky (vnitiniho standardu), ktera
jde na chromatogramu od zkousené latky rozliSit, ma podobny retencni Cas a nereaguje
sni. Koncentrace latky se stanovi porovnanim poméru ploch stanovované latky a

vnitiniho standardu pro zkouseny a porovnavaci roztok.[®!
2.2.2. Slozeni kapalinového chromatografu

Kapalinovy chromatograf se vétSinou skladd ze zasobnikii mobilnich fazi,
degaséru, vysokotlakého cerpadla, davkovaciho ventilu (resp. autosampleru), kolony,
detektoru, integratoru a zapisovace, piicemz funkci integratoru a zapisovace dnes plni

poéitaé.[l] Schéma zapojeni je na obr. 1

Sample
injection port

reservoirs vacuum
‘Solvent1 ‘ ‘Solvent2‘ pump

l ! | ! T —- Pressure

auge

‘Degasseﬂ ‘ ‘Degasser2 ‘ pre- I e

column
mixing vessel

Analytical

y ¥ column

High pressure pump |

differential detectorn

to waste ¥ to wggte or

fraction collector
1995 CHP

Obrazek 1: Schematické zapojeni HPLC' 4]

Zasobniky mobilnich fazi obsahuji bud’ jiz hotovou mobilni fazi v ptipadé, ze se
jednd o isokratickou eluci, pfi které se sloZzeni mobilni faze béhem analyzy neméni,
nebo jednotlivé slozky mobilni faze, které jsou nasledné smichany v piislusSném
pomeéru. Toho se vyuziva hlavné pti gradientové eluci, pfi které se méni sloZeni mobilni

faze v Case podle potieb analyzy.[l]
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Degasér je zafizeni odstraiiujici plyny rozpusSténé v mobilni fazi. Bublinky plynt
v mobilni fazi mohou pusobit problémy, naptiklad ve vstiikovacim ventilu mohou
zpusobovat nekonzistentni pratok nebo Vv detektoru mohou vést k pulzovani a
nezadoucim signalim. Pokud neni degasér soucasti HPLC, odplynéni se dosahuje
vystavenim mobilni faze ultrazvuku, probublavanim He nebo Ar nebo pouzitim vakua.

v

Nejefektivnéjsi je pouziti ultrazvuku spolu s vakuem.?!

Vysokotlaké Cerpadlo je zafizeni zajist'ujici tok mobilni faze celym systémem.
Déli se na cerpadla pulsni a bezpulsni. Pulsni ¢erpadla dosahuji pozadovaného tlaku
mobilni faze mnohokrat opakovanym stlacenim a vypuzenim mobilni faze z pracovni
komory &erpadla a byvaji zapojend spolu s tlumiéi tlakovych pulsti. Cerpadla bezpulsni
pracuji s velkym objemem pracovni komory a maji hladky tok mobilni faze bez pouziti

zatizeni pro tlumeni tlakovych pulsi. 1]

Dalsi soucasti kapalinového chronografu je davkovaci ventil. Ten umoziuje
davkovani vzorku 1 pfi tlacich mobilni faze 60 az 80 MPa. K davkovani je vyuzito bud’
vnitiniho objemu ventilu, nebo davkovaci smycky o objemu 0,2 — 2000 pl. oba typy

ventild jsou uvedeny na obr. 2.1l

PInéni A Déavkovani vzorku
P
A

Obrazek 2: Davkovaci ventily: A: s vyuzitim smycky, B: s vyuzitim vnitiniho objemu[ﬁ]
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Autosampler je zafizeni pro automatické davkovani vzorki, které nastiikuje
nastaveny objem vzorku a umoziuje nastfikovat jeden vzorek nebo mnoho vzorkii v po
sob¢ nasledujici sekvenci. Nekteré autosamplery mohou vzorky fedit nebo misit. [20]
Diky tomu, Ze autosampler plni smycku davkovaciho ventilu smérem od kolony, lze

davkovat libovolné objemy vzorki do velikosti smycky. !

Dalsi ¢asti chromatografu je chromatograficka kolona. To je v podstaté duty
valec rovnomérné naplnény nebo pokryty stacionarni fazi. Vnéjsi plast’ kolony drzi
stacionarni fazi pohromad¢ a pfi tom musi odoldvat vysokym tlakim, dale musi byt
chemicky inertni a musi mit dostateéné¢ hladky wvnitini povrch. Nejpouzivanéjsim
materialem je nerezova ocel (typ 316), plasty (PEEK) a sklo. %1 Slozent klasické HPLC
kolony je na obr. 3.

T

Obrazek 3: HPLC kolona: 1-vnéjsi plast kolony, 2-porézni kovova frita, 3-staciondrni

faze, 4-previlecny ochranny krouzek,5-koncova hlavice, 6-kapilara se Sroubem™®

wevr

Podle vlastnosti staciondrni faze se jedna o normalni f4zi, kdy stacionarni faze je polarni
a mobilni faze je nepolarni, nebo o reverzni fazi, kdy stacionarni faze je nepolarni a

mobilni faze je polarni.

Nejuzivangj$i polarni fazi je silikagel, pro c¢ely HPLC se pfipravuje silikagel
s povrchem az 150 mz/g. Nejcastejsi velikost ¢astic je 3,5 az 10 um. Aktivnimi centry
jsou silanolové skupiny na povrchu silikagelu. Hydroxylové skupiny silikagelu jsou
bud’ jednoduché, nebo dvojité a mohou byt izolované nebo vzijemné vazané

vodikovymi mustky viz obr. 4. Rozmisténi silanolovych skupin zavisi na zpracovani. [6]
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Silanalows skupina

Obrazek 4: Silanolové skupiny

Dalsim polarnim sorbentem je oxid hlinity, pouZziva se v krystalické formé¢ a pro
HPLC se aktivuje pfi teploté 500-800 °C. Vedle hydroxylovych skupin jsou na povrchu
oxidu hlinitého centra s elektron-akceptorovymi vlastnostmi, které mohou interagovat
se skupinami bohatymi na elektrony (Lewisovy baze). Primarni pouziti oxidu hlinitého
je Vv separaci nasycenych a nenasycenych alifatickych uhlovodikii a polyaromatickych

uhlovodik. [

Jinou moznosti pro pouziti normalni faze jsou chemicky vazané polarni faze
jako aminopropyl, kyanopropyl, diol a pentafluorfenylpropyl nebo nitrofenyl. Retence
na aminopropylu je vyssi zejména pro latky kyselé povahy, nevyhodou je vysoka

reaktivita. [

Sorbentem vyuZitelnym pro normalni i reverzni mod je oxid zirkoni€ity. Jako
normalni faze se pouziva nemodifikovany oxid zirkoni€ity, upraveny na monodisperzni
porézni kulové castice, ktery je odolny v celém rozsahu pH a odolny vici vysokym
tlaklim 1 teplotam. Jako revezni faze se povrch oxidu zirkoniCitého potahuje vrstvou
olybutadienu, polystyrenu nebo pyrolyticky vylouceného uhliku. Pfipadné lze tyto
povrchy modifikovat ligandem C18. [

V piipadé¢ reverzni faze se vyuziva chemicky vazanych nepolarnich
stacionarnich fazi. Ty mohou byt vazany na silikagelovy zaklad tfemi typy vazeb. Prvni
je etherova vazba Si-O-C, ta je vSak nestabilni ve vodném prostfedi a limituje tak
pouziti kolon, dal$i vazbou je vazba Si-N-C, ktera je vic¢i hydrolyze stabilnéjsi a je
pouzitelna v rozmezi pH 4-7,5. Nejstabilngjsi a nejuzivanéjsi je vazba Si-O-Si-C, ta je
vuci hydrolyze odolnd. Vazba probiha reakci s alkylchlorsilany a podle alkylu vazaného

na silanu se rozliSuji jednotlivé reverzni faze liSici se svymi vlastnostmi. Nejvice se
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pouzivaji faze C8, C18, fenyl nebo alkylfenyl. Silikagel s volnymi hydroxylovymi
skupinami obsahuje asi 8 pmol/m?, ale ze stérickych divodii miize zreagovat pouze asi
polovina téchto volnych silanolovych skupin a chemicky lze tak vézat asi 4 pmol/m2
silanu na povrchu silikagelu. Silaniza¢ni ¢inidlo je pomérné objemné a ¢im objemné;jsi
je molekula silanu a ¢im delsi ligand obsahuje, tim se dosahne niz§iho pokryti povrchu
nosice (silikagelu) chemicky vazanou fazi. Nezreagované silanolové skupiny jsou tedy
castecn¢ stinény sousednimi ligandy nebo mohou byt piistupné pro separované
molekuly. Nepolarni faze jsou zcela hydrofobni, jejich povrch se nesmac¢i vodou a
nesmi obsahovat zadné silanolové skupiny pfistupné molekulam vzorku. Na néaplnich s
nepolarni fazi musi byt retenéni objemy polar-nich latek prakticky rovné mrtvému
objemu kolony. Retenéni objemy nepolarnich latek na nepolarnich fazich rostou s
rostouci délkou ligandu (alkylového fetézce) a celkovym obsahem chemicky vdzaného

uhliku (zvétSuje se objem stacionarni faze). [6]

Vedle klasickych kolon, plnénych jednotlivymi ¢asticemi sorbentu, existuji i
kolony monolitické, jejichz napli tvofi jediny kus porézniho materidlu. Tento sorbent
obsahuje velké a stfedné velké pory, které umoznuji provadét analyzy pii vysokém
pritoku mobilni faze bez odpovidajiciho zvySeni tlaku a zaroven bez ztraty separacni
éinnosti.

Po priichodu kolonou je mobilni faze pfivedena do detektoru. V soucasné dobé
je pouzivano n¢kolik typt detektorti, jako jsou napf.. UV-VIS detektor,
refraktometricky detektor, fluorescen¢ni detektor, vodivostni detektor, elektrochemicky

detektor, chemiluminiscen¢ni detektor nebo hmotnostni spektrometr.

Spektrofotometrické detektory (UV-VIS) jsou zaloZeny na absorpci zafeni
Vv oblasti vinovych délék mezi 190 a 800 nm. Kvantitativni vyhodnoceni je zaloZeno na
Lambert-Beerové zakong, ktery vyjadiuje vztah mezi tloustkou absorbujici vrstvy,
koncentraci absorbujici slozky a vlastni velikosti absorpce vyjadienou jako absorbance.
Podle konstruk¢niho uspotadani je mozné rozdélit spektrofotometrické detektory na 4
typy. Detektory s fixni vlnovou délkou, které vyuzivaji jako zdroj zafeni nizkotlakou
rtutovou vybojku. Detektory s nastavitelnou vinovou délkou, které méti absorbanci pii
pfedem nastavené vinové délce po celou dobu analyzy. Detektory s programovatelnou
vlnovou délkou, které umoziuji ménit vinovou délku v priitbé¢hu analyzy a Detektory

diodového pole (DAD). DAD detektory umoziuji méfit absorbanci celého spektra
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soucasné. Tyto detektory umoznuji porovnavat snimana spektra s knihovnou spekter a

identifikovat tak analyzovanou latku.

Refraktometrické detektory méfi celkovy index lomu, tedy index lomu mobilni
faze 1 analyzované latky. Citlivost detektoru se tedy zvysuje s rozdilem indexu lomu
latky a mobilni faze. Z toho diivodu jej nelze pouzivat pti gradientové eluci. Nevyhodou
je velka zavislost indexu lomu na teploté. Teplota méfici cely se musi udrzovat stabilni
v rozmezi 0,001 °C. Cely jsou proto umistény v masivnim bloku s vysokou tepelnou

kapacitou, ktery je temperovan termostatem.™

Fluorimetrické detektory vyuzivaji principu fluorescence a méfeni sekundarniho
(emisniho) zateni, které latka vydavd po absorpci primarniho (excitacniho) zéfeni.
Absorbovanim energie ptechédzi latky ze zakladniho do excitovaného energetického
stavu, ze kterého se tyto latky opét vraci do stavu zakladniho za uvolnéni energie,
projevujici se jako fluorescence. Cidlo detektoru zachycujici emitované zateni musi byt
chranéno pfed excitacnim zédfenim, které by ovliviiovalo vysledky méfeni. Toho se
docili meéfenim emitovaného zafeni v kolmém sméru k excitanimu zafeni a

odfiltrovanim jeho rozptylenych zbytkii.[®!

Vodivostni detektory méfi elektrickou vodivost eluatu mezi dvéma elektrodami
v pritokové cele detektoru. Na elektrody je vkladano stiidavé napéti, aby se zabranilo
jejich polarizaci. Naroky jsou u vodivostniho detektoru kladené na mobilni fazi. Ta by
méla byt nevodiva a méla by mit velkou permitivitu, zaroveni ale musi dostate¢né
rozpoustét chromatografované latky. Tyto podminky splituje ¢isténéd voda 1 s ptfimésemi
polarnich organickych rozpoustédel. Neumoznuje ale pouziti pufr, protoze maji
vysokou vodivost a nepatrné zvySeni vodivosti v disledku malého mnozstvi iontt ve

vzorku nelze zaznamenat. !

Elektrochemické detektory se pouZzivaji pro detekci latek, které jsou schopny
elektrochemické reakce. Detektory méfi elektrickou veli¢inu (elektrodovy potencidl,
proud, kapacitu) vyvolanou prichodem latky pritokovou celou detektoru, ve které jsou
umistény elektrody s vloZzenym pracovnim napétim. Elektrochemické detektory je
mozné rozdélit na amperometrické a coulometrické. Amperometrické méii proud
vyvolany prichodem redukované nebo oxidované latky prutokovou celou. Odezva
amperometrickych detektort je zavisld na pratokové rychlosti mobilni faze.

Coulometrické detektory méfi ndboj potiebny k oxidaci nebo redukci celkového
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mnozstvi latky pfi jejim pritoku celou. Tyto detektory nemaji odezvu zéavislou na
prutokové rychlosti mobilni fdze a dosahuji vysSi GCinnosti, stability (pomér signéalu

k $umu) a selektivity. ©!

Chemiluminiscencni detektory méfi fluorescencni zatfeni vyvolané chemickou
reakci. Univerzalni chemiluminiscencni detektor vyuziva reakce analytu A s ¢inidlem R
za vzniku nestabilniho produktu AR*, ktery samovolné piechazi na AR za uvolnéni
zateni, které je nasledné detekovdno. Tato reakce probihd za chromatografickou

kolonou podobné jako klasické derivatizacni reakce. [6]

Hmotnostni spektrometrie v tandemu s kapalinovou chromatografii (LC-MS)
umoznuje identifikovat latky rozdélené kapalinovou chromatografii na zékladé poméru
hmotnosti a naboje jednotlivych fragmenti molekul. Protoze jsou latky rozdélené
pomoci HPLC ¢asto velmi polarni nebo maji vysokou molekulovou hmotnost, musi se
pouzivat jiné techniky ionizace nez v GC-MS. Nejbéznéjsi je elektronova ionizace a

chemickd ionizace. NejCastéji jsou pouzivany hmotnostni spektrometry typu

jednoduchy a trojity kvadrupol a analyzator doby letu (TOF ).[7]

Vyhodnoceni signalu detektorli provadi pocitaCova technika, kterd ma funkci
integratoru a zaznamového zafizeni. Zaroven je pomoci pocitace fizen cely systém

HPLC chromatografu.
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2.3. Ultrauc¢inna kapalinova chromatografie

Ultrau¢inna kapalinovd chromatografie je metoda analogickd k HPLC. UPLC
vyuziva sorbentii pfipravenych technologii ,,bridged hybrid particle“, které maji vétsi
mechanickou pevnost a vyss§i G€innost. Proces separace probiha za velmi vysokych
tlakd okolo 100 MPa. Oproti HPLC dosahuje UPLC krat§i doby analyzy, snizeni
spotfeby rozpoustédel a tim 1 nakladidi, zvySeni separani ucinnosti, snizeni meze

detekce, zvySeni citlivosti.l®

Sorbenty v UPLC kolonach jsou pfipravovany technologii ,,Hybrid (Silicon-
Carbon) Particle Technology”, ktera odstrafiuje volné hydroxylové skupiny v silikagelu
pomoci ethylenovych mistkl a tim zvysSuje jeho mechanickou odolnost. Velikost ¢astic
optimalni pro UPLC je 1,7 um. Dalsi snizovani velikosti ¢astic sorbentu jiz vede pouze

v o7 v, s v e ST r [6
ke zvySovani zpétného tlaku kolony a zvySeni separacni u€innosti je jiz zanedbatelné.!®

Kolony Pro UPLC jsou plnény za vysokého tlaku (20 000 psi, tj. asi 138 MPa),
coz zajiStuje optimalni uchovavani ¢astic v téle sorbentu a jejich stabilitu. Pro UPLC
jsou v dostupné 4 druhy stacionarnich fazi. Jsou to C8, C18, Shield RP18 se

zabudovanou karbaméatovou skupinou a fenylova stacionarni faze.[®
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2.4. Uprava biologického materialu

Biologicky material obsahuje vétSinou léCiva nebo jiné analyzované latky
V nizkych koncentracich a naopak mnoho endogennich latek, piisobicich nezadouci
signaly detektord a znemozilujicich pouziti nékterych analytickych metod. Vybér
metody upravy vzorku zalezi na vlastnostech analyzované latky a na druhu
biologického materidlu. V ojedin€lych piipadech se da nastifiknout na kolonu vzorek
biologického materialu bez predchozi Gpravy. Tento zpiisob se vyuziva napi. u léciv
vylucujicich se ve vysokych koncentracich moci. Opakovana aplikace biologickych
vzorkh na chromatografickou kolonu vSak vyrazn€¢ zkracuje jeji Zivotnost
neeluovatelnymi komponentami vzorku. Tento jev lze zmirnit pouzitim piedkolony,
kterd ale potfebuje Castou vymeénu. Biologické vzorky se proto upravuji deproteinaci

nebo extrakénimi metodami.?!

2.4.1. Deproteinace biologickych vzorkt

Deproteinace biologickych vzorki zabrafiuje vysrazeni obsazenych proteinli na
chromatografické koloné pti styku s mobilni fazi. Deproteinace byva provadéna

vétSinou dvéma zpisoby bud’ za pouziti deproteina¢nich ¢inidel, nebo ultrafiltraci.[?

Pii pouziti deproteinac¢nich ¢inidel dojde k precipitaci denaturovanych proteinti
a ty jsou poté odstranény centrifugaci. Po centrifugaci se odebere supernatant a ten je
mozné bud’ pfimo nastfiknout, nebo zkoncentrovat odpaienim do sucha a rozpusténim

v malém objemu rozpoustédla. Jako deproteinacni ¢inidla se pouZzivaj e

a) organicka rozpoustédla misitelna s vodou jako napf. methanol, ethanol,
acetonitril, aceton
b) silné kyseliny trifluoroctova, trichloroctova, chlorista nebo mravenci

c) soli tézkych kovii: Na,WQy, ZnSO4, CuSo,4, Ba(OH),

a jejich kombinace. Organicka rozpoustédla jsou velmi Casto pouzivana k deproteinaci
vzorkll pted analyzou HPLC nebo GC, nejpouzivanéjSim je pak acetonitril. Dale se
vyuziva také aceton, ten ovSem muze interferovat diky své vysoké absorpci v UV
oblasti. Velmi dobrymi deproteina¢nimi ¢inidly jsou také kys. trichloroctova a chlorista.

Soli tézkych kovil se pii chromatografickych analyzach moc nepouiivé.[z]
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Druhou moznou deproteina¢ni technikou je ultrafiltrace. Pfi pouziti této metody
jsou proteiny oddé€leny ze vzorku pomoci semipermeabilni membrany. Vyhodou je, ze
nedochazi k nafedéni vzorku deproteina¢nimi €inidly ani k jinym interakcim s nimi.
Tuto metodu je vyhodné pouzivat pro analyzu 1éCiv, ktera nejsou vazana na proteiny,
nebo K urceni poméru volné a vazané frakce u 1éCiv s vazbou na plazmatické bilkoviny.

Nevyhodou deproteinagnich technik je vysoky obsah endogennich latek ve vzorku.?
2.4.2. Extrakce organickymi rozpoustédly

Metoda extrakce latky z biologického vzorku kapalnymi rozpoustédly (LLE-
liquid-liquid exttraction) spoc¢iva v jejim ptechodu mezi vodnou a organickou fazi, které
jsou vzajemné nemisitelné. Ustanovi se rovnovazny stav v rozdélovacim poméru

K podle Nernstova zakona:

__ celkova koncentrace v organické fazi (mg/ml)

celkova koncentrace ve vodné fazi (mg/ml)

Pokud K je vyssi nez 1, prechazi latka spontanné z roztoku do rozpoustédla,

pokud je K niz§i nez 1, je tfeba provést vicestupiiovou extrakei.[?
Extrak¢ni proces zavisi na vice faktorech, jsou to:[®

a) fyzikalné chemické vlastnosti rozpoustédla
b) pH vodné faze

C) vzéajemny pomér fazi

d) zpusob a doba trvani extrakce

e) zpusob ptedchoziho zpracovani vzorku

Dulezitou vlastnosti rozpoustédla je jeho dielektricka konstanta. Je-li
dielektrickd konstanta nizka, rozpoustédlo je nepolarni a budou se do néj snadno
extrahovat hydrofobni latky. Je-li vysokd, je rozpoustédlo polarni a budou se do n¢j
extrahovat pfedevSim hydrofilni latky. Dulezita je také nemisitelnost obou fazi.
Rozpoustédlo zaroven nesmi reagovat ani s vodnou féazi, ani s extrahovanou latkou.
V ptipad¢ spektrofotometrického stanoveni je tfeba brat vuavahu 1 absorpci
rozpoustédel. Dal§i vlastnosti je té€kavost rozpoustédla, kterd je nutnd pro
zkoncentrovani extraktu odpafenim do sucha a rozpus§ténim v pifesném objemu mobilni

faze nebo jiného rozpoustédla. 8]
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Hodnota pH ma vliv na pomér disociované a nedisociované formy léciva, které
chceme ze vzorku extrahovat. Aby lécivo prechdzelo do organického rozpoustédla,
musi byt v nedisociované formée, toho se u kyselych latek docili snizenim pH vodné faze

a u bazickych zvysenim pH vodné faze. (6]

Vhodné zvoleny pomér vodné a organické faze miize zvysit extrahovatelnost
latky a zpracovatelnost extrakéni smési. Vyssi podil organického rozpoustédla znamena
vyssi vytéznost a niz§i moznost tvorby emulzi. Na druhou stranu je ve vét§im objemu
niz§i koncentrace 1éCiva a to muze prodlouzit dobu odpafovani. Vhodny je pomér

vodné:organické fazi 1:5-10. ¥

Zpisob, intenzita a doba tfepani jsou velmi dulezitymi faktory pro
reprodukovatelnost metody. Intenzita a doba tfepani musi byt dostateéné K co
nejuplngjsimu prechodu extrahované latky, ale nesmi byt pfili§ dlouha jak z praktického

hlediska, tak aby se zabranilo vzniku t&7ko délitelnych emulzi. &

Ptedchozi zpracovani vzorku muze ovlivnit extrakci pfiznivé i1 nepfiznivé.
Deproteinace silnymi kyselinami ma za nasledek snizeni pH vzorku a tedy sniZeni
extrakce bazickych latek nebo se extrahovand latka muize adsorbovat na precipitované
proteiny. Naopak vhodn€¢ zvolena deproteinacni technika muize zvysit vytéznost

extrakee 1é&iv s vysokou vazbou na bilkoviny. !
2.4.3. Extrakce na pevné fazi

Metoda extrakce na pevné fazi (SPE- solid phase extraction) vyuziva
mechanismu sorpce a zpétného vymyvani extrahovanych latek ztuhych sorbentt,
podobné jako kapalinovéa chromatografie. Vzorek biologického materidlu se po natedéni
vodou necha projit extrakéni kolonkou, analyzovand latka se nasorbuje na sorbent
uvnitf kolonky, ta se pak promyje od zbytki biologického materidlu a nakonec se
analyzovana latka vymyje z kolonky vhodnym rozpoustédlem. Ziskany extrakt se
odpaii do sucha a rozpusti se v pfesném mnozstvi mob. faze nebo pozadovaného
rozpoustédla. Tyto sorbenty musi byt nerozpustné v pouzivanych eluénich systémech,
nesmi s nimi reagovat, nesmi reagovat s analyzovanymi latkami a musi mit velkou
adsorp¢ni kapacitu pii zachovani reverzibility adsorpce. Sorbenty se déli na polarni a
nepolarni. PouZzivaji se sorbenty podobné tém chromatografickym, jako oxid hlinity,

hofecnaty, silikagel a chemicky vazané faze a to normalni i reverzni faze C8, C18 atd.
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Metoda extrakce na pevné fazi je jednoducha, rychld a vykazuje dobrou vytéznost i
reprodukovatelnost. Proti LLE se pii SPE snizuje spotieba organickych rozpoustédel a

T ‘ . 2
prinasi moznost automatizace.!?)

2.4.4. Mikroextrakce tuhou fazi

Metodu mikroextrakce tuhou fazi, neboli solid phase micro-extraction (SPME),
vyvinul Janusz Pawliszin na Univerzity of Waterloo Ontario v Kanadé. SPME je mozné
pouzivat u vzorkt hodnocenych jak GC, tak HPLC. !

Principem této metody je sorpce analytu na 1 nebo 2 cm dlouhé kiemenné
vladkno pokryté polymerem. Toto vlakno je spojeno s ocelovym pistem a umisténo
v duté jehle, ktera chrani vlakno pfed mechanickym poskozenim. Po propichnuti septa
vialky jehlou se vlakno vysune do vzorku, piipadné do prostoru nad hladinou v ptipadé
head-space SPME. Analyt se sorbuje do vrstvy polymeru. Poté je vlakno zatazeno do
jehly a vytaZeno z vialky se vzorkem. Nésledn¢ je analyt z vldkna desorbovéan do

rozpoustédla a nastiiknut na HPLC.LY

SPME je metodou rovnovaznou, to znamena, Ze ze vzorku je extrahovano pouze
malé mnozstvi latky vzhledem k jejimu celkovému obsahu. Rovnovazny stav SPME je
zéavisly na koncentraci analytu ve vzorku a na typu a tlouStce polymeru pokryvajiciho
SPME vlakno. MnoZstvi sorbovaného analytu zavisi na distribu¢ni konstanté€ a tloust'ce
vrstvy polymeru. Doba extrakce je dana ¢asem potiebnym k ustaleni rovnovahy (te),
nebo ¢asem potfebnym k extrakci dostatecného mnozstvi analytu. Extrakéni proces je
selektivni a je potieba zvolit vhodny polymer pokryvajici vldkno a silu jeho vrstvy.
MnozZstvi analytu na vlakné& je pfi dosaZeni rovnovahy pfimo imérné mnozstvi analytu

ve vzorku: [

AN
KV + Vs

kde n je mnozstvi analytu sorbovaného na vlaknu, Cp je po€atecni koncentrace analytu
ve vzorku, Kgs je rozdélovaci koeficient polymer-vzorek, Vs je objem polymeru, Vs je
objem vzorku. Polymery pouzité k extrakci se vybiraji s ohledem na co nejvyssi
konstantu Ky, coz zpusobuje vysokou sorpéni schopnost vlakna se selektivnim efektem.
Hodnota Ky neni dostatecné vysoka, aby se sorbent extrahoval v plné mife, to

neumoziuje ani kapacita vlakna. V piipad¢ dostateéné velkého objemu vzorku nezavisi
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mnozstvi navazané latky na objemu vzorku, coz umoziiuje odebirani vzorkl Zivotniho

prosttedi metodou SPME napitiklad ponofenim piimo do feky. 9]

V praxi se da pouzit nekolik moznych variant uspofadani SPME. Sorbent je na

povrchu vldkna, na vnitini stén& duté jehly, nebo na vnitini sténé kapilary.™”

Klasické uspotadani SPME vlékna bylo popsano na zacatku této kapitoly.

V piipad¢ polymerem pokryté jehly se jednd o tzv. solid phase dynamic
extraction (SPDE), ktera je vyuzivana hlavné pii head-space vzorkovani v plynové
chromatografii. To se provadi opétovnym nasavanim a vytlatovanim vzorku z head-

space prostoru pomoci plynotésné strikacky. [10]

In-tube SPME, kdy je sorbent navdzany na vnitini sténu kapilary, se pouziva
k analyze pouze kapalnych vzorkd. Pro tuto metodu se nevyrabi hromadné zadné
kapilary, pouzivaji se proto segmenty kapilar pro plynovou chromatografii s originalni
naplni nebo se povrch kapilary pfipravuje individualng. V z4jmu zvySeni extrakéni
ucinnosti snizenim objemu kapilary mtze byt do kapilary vloZen ocelovy dratek (wire-
in-tube usporadani). In-tube SPME mize byt kompletné¢ automatizovana zapojenim
kapilary s autosamplerem. Kapilaru Ize umistit mezi jehlu autosampleru a vstfikovacim
ventil nebo misto davkovaci smycky ventilu. Vzorek je opakované nasdvan a
vytlacovan z kapilary, dokud se neustdli rovnovdha nebo se neextrahuje dostatecné
mnozstvi analytu. Desorpce mize byt staticka, kdy se do kapilary nasaje rozpoustédlo a
poté je srozpusténou latkou nastiiknuto na kolonu nebo pfi dynamické desorpci je
kapilara promyvana mobilni fazi, ktera pokracuje pifimo na kolonu. Metoda je
limitovana cistotou a homogenitou vzorkl, vzhledem k mozné kontaminaci HPLC

. s . 1
systému necistotami. !

Faktora, které ovlivityji extrakéni ucinnost SPME, je mnoho. Velky vyznam ma
beze sporu slozeni sorbentu, kterym je vlakno pokryto. Sorbent se muze skladat
z jednoho, popt. vice polymerd. Bézn€ se pouzivaji vldkna pokrytda vrstvou
polydimethylsiloxanu (PDMS), polyakrylatu (PA), Carboxen-PDMS, PDMS-
polydivinylbenzen (PDMS-DVB) a Carbowax-DVB). Sorbenty obsahujici DVB se
skladaji z poréznich ¢astic DVB, které jsou drzeny pohromadé pojidlem PDMS, nebo
Carbowaxem. Byl pfipraven i povlak DVB-Carboxen-PDMS. Sila vrstev je rtizna pro

jednotlivé sorbenty. PDMS povlak byva o sile 7, 30 a 100 um, PA 85 um, 75 um pro
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Carboxen-PDMS a 65 pm pro PDMS-DVB a Carbowax-DVB. Diilezitou vlastnosti pfi
vybéru sorbentu je jeho polarita, ta by se méla shodovat s polaritou latky, kterou
chceme extrahovat. Nepolarni latky se dobfe vazou na nepolarni PDMS vldkna. PDMS
je zéroven nejodolngjsi kryti vlaken pro mikroextrakci a méa dobrou ti€innost i po mnoha
opakovanych sorpcich a desorpcich. Vldkna pokrytd PA jsou vhodnd pro mirné
polarngjsi latky, jako jsou chlorfenoly nebo benzodiazepiny. PA vrstva také extrahuje
balastni latky, coz nepfiznivé ovlivituje analyzy biologickych vzorkd. Vybér z dalsich
typt vlaken vice zalezi na zkuSenostech, PDMS-DVB a Carbowax-DVB jsou vhodna
pro tékavejsi analyty, diky jejich sorpci na porézni Castice. Také rozsah linearity je

mensi pro vlakna kryta PDMS-DVB a Carbowax-DVB.™

DalSimi faktory, které maji vliv na GCinnost extrakce, jsou michani vzorku,
teplota, pH nebo ptidavek soli. Michani vzorku snizuje ¢as potiebny k dosazeni
rovnovahy. Pii analyze biologickych vzorkii je nejCastéji pouzivano michani
magnetickou michackou, jeho nevyhodou je vSak obtiZzna automatizace. Pti HS-SPME

je vyhodné pouzit k michani ultrazvuk, ktery zlepSuje extrakei t&kavych latek.!™!

Zvysujici se teplota ma nepiiznivy vliv na Kgs, to pti dosazeni rovnovahy snizuje
citlivost metody. Na druhou stranu zvyseni teploty urychluje extrakci. Toho miuze byt
vyuzito pii extrakcich s dobou sorpce krat$i, nez je doba potiebna k dosazeni
rovnovahy. Pozitivni vliv mize mit zvySeni teploty vzorku pro vzorky s vyssi
viskositou, jako jsou naptiklad vzorky plazmy. ZvySeni teploty mé pozitivni vliv na

extrakei latek z HS prostoru.! !

Hodnota pH je zasadni pii SPME kyselin nebo bazi, podobné jako pii LLE.
Kyseliny se 1épe extrahuji ze vzorkl s nizkou hodnotou pH a baze ze vzorkl s vysokou

hodnotou pH.[1Y

V pripadé pridavku soli ke vzorku se literatura neshoduje. Napt. Ulricht™ ve
sveé praci uvadi, Zze pfidavek soli nema zadny pozitivni vliv na mnoZstvi extrahované
latky a zaroven nedoporucuje piekracovat 10% obsah soli ve vzorku. Jini autofi,
napiiklad Padront?, Moeder™! viak ve svych pracich ptidavaji 20-30% NaCl do

vzorku.

Vyhody v pouziti metody SPME jsou moznost pouzivani bez organickych

rozpoustédel, jednoduché provedeni, mala narocnost na vybaveni, snadna automatizace,
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vysoka citlivost a také dobrd linearita. Na druhou stranu u nékterych latek je cas
dosazeni rovnovéahy del§i nez u LLE nebo SPE, musi se proto provadét pii extrakénich
Casech nizSich nez t.. Déle je po kazdé mikroextrakci nutné vlakno Cistit, coz také
prodluzuje Cas analyzy. Také recovery neni piili§ vysoka a mize se ménit v disledku
opakovaného pouzivani SPME vlakna. Kvantifikace je nachylna k chybam v duasledku

zmén v matrix vzorku, a to i pfi pouZiti vnitiniho standardu.[*!
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2.5. Nesteroidni antiflogistika

w1

analgeticky a antipyreticky ucinek a nemaji steriodni strukturu. Mechanismem ucinku
téchto latek je inhibice syntézy prostaglandint, které jsou medidtory zanétu a bolesti,
prostfednictvim inhibice enzymu cyklooxygenazy (COX). Cyklooxygendza katalyzuje
pfeménu kyseliny arachidonové na cyklicky endoperoxid a vyskytuje se v nékolika
izofotach. Nesteroidni antiflogistika inhibuji COX I a COX II. Inhibice COX Il je
zodpovédna za antiflogisticky, antipyreticky i analgeticky uc¢inek. Inhibice COX T je
zodpovédna za nezadouci ucinky téchto 1éCiv, mezi které patii napf. poSkozeni
zaludec¢ni a stfevni sliznice, nebo poruchy prokrveni ledvin. Z hlediska selektivity se
daji inhibitory cyklooxygenazy rozdélit na COX neselektivni, COX II preferen¢ni a
COX II selektivni. Zhlediska chemické struktury se tato skupina dé&li na
butylpyrazolidiny, derivaty kyseliny octové, oxikamy, derivaty kyseliny propionové,

fenamaty, koxiby a ostatni.*

2.5.1. Ibuprofen

Ibuprofen, chemicky 2-(4-isobutylfenyl)propionova kyselina, je bily krystalicky
praSek nebo bezbarvé krystaly. Je prakticky nerozpustny ve vodé¢, snadno rozpustny
v methanolu, acetonu, etheru a dichlormethanu.!®! Uhlik v poloze 2 je chiralni, z &ehoz
vyplyva existence dvou enantiomerd. Antiflogisticky ucinek je vazan na S-formu,
Vv praxi se vSak pouzivd racemickd smes, protoZze po podani ibuprofenu je vlivem

1someraz neaktivni R-forma pfeménéna na aktivni S-formu.[™!

Momentalné je ibuprofen v CR registrovan v nékolika lékovych formach,
ato v potazenych tabletach, obsahujicich 200, 400, 600 a 800 mg, Vv orodisperznich
tabletach s obsahem 100 mg, Vv effervescentnich tabletach obsahujicich 400 mg,
Vv effervescentnim prasku se 600 mg v jednom sacku, dale jako meékké tobolky
s obsahem 200 a 400mg, peroralni suspenze obsahujici 20 nebo 40 mg/ml, Eipky
s obsahem 60 nebo 125 mg a pro lokélni aplikaci jako 5% gel nebo krém. Dale je
registrovan injekéni roztok v koncentraci 5 mg/ml pro 1écbu hemodynamicky
vyznamného otevieného ductus arteriosus u pifedcasné narozenych déti. Jako ibuprofen-
lysinat jsou registrovany obalené tablety se 683,246 mg ibuprofen-lysinatu, coz

odpovidd 400 mg ibuprofenu a prasek pro piipravu peroralniho roztoku o stejném
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obsahu. V kombinaci je ibuprofen registrovan v tabletach s pseudoefedrinem o obsahu
200 mg ibuprofenu a 30 mg pseudoefedrinu ve formé¢ hydrochloridu, které jsou urcené
pro symptomatickou 1écbu akutnich infek¢nich onemocnéni hornich cest dychacich.
V kombinaci s heparinem k lokalni aplikaci jako gel obsahujici 5% ibuprofenu
a 0,2% heparinu (100 m.j./mg) urCeny pro terapii pourazovych stavl, zanéti Slach a
svali, tromboflebitidy a jinych lokdlnich projevii akutnich a chronickych forem

revmatickych onemocnéni. [16]
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2.6. Reserse

Validace a pouziti in vivo SPME pro detekci vznikajicich

kontaminantii v rybzich[m

Studie se zabyvala Iin vivo stanovenim hladin karbamazepinu, diklofenaku,
ibuprofenu, naproxenu, fluoxetinu a bisfenolu A v rybach pomoci LLE a in vivo SPME
a ve vod¢ pomoci SPME a SPE. Koncentrace ibuprofenu ve vod¢ zjisténé metodou
SPME byly vyssi nez koncentrace zjisténé metodou SPE a ve vzorcich rybiho svalu se
koncentrace zjistené metodou SMPE a LLE témét nelisily. Hodnoceni probihalo

pomoci LC-MS.

Chromatografick¢é podminky: mob. fiaze A: octan amonny, mob. faze B:

methanol. Kolona C18.

Podminky SPME: PDMS vldkno bylo 20 min ponechano v rybim svalu a poté

desorbovano ve 100 ml methanolu po dobu 1 h.

Nova in-tube SPME pro velmi nizké koncentrace hydrofobnich latek!™

Studie zkoumala spojeni in-tube SPME s kapilarni elektroforézou a vyuziti této
metody pro velmi nizké koncentrace hydrofobnich latek. Metoda byla validovana na
ibuprofenu, indometacinu, loratadinu a doxazosinu. Byla vyvinuta metoda pro stanoveni

loratadinu v krali¢i krvi.

Vodny roztok analyzovanych latek byl pumpovan pratokovou rychlosti 2
ml/min pftes kapilaru pokrytou (35%-phenyl)-methylpolysiloxanu o tloust’ce vrstvy 0,25
pum po dobu 30 min, poté byla voda vytlaCena vzduchem a kapilara byla naplnéna
prostiedim pro elektroforézu. Bylo provedeno rozdéleni elektroforézou a detekce

UV-VIS detektorem.

Stanoveni vazby 1é&iv na plazmatické bilkoviny pomoci SPME!!

Studie se zabyvala stanovenim volné a vazané frakce 1é¢iv v plazmé a to u ibuprofenu,
verapamilu, warfarinu, propranololu a kofeinu. Zjistovala vliv fedéni plazmy
fosfatovym stabilizacnim roztokem a vliv inkubace s 10% CO; na rovnovahu mezi

vazanou a nevazanou frakci. Pro extrakce byla vyuzivana vldkna pokrytd vrstvou
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polydimethylsiloxanu (PDMS) a polypyrolu (PPY). Rovnovazného stavu sorpce
dosahovaly latky u PPY jiz do 10 min, u PDMS vlékna za 3 h. Desorpéni médium byla
smés acetonitril:voda(50:49) s pridavkem jednoho dilu kys. octové nebo amoniaku

podle acidobazické povahy analyzovaného 1éCiva. Analyza vzorkl probihala za pouziti

LC-MS.

Chromatografické podminky: kolona RP18, mob. faze A: acetonitril/'voda (10:90)
s 0.1% kys. octovou, mob. faze B: acetonitril/voda (90:10) ) s 0.1% Kkys. octovou.

Optimalizace SPME pro in-vivo stanoveni vybranych 1é¢iv v rybim

svalu pomoci LC-MS

Studie se zabyvala srovnanim klasické SPME a nové thin film microextaction
(TFME) pro stanoveni karbamazepinu, fluoxetinu, diazepamu, venlafaxinu, ibuprofenu
a gemfibrozilu v rybim svalu. lbuprofen byl stanoven pouze v odpadni vodég, v rybim
svalu nebyl detekovan pro velmi rychlou exkreci a nizkou biokoncentraci. Pro
mikroextrakci byl pouzit sorbent C 18 o sile vrstvy 45 um a délce 1,5 cm, a to na
kulatém vldknu o priméru 200 pm a délce 40 mm nebo na tyéince o rozmérech
40%2,1x0,07 mm. Sorbenty byly vkladany do ryb na dobu 30 min, poté nasledovala 90
min desorpce ve smési methanol:voda (60:40). Vysledky ukazaly az desetinasobné vétsi

extrahované mnozstvi 1éCiv pii pouZziti metody TFME.

Chromatografické podminky: kolona C 18, mob. faze - gradient voda:methanol, detekce
MS

SPME a chiralni HPLC analyza ibuprofenu v moti?!

Prace se zabyvala analyzou enantiomerd ibuprofenu v lidské moci. SPME
vlakno bylo pokryto vrstvou PDMS-DVB a extrakéni schéma bylo 30 min sorpce a 5
min desorpce ve 200 pl mobilni faze, nastfikovano bylo 50 ul vzorku. Bylo dosazeno
vytéznosti kolem 19,8% pro R-ibuprofen a 19,1% pro S-ibuprofen. Metoda byla linearni
v rozsahu koncentraci 0,25-25 pg/ml. Metoda testovala vzorky ¢isté moci s ptidavkem

ibuprofenu a vzorky moci dobrovolnika po podani 200 mg racemického ibuprofenu.

Chromatografické podminky: chirdlni kolona, mobilni faze - methanol:kys. fosforecnd o

pH 3(75:25), prutokova rychlost 0,45 ml/min, detekce 230 nm
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Spojeni SPME a micelarni desorpce s HPLC pro analyzu
farmaceutickych zbytku v kapalnych vzorcich Zivotniho prostf'edi[lz]

V této praci byla vyvinuta metoda pro analyzu ibuprofenu, ketoprofenu,
naproxenu, fenazonu, betafibratu a karbamazepinu ve vodnych vzorcich pomoci SPME
a micelarni desorpce. Pro SPME bylo vyuzivano vlakno pokryté 65 um vrstvou PDMS-
DVB. Doba sorpce byla 60 min, micelarni desorpce probihala po dobu 10 min
v kénickém 100 pl insertu obsahujicim 60 pl desorpéniho média, ktery obsahoval jako
surfaktant 5 % (v/v) polyoxyethylene 10 lauryl ether. Vzorky byly nasyceny NaCl (
30% w/v) a pH bylo upraveno na 2,5 amonno-formiatovym pufrem. Pro ibuprofen bylo
dosazeno vytéznosti 96+2 % ve vzorcich odpadni vody 104+10 % ve vzorcich moiské
vody a 1077 % ve vzorcich povrchové vody. Kvantifikace byla provedena v rozsahu

0,25-2 pg/ml pro zkousen¢ latky.

Chromatografické podminky: kolona C18, mob faze- methanol:voda gradient, pH 3

upravené kys. octovou, prit. rychlost Iml/min

Optimalizace derivatiza¢ni reakce a SPME podminek pri stanoveni
NSAIDs v hovézim mléku pomoci GC-MS#

Tato prace se soustiedila na optimalizaci derivatizacni reakce ibuprofenu,
naproxenu, ketoprofenu, flufenamové kyseliny, diklofenaku, tolfenamové kys. a
meklofenamové kys. Tyto latky byly pievadény na jejich ethyl estery. Dale byly
optimalizovany podminky mikroextrakce tuhou fazi. Byla zkouSena vldkna pokryta
PDMS, PDMS-DVB a PA. Jako nejlepsi bylo zvoleno PDMS vldkno pro nejkratsi
min. SPME byla provadéna pomoci autosampleru s SPME modulem, jako nosny plyn

bylo pouzito helium.
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Kombinace statistickych a analytickych vyhodnocovacich metod jako

nova optimalizacni strategie pro kvantifikaci farmaceutickych zbytki

ve splaskovych odpadnich vodach®!

V této studii byla zkouSena metoda soucasné extrakce 1é¢iv s Kyselou a bazickou
povahou (ibuprofen, fenoprofen, diklofenak, diazepam a loratadin). Pfi tomto postupu
byla zahdjena extrakce ve vzorku s pH 2,5 po dobu 35 min, poté bylo pH zvySeno na 7
pfidanim 0,4 M hydrogenfosfore¢nanu disodného bez pferuseni extrakce a bylo
pokracovano dalSich 20 min, desorpce probihala béhem 5 min pii 270 °C. Bylo
provedeno srovnani s postupem oddélenym pro kazdou skupinu latek zvlast. Bylo
zkouseno 5 riznych vlaken: PDMS-DVB-CAR, PDMS, CAR-PDMS, CW-DVB, PA.
U ibuprofenu bylo dosazeno vytéznosti pies 70%. Metoda zmény pH se ukazala jako
vhodnd pro soucasnou extrakci kyselych a bazickych latek. Hodnoceni probihalo

pomoci GC s FID detekei.

SPME-GC-MS analyza biologicky aktivnich liatek ve vodnych

vzorcich*®

V této praci byla vyvinuta metoda SPME pro analyzu stopovych mnoZstvi
biologicky aktivnich latek ve vodé a byla porovnana s metodou SPE nasledovanou
derivatizaci a hodnocenim pomoci GC-MS. SPME byla zkousena s ohledem na
soucasné stanoveni ibuprofenu, paracetamolu, fenazonu, karbamazepinu a nonylfenolu.
Zkoumana vlakna byla pokryta PA o sile 85 um, PDMS-DVB 65 um a CW-DVB
65 um. Jako nejvhodnéjsi bylo vyhodnoceno vldkno pokryté CW-DVB. Jako optimalni
doba sorpce byla zvolena doba 30 min, vlakna byla desorbovana po dobu 2 min pfi
280 °C. Ke vSem vzorkiim o objemu 4 ml byl pfidan 1 g NaCl a pH bylo upraveno na 2
30% kys. sirovou. Jednim z vyznamnych kontaminanti v povrchové a fi¢ni vodé byl

ibuprofen s koncentraci v fadu ng/I.
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3. Cil prace
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Cilem této diplomové prace je vypracovat metodu mikroextrakce na tuhé fazi
pro hodnoceni ibuprofenu v plazmé. Pti optimalizaci zhodnotit vliv jednotlivych
podminek mikroextrakce. Z podminek byl sledovan vliv fedéni vzorku pied
mikroextrakci, vliv vysolovani a vhodnost nasobné mikroextrakce oproti mikroextrakci
jednoduché. Dalsim ukolem bylo stanovit ibuprofen v plazmé metodou vnitiniho
standardu, pouzit tuto metodu pro sestrojeni kalibra¢ni ptimky, ovéfit ji na modelovych

vzorcich a stanovit detek¢ni a kvantitativni limit.
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4. Experimentalni ¢ast
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4.1. Material a pomiicky

Chemikalie a biol. material:

Ibuprofen, Sigma, St. Louis, USA

Naproxen, Sigma, St. Loius, USA

kyselina chlorista, Merck, Darmstadt, NSR

methanol, Merck, Darmstadt, NSR

krali¢i plazma, Eldoret s.r.0., Praha, CR

Pomtcky:

drzak pro SPME vlékna - Supelco, Belefonte, USA

SPME vlakno PDMS-DVB 60 um - Supelco, Belefonte, USA

mikropipeta - Eppendorf Research, Némecko

analyticka kolona Separon SGX C 18, 7 um, 150x4 mm L.D., Tessek Ltd., Praha, CR
Ptistroje:

¢erpadlo 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
pocitatovy program ChromQuest 4.2.34 — Thermo Electron 2003, USA
analytické vahy HR-120-A&D Company Itd. Japonsko

pH metr Acidimetr 333 - Druopta Praha, Ceska republika

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

magnetickd micha¢ka MM2A — Laboratorni pfistroje Praha, Ceska republika
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4.2. Priprava vzorkl a standardu

Na analytickych vahach bylo navazeno 0,0100 g ibuprofenu do odmérné barky
0 objemu 10 ml. lbuprofen byl rozpustén v methanolu a po rozpusténi byla barika
doplnéna methanolem po rysku. Tim vznikl zékladni roztok o koncentraci 1 mg/ml.
Tento roztok byl pouzit pro piipravu standardd. Postupné byl tento roztok ziedén 100X,
1000x a 10 000x a byly ziskany roztoky standardti o obsahu 0,01mg/ml, 0,001mg/ml a
0,0001mg/ml.

Pii piipraveé vzorka plazmy bylo ptidavano mikropipetou pozadované mnozstvi
methanolického roztoku o koncentraci ibuprofenu 1 mg/ml k plazmé, ktera byla
nasledné fedéna vodou. U takto nafedéné plazmy byla jesté upravena hodnota pH na 3

kyselinou chloristou o koncentraci 5%.

Pro upravu mobilni faze byla ptipravena 20% kys. chlorista pfidanim 8 ml 70% Kkys.
chlorist¢ do 20 ml vody. Pro tpravu vzorkli byla kys. chloristd nafedéna na 5%

ptidanim 5 ml 20% kys. chloristé k 15 ml vody.
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4.3. Vlastni provedeni extrakce

PDMS-DVB vlakno bylo 30 min aktivovano ponofenim do methanolu za stalého
michani. Vzorek po upravé pH byl pielit do 7 ml vialky, ktera umoziovala pouziti
michadla a umistén na magnetickou michacku. MagnetickdA michacka stila na
laboratornim stojanu, na kterém byl uchycen i drzdk SPME vldkna. Vldkno bylo
ponoieno do vzorku a nechano za stilého michani ibuprofen sorbovat na kiemenné
vlakno po dobu 30 min. Vv piipadé jednoduché extrakce, a nebo 3x10 min, nebo 2x15
min. v ptipadé¢ nasobné extrakce. Po ukonceni sorpce nasledovala vzdy desorpce do
insertu obsahujiciho 250 ul methanolu, ktera trvala 20 min, pfipadné 3x7 min nebo
2x10min. Insert ve vialce byl uzavien septem a po promichani bylo desorpéni médium
hodnoceno HPLC. Vlakno po desorpci bylo vymyvano v methanolu za stalého michani

po dobu 30 min a bylo tak pfipraveno pro dalsi mikroextrakei.
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4.4. Chromatografické podminky

Vzorky byly hodnoceny na koloné Separon C18 o priméru zrn 7um. Davkovani

vzorku zajist'oval autosampler, ktery nastfikoval objem 20ul vzorku.
Analyza byla provadéna detektorem pii vinové délce 222 nm.

Mobilni faze byla smés methanolu a vody Vv poméru 75:25 s upravenou
hodnotou pH na 3 pomoci 20% kyseliny chloristé. Pritok mobilni faze byl 1,2 ml/min.

Odplynéni mobilni faze probihalo 10 min v ultrazvukové 1azni.
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5. Vysledky a diskuse
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5.1. Vybér chromatografickych podminek

Chromatografické podminky byly pfevzaty z prace Lady Luksikové!, V téchto
podminkach bylo slozeni mobilni faze methanol:voda 50:25 s upravou pH na hodnotu 3
a prutokem 0,8 ml/min. Za téchto podminek doslo k eluci ibuprofenu v ¢ase 9 min, coz
je vzhledem k 10 min trvani analyz tésné pied koncem, a proto neni tento retencni ¢as
ptili§ vhodny. Upravy retenéniho ¢asu bylo docileno zvy$enim pritoku mobilni fize na
1,2 ml/min. Reten¢ni ¢as ibuprofenu se tak posunul na hodnoty 4,5 min, coZ je jiz ¢as

vyhovujici.

Tvary pikt ibuprofenu ale nebyly idedlni, a proto bylo potfeba podminky
chromatografické analyzy dale upravit. Dalsim krokem v Gpravé podminek byla zména
slozeni mobilni faze. Oproti pivodnimu sloZzeni mobilni faze byl navySen obsah
methanolu na pomér methanol:voda 75:25. Hodnota pH byla zachovana. Vzled piki se
zlepsil (obr. 5) a tyto podminky byly zachovany pro hodnoceni vzorkt v prib&hu celé

prace.

Hodnoceni vzorkt probihalo UV detektorem pii vinové délce 222 nm, ktera byla

W W A 4 wr r 24
rovnéZ prevzata z prace Luksikoveé?Y,
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Obrazek 5: Chromatogram standardu ibuprofenu: koncentrace ibuprofenu (1)

0,01mg/ml, chromatografické podminky viz kap. 4.4.
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5.2. Vybér podminek pro SPME

Casové rozvrzeni mikroextrakce bylo pievzato z diplomové prace Lucie
Stichové®!, ktera zkousela extrahovat ibuprofen ze vzorkil plné krve. Z téze prace byla
prevzata i Gprava pH vzorku na hodnotu 3 kyselinou chloristou 5%. Chromatogram
vzorku extrahovaného za téchto podminek je na obr. 6. Tyto zvolené podminky byly
vyzkouSeny na ruznych koncentracich ibuprofenu v plazmé viz kapitola 5.3. Extrakce
byla provedena i na vzorku ¢isté plazmy bez piidavku ibuprofenu. Na chromatogramu
tohoto vzorku (obr. 7) nebyly zadné interferujici piky. Postup byl dale optimalizovan
v kapitolach 5.4. - 5.6. Zadn4 z Gprav ale nepfinesla vyrazné zlep$eni vytéZnosti, a proto

byl piivodni postup vyuzit i pro kvantifikaci ibuprofenu ve vzorku plazmy.
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Obrdzek 6:Chromatogram mikroextrakce ibuprofenu: koncentrace ibuprofenu (1) byla

3ug/ml naredeéného vzorku, chromatografické podminky viz kap. 4.4.
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Obrazek 7: Chromatogram mikroextrakce prdzdné plazmy: chromatografické

podminky viz kap. 4.4.
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5.3. Vliv koncentrace ibuprofenu

Vliv koncentrace ibuprofenu na recovery metody extrakce ibuprofenu z plazmy
byl zkousen na né¢kolika vzorcich, které byly piipraveny podle bodu 4.2. V tomto
ptipad¢ bylo 0,5 ml plazmy natedéno 4,5 ml vody. Ke vzorkiim bylo ptidavano 5-50ug
ibuprofenu a nasledné extrahovano podle kapitoly 4.3. jednoduchou mikroextrakci.

Vysledky téchto extrakei jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1: Vliv koncentrace ibuprofenu

Mnozstvi Koncentrace Plocha piku | Primér ploch | Recovery

piidaného ibuprofenu piku [%]

ibuprofenu [ug] | v nafedéném

vzorku [pg/ml]

5 1 2303 3365 4,2
4427

15 3 23516 23794 5,8
24072

25 5 37013 36151 54
35289

50 10 41227 41578 4,4
41929

Z vysledkli vyplyva, ze koncentrace ibuprofenu ma vliv na vytéZnost
mikroextrakce. Koncentrace 1 pg/ml se pohybovala na hranici detekovatelnosti a nebyla
vhodna pro dal$i méfeni. Koncentrace 3 a 5 pg/ml mély vytéznost vyssi. Vytéznost u
koncentrace 10 pg/ml ibuprofenu ve vzorku byla ale opét niz$i. Divodem mohlo byt
pravdépodobné prekroceni sorpéni kapacity vlakna, coZz znamenalo sorpci relativné

mensiho mnoZstvi ibuprofenu, a tim doslo ke sniZeni vytéznosti.
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5.4. Vliv fedéni plazmy

Tato Cast prace je zaméfena na hodnoceni vlivu fedéni plazmy ¢iSténou vodou.
Vzorky plazmy ve zbylych Castech této prace byly pfipravovany fedénim 0,5 ml plazmy
4,5 ml cisténé vody, takze plazma byla nafedéna 10x. Pro tuto ¢ast prace byly
pfipraveny vzorky plazmy nafedéné 3x a 2x. Pro 3x fedénou plazmu byl piipraven
vzorek 1,5 ml plazmy s ptidavkem 45 pg ibuprofenu nafedény 3 ml vody, druhy vzorek
s pfidavkem 15ug ibuprofenu a tfeti s pfidavkem 3 pg ibuprofenu. Dalsi 3x fedény
vzorek se skladal z 0,5 ml plazmy s pifidavkem 5 pg ibuprofenu natedény 1 ml vody.
Pro 2x fedénou plazmu byl pfipraven vzorek ze 2 ml plazmy s 20 pg ibuprofenu

naifedény 2 ml vody Vysledky jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2: Viiv iedéni plazmy

Redéni | Celkovy | Mnozstvi Koncentrace Plocha | Primérna Recovery
objem ibuprofenu | ibuprofenu piku plocha piku | [%]
Il [ng] V nafedéném
vzorku [pg/ml]
3x 4,5 45 10 98662 | 98306 5,2
97951
3X 4,5 15 3,3 79202 | 78566 12,7
77929
3X 4,5 3 0,7 14604 | 14880 11,3
15155
3X 1,5 5 3,3 48300 | 47774 7,8
47248
2X 4 20 5 37957 | 37941 4,0
37925

Z vysledkt uvedenych v tabulce 2. 1ze vysledovat, ze fedéni plazmy ma vliv na
ucinnost SPME. Ve vzorku s piidavkem 45 pg ibuprofenu byla vytéznost sice vyssi nez
ve vzorku s 50 pg ibuprofenu v kapitole 5.2., avsak ne pfili§ vyznamné. Pravdépodobné
je to ze stejného divodu jako v kapitole 5.2., tedy nasyceni sorpéni kapacity vlakna.

U vzorku s pfidavkem 15ug ibuprofenu ale jiz bylo dosazeno zvySeni recovery
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témet 0 7 %. Tento nartst dokazuje, Ze ve vzorcich s koncentrovangjsi plazmou dochazi
k sorpci na vlakno ve zvySené mife oproti desetinasobnému ziedéni. Pii trojnasobném
ziedéni plazmy jsou zaroven 1épe hodnotitelné vzorky o nizkych koncentracich. Vzorek
s ptidavkem 3 pg ibuprofenu byl analyzovan s vytéznosti 11,3%, oproti 4,2 % u vzorku
s podobnou koncentraci ale desetinasobné zfedénou plazmou v kapitole 5.2. Pozitivni
vliv na vytéznost je zfejmy, nevyhodou ale je potfeba vétStho mnozstvi analyzované
plazmy. Daéle byla zkouSena extrakce vzorku s ptidavkem 5 ug ibuprofenu, kde byla
koncentrace stejna jako u vzorku s ptidavkem 15 pg, ale v mensim celkovém objemu
vzorku. To by mohlo odstranit tuto nevyhodu a umoznilo pouzit objem 0,5 ml plazmy,
nafedény 3x na 1,5 ml. Tato extrakce vSak nedosdhla takové vytéznosti, to mohlo byt
zpiisobeno technickou narocnosti provedeni mikroextrakce. Celkovy objem 1,5 ml
vzorku vyzadoval provedeni extrakce ve velmi uzké zkumavce, kterd zéaroven
neumoznovala michdni vzorku na stejné Grovni jako u objemnéjsich vzorku, u kterych
byla mikroextrakce provadéna ve velké vialce s plochym dnem. U vzorku s dvakrat
zfedénou plazmou a ptidavkem 20 pg ibuprofenu bylo dosazeno vytéznosti nizs§i nez u
vzorku o stejné koncentraci ibuprofenu v kapitole 5.2. Tento vysledek je ve shodé
s vysledky mikroextrakci ze vzorkl nefedéné plazmy, které byly provadény na stejném
pracovisti a byly pfi nich ziskany velmi nizké vytézky. Piestoze pouzivani vzorki
s koncentrovangjsi plazmou bylo pfinosné pro vytéznost, velka spotieba plazmy je
vyznamnou nevyhodou. Vysledky potvrdily, Ze fedéni 0,5 ml plazmy na celkovy objem
5 ml umoziuje nejjednodussi a nejspolehlivéjsi metodu extrakce, a proto bylo zékladni

desetindsobné fedéni vyuzivano i ve zbytku této prace.
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5.5. VIiv vysolovani

V dalsi ¢asti prace bylo ovéfovano, zda bude mit vliv pridavek chloridu sodného
ke vzorku, jak uvadi Padron™®, Moedert™® a Ulricht*Y. V této kapitole byl ovéfovéan
ptridavek 0,5 g a 1,0 g NaCl ke vzorku s 0,5 ml plazmy s 15ug ibuprofenu a 4,5 ml
vody. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 3.

Tabulka 3: Vliv vysolovani

Mnozstvi Plocha piku Primérna Vytéznost [%0]
ptidaného plocha piku
NaCl [g]
0 24270 24597 6,1
24923
0,5 22066 22708 57
23350
1 3757 3912 0,1
4066

Z vysledkl vyplyva, ze vysolovani nemélo Zadny pozitivni vliv na vytéZnost

[11] je efekt vysolovani zanedbatelny

ibuprofenu pii mikroextrakci. Podle prace Ulricha
Z hlediska vytéZnosti, ale mohl by mit efekt ve standardizaci obsahu soli ve vzorku.
Dale nedoporucuje piidavat do vzorku vice nez 10% soli. VytéZnost vzorku bez
ptidavku soli byla lehce vyss§i neZz u vzorku s ptidavkem 0,5 g soli. Tento pfidavek
odpovidal 10 % koncentraci obsahu soli ve vzorku. Ze vzorku s ptidavkem 1 g soli bylo
vyextrahovdno jen velmi malé mnoZzstvi ibuprofenu, coz jen potvrzuje doporuéeni[11]
nepiidavat ke vzorkim mnozstvi, které by znamenalo ptekroceni hranice 10 % obsahu

soli.
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5.6. Vliv nasobné mikroextrakce

V této cCasti prace byly ovéfovany vysledky publikované de Jongem[zs] a
Theodoridisem!®”. V jejich pracich byla zkousena nékolikanasobna extrakce riiznych
1é¢iv z vodného roztoku. Prace prokdzaly narlst extrahovaného mnozstvi latek pii
stejném celkovém cCase extrakce a zkraceni Casu potifebného pro dosazeni extrakce

stejného mnozstvi, jako v piipadé extrakce jednoduché.

V této praci bylo oveéfovano zminéné tvrzeni na vzorcich obsahujicich 25 pg
ibuprofenu v 0,5 ml plazmy natedéné 4,5 ml ¢isténé vody. Byla provedena jednoducha
extrakce (A) trvajici 30 min s naslednou 20 min desorpci. Nasledné byla provedena
dvojnasobna extrakce (B) ze stejného vzorku trvajici 15 min snaslednou 10 min
desorpci a tento postup byl jesté jednou zopakovan, takze celkovy Cas analyzy ziistal
stejny. Na dalsim vzorku, pfipraveném nasledujici den stejnym postupem, byla
provedena jednoducha extrakce s celkovym ¢asem 50 min (obr. 8) a trojnasobna
extrakce slozend ze tii sorpci trvajicich 10 min a tfi desorpci trvajicich 7 min

s celkovym ¢asem 51 min (0br.9). Vysledky jsou uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 4: Vliv ndsobné mikroextrakce A: 30 min sorpce + 20 min deorpce, B: 2x(15
min sorpce + 10 min desorpce), C: 30 min sorpce + 20 min desorpce, D: 3x(10 min

sorpce + 7 min desorpce)

Casové  slozeni | Plocha piku Primérna Recovery [%]
extrakce plocha piku
A 185194 181165 15,3
177136
B 203525 202164 17,0
200803
C 90417 89122 7,1
87826
D 115268 113732 9,1
112196
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Ztabulky je vidét, Ze ndsobnd mikroextrakce je urCitym piinosem.
U dvojnasobné mikroextrakce byl nardst recovery 1,7%. Pfi trojnasobné extrakci byl
narlst recovery 2%, coz v porovnani s dvojnasobnou mikroextrakci neptsobi jako velky
narast vytéznosti. Nasobna mikroextrakce se ukézala jako vhodna metoda k ¢aste¢nému
zvySeni vytézkh SPME, pficemz byl prokdzan rostouci vliv dil¢ich mikroextrakei
s jejich rostoucim poctem. Piestoze doslo ke zvySeni vytézkt mikroextrakce, nebylo

zvyseni o 2% tak vyznamné, aby byla nasobna mikroextrakce vyuzita pro kvantifikaci

vzorkul
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Minutes

Obrazek 8: Jednoduchd mikroextrakce: vzorek ibuprofenu (1) o koncentraci 5 ug/ml

naredeného vzorku, chromatografické podminky viz kap. 4.4.
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Obrazek 9: Trojndsobna mikroextrakce: vzorek ibuprofenu (1) o koncentraci 5 ug/ml

naredeného vzorku, chromatografické podminky viz kap. 4.4.
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5.7. Vybér vnitiniho standardu

Pti vybéru vnitiniho standardu byl zkouSen naproxen a kyselina tiaprofenova.
Retencni Cas ibuprofenu byl za zvolenych chromatografickych podminek 4,5 minuty.
Kyselina tiaprofenova méla velmi nizky retenéni Cas a jeji pik nebyl zcela oddélen od
zakladniho piku na chromatogramu. Naproxen mél pfi zvolenych chromatografickych
podminkach retencni Cas 2,8 minuty. V tomto Case se pii extrakci prazdné plazmy

nezobrazovaly zadné interferujici piky, naproxen byl proto zvolen jako vnitini standard.

Odezva detektoru byla pfi nastiicich standardi podobna na naproxen i ibuprofen.
Pti pouziti stejného mnozstvi 25 pg ibuprofenu a 25 pg naproxenu ve vzorku plazmy
byla vSak po mikroextrakci odezva naproxenu nékolikandsobné vyssi nez odezva
ibuprofenu (obr. 10). To bylo pravdépodobné zpuisobeno vyssi afinitou naproxenu
k PDMS-DVB vrstvé na kiemenném vlaknu, v disledku éehoz dochazelo k sorpci
vétsitho mnozstvi naproxenu, nez ibuprofenu. V dal§im vzorku byl proto zkousen pomér
5 pg naproxenu a 30 pg ibuprofenu. Pii tomto poméru latek byla vSak plocha piku
naproxenu stale téméf o 25 % vétsi. Pfidané mnozstvi 2 pg naproxenu k 0,5 ml plazmy
se ukazalo jako pfiméfené pro pouziti pii hodnoceni ibuprofenu metodou vnitiniho

standardu (obr. 11).
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Obrazek 10: Chromatogram mikroextrakce vzorku naproxenu a ibuprofenu:

koncentrace naproxenu (2) i ibuprofenu (1) byla 5 wug/ml naredeného vorku,

chromatografické podminky viz kap. 4.4.
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Obrazek 11: Chromatogram mikroextrakce naproxenu a ibuprofenu: koncentrace
naproxenu (2) byla 0,4 ug/ml, koncentrace ibuprofenu byla 4 ug/ml v naredéném vzorku

plazmy chromatografické podminky viz kap. 4.4.
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5.8. Sestrojeni kalibra¢ni pfimky

Pro sestrojeni kalibra¢ni pfimky byl pouzit standartni pfidavek 2ug naproxenu
ke vSem vzorkum ibuprofenu. Vzorky byly piipraveny z 0,5 ml plazmy s piidavkem 5,
10, 20, 30 a 40 pg ibuprofenu a 2 pug naproxenu nafedéné na 5 ml. Byla provadéna
jednoducha extrakce slozena z 30 min sorpce a 20 min desorpce do methanolu. Vzorky
byly hodnoceny HPLC za podminek uvedenych v kapitole 4.4. Vysledky jsou uvedeny

v tabulce 5. Byla sestrojena kalibra¢ni piimka viz graf 1.

Tabulka 5: Kalibracni primka

Koncentrace | Plocha piku | Plocha piku | Pomér ploch | Primérny

ibuprofenu | ibuprofenu | naproxenu | ibuprofenu a | pomér ploch

[ng/ml] naproxenu

10 11324 29255 0,3871 0,4173
12751 28491 0,4475

20 11277 17149 0,6573 0,6419
10038 16025 0,6264

40 20348 13465 1,5112 1,6731
20618 11236 1,8350

60 43537 24380 1,7858 1,8008
43942 24200 1,8158

80 87257 27701 3,1500 3,0547
82857 27999 2,9593
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Kalibra¢ni pfimka
3,5

2,5

Pomér ploch
X

0,5

¢ [ng/ml]

Graf 1: Kalibracéni piimka

Parametry regresni pfimky a odhady jejich smérodatnych odchylek:

Smérnice  k=0,0359 + 0,0048
absolutni ¢len q=0,01=+0,23
koeficient korelace R = 0,975
rezidudlni odchylka Sy, = 0,273
Zavislost y na x byla prokazana na hladin€¢ vyznamnosti 0,01.

Rovnice kalibracni pifimky pro mikroextraakci ibuprofenu z plazmy je

y = 0,0359x + 0,01, korela¢ni koeficient je 0,975.
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Obrazek 12: Chromatogram mikroextrakce kalibracni pFimky: koncentrace naproxenu

(2) Vv neredené plazmé byla 4 ug/ml, koncentrace ibuprofenu (1) byla 20 ug/ml,

chromatografické podminky viz kap. 4.4.
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Obrazek 13: Chromatogram mikroextrakce kalibracéni piimky: koncentrace
naproxenu (2) byla 4 ug/ml, koncentrace ibuprofenu (1) byla 80 ug/ml v neredené
plazmé, chromatografické podminky viz kap. 4.4.
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5.9. Ovéfteni kalibracni pfimky

Ovéfeni kalibra¢ni pfimky bylo provedeno na tfech modelovych vzorcich 0,5 ml
plazmy fedéné 4,5 ml vody s pfidavkem 15, 25 a 35 g ibuprofenu a 2 pug naproxenu. U
téchto vzorkl byl zjistén pomér ploch pikd ibuprofenu a naproxenu a nasledné dosazen

do regresni rovnice kalibra¢ni pifimky. Vypocitana koncentrace byla porovnana

s piidanou podle vzorce: %(:”

Vysledky jsou uvedeny v tabulce 6.

Tabulka 6: Modelové vzorky

Pfidana Plocha Plocha Pomér | Pramér- | Vypocltena | Zjisténé

koncentrace | piku piku ploch ny pomér | koncentrace | mnozstvi

ibuprofenu | ibuprofenu | naproxenu ploch ibuprofenu | ibuprofe-

(Cp) [ng/ml] (c) [pg/ml] | nu

[%]

30 19833 14857 1,3350 | 1,3287 34,0 113,3
18337 13867 1,3223

50 54778 30789 1,7791 | 1,7443 45,6 91,2
50963 29812 1,7095

70 83078 31867 2,6070 |2,6323 70,3 100,4
82618 31088 2,6576

Zjistené mnozstvi ibuprofenu v modelovych vzorcich bylo v rozmezi

91,2-113,3%.
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5.10. Detek¢ni a kvantitativni limit

v v

Detekéni  limit (LOD) je nejnizSi koncentrace latky, nestanovovana
kvantitativné, ktera se definuje jako trojndsobek smérodatné odchylky Sumu ve slepém

pokusu. %]

Kvantitativni limit (LOQ) je nejniz§i koncentrace latky, stanovitelna

S pfijatelnou pfesnosti a spravnosti, kterd se definuje jako desetinasobek smérodatné

odchylky $umu ve slepém pokusu. %!

Smérodatna odchylka Sumu se odhadne:
sp,=0@*t—r7)/5
kde r” je kladna amplituda $Sumu a 1 je zdporna amplituda Sumu.

Detekéni a kvantitativni limit!?® se vypocitaji podle vzorci:

K
LOD =3 X s, X —
by

K
LOQ =10 X 5, X —
b,

kde K je pomér plocha/vyska piku a b; je pomér plocha piku/koncentrace analytu.

Limit  detekce ibuprofenu je za  zvolenych  chromatografickych
podminek 0,0041ug/ml a limit kvantifikace je 0,0147 ug/ml. Limit detekce naproxenu
je 0,0014 pg/ml a limit kvantifikace je 0,0045 pg/ml. Byly pfipraveny roztoky obou

latek v téchto koncentracich a nastiiknuty na HPLC.
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Obrazek 14: Limit kvantifikace ibuprofenu a naproxenu: koncentrace ibuprofenu (1)
byla 0,015 ug/ml, koncentrace naproxenu (2) byla 0,005ug/ml, chromatografické
podminky viz kap. 4.4.
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6. Zaver
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V této praci byly hodnoceny vzorky ibuprofenu v plazmé metodou
mikroextrakce na tuhé fazi pomoci polydimethylsiloxanového PDMS-DVB vlakna

a naslednou HPLC analyzou.

Mikroextrakce probihala ponofenim vladkna do vzorku fedéné plazmy
s upravenym pH na hodnotu 3, kde se béhem 30 minut sorboval ibuprofen na vlékno,
a poté nasledovala 20 minutova eluce ibuprofenu do methanolu. Tento methanolicky
extrakt byl nasledn¢ hodnocen HPLC. Mobilni faze byla smés metanol:voda (75:25)
s hodnotou pH upravenou na 3 a pratokova rychlost byla 1,2 ml/min. Separace

probihala na koloné s reverzni fazi C18. Detekce probihala pti vinové délce 222 nm.

V Gvodu prace byl hodnocen vliv koncentrace ibuprofenu v plazmé pii
desetinasobném zifedéni na koncentracich 10, 30, 50 a 100 pg/ml. Vytéznost byla
nejvyssi u vzorku s koncentraci 30 pg/ml. Ve vzorcich s plazmou fedénou pouze tiikrat
byla vyssi vytéznost, nez ve vzorcich s plazmou zfedénou desetkrat. Vyssi spotieba
plazmy, piipadné maly objem vzorku pfi stejné spotiebé, pievazily pfinos této Upravy
vzorku. Ke vzorku s koncentraci 30 pg/ml bylo ptidano 0,5 a 1 g NaCl. Vzorek s 0,5 g
soli dosahl nepatrné¢ mensi vytéznosti, zatimco pfi mnozstvi 1 g pfidané soli se jiz ze
vzorku neextrahoval zadny ibuprofen. Pii postupu, kdy se jednoduchd mikroextrakce
rozdélila na 2, ptipadné 3 dil¢i mikroextrakce, skladajici se z kratSich casovych
intervalll sorpce a desorpce se stejnym celkovym casem, doSlo ke zlepSeni vytéZnosti
mikroextrakce 0 2 %. Zadna zuprav podminek mikroextrakce nepfinesla vyrazné
zvySeni vytéZnosti, a proto byla pro kvantifikaci ibuprofenu vybrana jednoducha
mikroextrakce, tedy vzorek desetkrat ziedéné plazmy upraveny na pH 3 a délkou sorpce

30 minut a desorpce 20 minut.

Pro kvantifikaci ibuprofenu v plazmé byla pouzita metoda vnitiniho standardu.
Jako vnitini standard byl zvolen naproxen. Ze vzorki s ptidavkem 5, 10, 20, 30, 40 ug
ibuprofenu byla sestrojena kalibracni pfimka. Zjisténa regresni funkce piimky je
y=0,0359x+0,01, korela¢ni koeficient je 0,975. Kalibracni piimka byla ovéfena
modelovymi vzorky. Byly vypocteny detek¢ni a kvantitativni limity a to: limit detekce
ibuprofenu 0,0041pg/ml, limit kvantifikace ibuprofenu 0,0147 pg/ml, limit detekce
naproxenu 0,0014 pg/ml a limit kvantifikace naproxenu 0,0045 pg/ml.
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