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1. Uvod



HPLC, vysokou¢inna kapalinova chromatografie (high performance liquid
chromatography), je vyznamnou analytickou metodou. V poslednich letech zaziva velky
rozmach, nalezla uplatnéni v fad¢ farmaceutickych analyz, je vyuzivana pii identifikaci 1éCiv,
stanoveni obsahu a Cistoty, pfi stabilitnich studiich. HPLC je metodou pouzivanou ve vSech
modernich Iékopisech. Dtlezitou roli hraje téz pii analyze pfirodnich 1éCiv v rostlinném
materidlu a pii monitorovani 1éCiv v télnich tekutinach.

HPLC ptedstavuje separacni metodu, kterd umoznuje kvalitativni i kvantitativni
hodnoceni a stanoveni separovanych slozek smési. Mezi pfednosti této metody patii rychlost
analyzy, citlivost stanoveni a minimalni mnozstvi vzorku. Moderni chromatografické pfistroje
je mozno téz automatizovat a po vhodném nastaveni parametrti jsou schopny provadét desitky
analyz bez obsluhy operatora.

Pii analyze 1é¢iv nebo jejich metaboliti v biologickém materidlu je nutno nejprve
vzorky upravit, aby nasledné stanoveni bylo spolehlivé a ptesné. Vzorky se zpracovavaji
extrakénimi metodami.

Tato diplomova prace se zabyva extrakci latek z biologického materidlu a jejich

naslednou HPLC analyzou.



2. Teoreticka cast



2.1. Chromatografické metody

Chromatografické metody jsou vysoce ucinné separa¢ni metody, slouzici k oddé¢leni
analyzovanych slozek ze smési a zaroven k jejich kvalitativni 1 kvantitativni analyze. Jejich
prednosti vyniknou pfedevsim pfi analyzach smési latek, kdy ostatni analytické metody nelze
pouZit.l)

Chromatografie je zalozena na déleni analyzovanych latek mezi dvé faze. Jedna faze je
nepohyblivd, stacionarni, a druhd faze je pohybliva, mobilni. Stacionarni faze ma schopnost
riznou mérou zadrzovat jednotlivé soucCasti analyzované smési (pevna stacionarni faze se
nazyva sorbent), mobilni faze je pak vymyva (eluuje) z nepohyblivé faze a odnasi je ve sméru
toku rtznou rychlosti, ¢imz dojde k jejich oddéleni. Pti styku stacionarni i mobilni faze s
délenymi latkami dochazi k vzajemnym interakcim, které jsou zdkladnim predpokladem pro
jejich separaci. Dochéazi tedy k postupnému, mnohokrat opakovanému vytvareni
rovnovaznych stavii mezi stacionarni fazi a mobilni fazi, kterd undsi separované latky. Dé¢leni
latek zavisi na brzdici sile (retenci), ktera ptisobi selektivné: néktera latka je brzdéna vice, jina
méné. Rychlost postupu latky tedy zavisi na sorpcni rovnovaze, tj. ¢im pevnéji se latka
sorbuje na nepohyblivou fazi, tim pomaleji postupuje.l)‘ 2)

V soucasné dob¢ se pouziva mnoho typti chromatografickych metod, které Ize primarné
roz€lenit podle charakteru mobilni f4ze na plynovou chromatografii (GC), kde je mobilni fazi

inertni plyn, a kapalinovou chromatografii (LC), kde je mobilni fazi kapalina. Déle se lisi z

hlediska:



e separacniho procesu (chromatografie adsorpcni, rozdélovaci, iontovyménnd, gelova,
afinitni)

e pouzité techniky (chromatografie v ploSném usporadani- papirovd, tenkovrstva a v
kolonovém usporadani- sloupcova)

e zpisobu vyvijeni (chromatografie elu¢ni, vytésnovaci, frontalni)

e skupenstvi pohyblivé a nepohyblivé faze (chromatografie kapalina- tuha latka, kapalina-

kapalina, plyn- kapalina, plyn- tuh4 latka)®”

2.1.1. Adsorp¢ni chromatografie

Podstatou separace je rozdilna adsorbovatelnost délenych latek na aktivni povrch
adsorbentu.?) Metoda je zaloZena na zadrZeni rozpusténé latky povrchovou sorpci, kterd zavisi
na rovnovaze, ustavujici se na rozhrani mezi ¢asticemi nepohyblivé faze a pohyblivé kapalné
faze, a na relativni rozpustnosti latky v kapalné fazi. Konkurence mezi molekulami
rozpu$téné latky a rozpoustédla o sorpéni mista na povrchu adsorbentu vytvari dynamicky
proces, ve kterém molekuly rozpusténé latky i1 rozpoustédla nepfetrzité prechazeji do styku
S povrchem, jsou pfechodné zadrzovany a znovu piechazeji do pohyblivé faze.) Adsorbentem
(nepohybliva faze) byva nejcasteji oxid hlinity, oxid hotecnaty, silikagel, praskovana celuloza
nebo aktivni uhli.? Adsorbenty se li§i adsorp¢ni kapacitou- mnozstvi latky, které je schopen
sorbovat 1 gram adsorbentu, a adsorpéni aktivitou- mirou schopnosti poutat
chromatografovanou latku. Adsorbenty musi byt nerozpustné v pouzitych elucnich ¢inidlech,
nesmi s nimi reagovat, dulezitd je chemickd inertnost k délenym latkam, dale moZnost

kvantitativné vymyt vSechny délené latky, moZnost regenerace.3) V kapalinové chromatografii



se jednad o separaci pevna faze- kapalina (LSC), v plynové chromatografii pak pevna faze-

plyn (GSC).?

2.1.2. Rozdélovaci chromatografie

V kapalinové rozdélovaci chromatografii je podstatou separace rozdilnd rozpustnost
délenych latek ve dvou vzajemné nemisitelnych kapalinach (LLC). K déleni latek tedy
dochazi na zaklad¢ jejich riznych rozdélovacich koeficientd. Kapalina pouzita jako
stacionarni faze je zakotvena na vhodném nosi¢i. Nosi¢em nejcastéji byva silikagel,
kfemelina, silikaty a celuldza. Nosi¢ zakotvuje t¢innou kapalinu na plose nebo ve sloupci. Po
vneseni roztoku dé€lené smési dochéazi pii prichodu mobilni faze (organické rozpoustédlo
nemisitelné se stacionarni fazi) k opakovanému rozdélovani (extrakci) soucasti smési mezi
ob¢ kapalné faze.

V plynové rozdélovaci chromatografii se jedna o separaci v systému kapalina
(zakotvena faze)- plyn (GLC) a podstatou separacniho procesu je rozdilnd rozpustnost
délenych latek unaSenych nosnym plynem v kapalné stacionarni fazi2h Y

Standardni uspofddani rozdé€lovaci chromatografie piedstavuje polarni zakotvena
kapalina (napf. na celuldéze nejcastéji voda) a nepolarni eluent. Nicméné v praxi se Castéji
uplatiuje systém obracenych fazi- reversed phase, RP, kdy organické hydrofobni (nepolarni)
rozpoustédlo slouZzi jako zakotvena faze a mobilni fazi je hydrofilni (polarni) rozpoustédlo.
Tento systém se v kapalinové chromatografii pouziva nejcastéji a je vhodny k déleni méné
polarnich latek.”

V HPLC se velmi osvédéily chemicky modifikované stacionarni faze. Ptipravuji se

silylaci silikagelu.
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Podle vazané skupiny maji chemicky modifikované faze rtznou polaritu od
nepoléarnich, vysoce hydrofébnich, pouzivanych pro obraceny systém fazi, az po polarni.
Ptiklady substituentii R mohou byt tyto: pfes nepolarni oktadecyl -C,gH37, oktyl -CgH;7, ethyl
-CoHs, az k polarngj§im substituentim amino -(CH,)3NH,, cyano -(CH,);CN a diol

-(CH2)3-OCH,CHOHCH,0H.V

2.1.3. lontové vyménna chromatografie

Iontové vyménna chromatografie je realizovana jen jako kapalinova chromatografie.
Stacionarni faze je tvofena iontoménici, katexy a anexy.z) Castice iontomé&ni¢i obsahuji
trojrozmérné piicné sprazené fetézce tvortici sitovinu, v jejimz prostoru jsou cetné funkcéni
skupiny. Ionexové adsorbenty jsou svou povahou polyfunk¢éni- obsahuji vice druhii funkénich
skupin, nebo monofunkéni- obsahujici jeden typ funk¢nich skupin. BéZné se pouzivaji
styrenoveé pryskytice, akrylové a fenolické, derivaty celulozy, polydextranové a agarosové
polymery, hydroxymethakryldtové gely. Katexy jsou v podstate¢ vysokomolekularni
nerozpustné kyseliny (anionty). DéEli se na silné kyselé (SO3H), stiedné kyselé (PO(OH),),
slabé kyselé (COOH) a velmi slabé kyselé (fenolicky OH). Anexy pfedstavuji
vysokomolekuldrni nerozpustné baze (kationty). Vyrdbéji se jako silné bazické (amoniova

NR3"), slabé bazické (NH,, NHR, NH, NRy) a specialni (fosfoniové, sulfoniové)s) D¢lit je

11



mozné pouze elektrolyty schopné existence v iontové form¢. Podstatou separace je rozdilna
afinita d€lenych latek k iontovyménnym skupindm iontoméniCe. Rozdilnost afinity latek je
dana rozdilnymi hodnotami disociac¢nich konstant ionogennich skupin, riznou velikosti iont

o ’ r . o 2
a ruznym mocenstvim iontu. )

2.1.4. Gelova chromatografie

Jedna se kapalinovou chromatografii, pfi které jsou analyzované latky délené na
zéklad¢ velikosti molekul. Pouzitd kolona je naplnéna poréznim materidlem- gelem (napf.
dextranovy gel Sephadex).z) Sephadex je tvofen polysacharidovym fetézcem s mnoha
hydroxylovymi skupinami, proto je siln¢ hydrofilni a bobtna ve vodé€. Podle ucelu prace je
mozno pouZzivat rizné druhy geli, které se od sebe liSi svymi vlastnostmi. Jednou z dulezitych
charakteristik daného druhu gelu je stupent bobtnani. Gely, u nichZ vlastni matrix pfedstavuje
mensi slozku (tyto gely hodné€ bobtnaji), se pouzivaji pro déleni latek o vysoké molekulové
hmotnosti, kdezto hustsi (méné bobtnajici) gely slouzi k separaci nizkomolekularnich latek.
Velikost porti v nabobtnalych gelovych ¢asticich je pro dany druh gelu typicka a urcuje jeho
délici vlastnosti.” Molekuly latky, které jsou neseny protékajici mobilni fazi, pronikaji do
port gelu. Malé molekuly pronikaji do port vSech velikosti, vétsi molekuly jen do vétsich
port a velké molekuly, které ptesahuji primér port, vychdzeji z kolony bez zadrZeni.
Rychlost eluce je tedy podminéna velikosti molekul, resp. molekulovou hmotnosti a je zavisla

na rozmezi velikosti port daného gelu.z)

12



2.1.5. Frontalni chromatografie

Frontalni chromatografie spoc¢ivd na kontinuadlnim pifivodu roztoku vzorku na
chromatografickou kolonu. Jednotlivé slozky smési jsou zachycovany adsorbentem az do
vytvofeni rovnovahy. K vystupu latky dochazi v okamziku, kdy je kolona danou latkou

nasycena. Prvni vychazi latka o nejnizs$i distribu¢ni konstantg.?

2.1.6. Vytésnovaci chromatografie

-----

latek, se pouziva jednorazového davkovani vzorku. Jednotlivé slozky jsou na pocatku
chromatografického loZe poutdny adsorbentem rtiznou silou. Potom se aplikuje eluéni Cinidlo,
které obsahuje latku sorbujici se na adsorbent silné€ji nez kterdkoli ze slozek smési. Nejméné
sorbovana slozka smési je vytésnéna privadénym vytésitovacim Cinidlem. Zony migruji tésné

y et 1o e .3
za sebou, az nakonec opoustéji loze v potadi nartistajici adsorbovatelnosti. )

2.1.7. Eluéni chromatografie

Elu¢ni chromatografie je zaloZzena na vymyvani latek inertnim kapalnym nosnym
médiem, resp. inertnim nosnym plynem. Analyzovany vzorek je jednorazové vnesen na
zacatek chromatografického loZe. Pfi promyvani se jednotlivé slozky smési pohybuji
chromatografickym systémem rychlosti, kterd je urCena zejména jejich distribu¢nimi

konstantami.®
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2.2. Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokou¢inna kapalinova chromatografie- high performance liquid chromatography,
HPLC, je v soucasné dob¢ jedna z nejprogresivnéjSich analytickych metodik, ktera nachazi
uplatnéni ve vSech oblastech analyzy IéCiv, a proto je vyuzivdna ve vSech modernich
1ékopisnych monografiich. Vyvoj této chromatografické metody zacal v sedmdesatych letech,
rychly rozvoj byl umoZznén nalezenim vhodnych vysoce u¢innych stacionarnich fazi a
citlivych detektorti. Dnes ptedstavuje zdkladni analytickou metodu pro tepelné nestalé nebo
netékavé latky, coz je vétSina 1éCiv. Je to separacni metoda, kterd umozinuje kvalitativni i
kvantitativni hodnoceni separovanych slozek smési. Z jednoho néstfiku analyzovaného
vzorku léciva lze urcit totoznost, stanovit obsah a zjistit pfitomnost ptipadnych necistot.
HPLC je vyhodné pouzit pti analyze slozenych 1ékovych pfipravkﬁ.l)’ 2)

Hlavni pfednosti HPLC spocivaji v rychlosti analyzy, citlivosti stanoveni pfi
minimdlnim mnozstvi vzorku. Dal§i vyhodu predstavuje moznost automatizace,
nejmodernéjsi chromatografy jsou vybavené automatickymi davkova¢i a po vhodném

nastaveni parametrt jsou schopné provadét desitky analyz bez obsluhy operétora.z)

a) kontrola- identifikace Ié¢iv, stanoveni obsahu a ¢istoty

b) stabilitni studie- HPLC kvalitativné i kvantitativné hodnoti rozkladny proces a
vznikajici rozkladné produkty

C) analyza ptirodnich 1é¢iv v rostlinném materialu

d) monitorovani 1éCiv a jejich metabolitd v t€lnich tekutinach- nejcastéji v krevni

W r W 2
plazmé¢, séru a moci. )

14



2.2.1. P¥istroj

Chromatograf pro HPLC je tvotfen zasobniky mobilni fize a vysokotlakym cerpadlem,
které Cerpa mobilni fazi a umoziuje konstantni tok mobilni faze o malé rychlosti (0,1- 10
ml/min) za vysokého tlaku az 40 MPa.(viz. obr.) Nasleduje programovaci jednotka, na niz se
nastavuje pozadované slozeni mobilni faze. Dale navazuje davkovaci zafizeni, slouzici k
nastiiku vzorku na kolonu. Poté postupuje vzorek na ptedkolonu a kolonu, kde dojde k
rozdéleni smési na jednotlivé slozky, které jsou unaseny mobilni fazi do detektoru. Signaly z
detektoru jsou prenaseny do pocitace, ktery je zpracuje a umozni vytisknout na tiskarné.

Zaroven tidi cely chromatograficky proces.z)

Obr.: Blokové schéma kapalinového chromatograful)’ 2)

~
N—
76

11 10— - T
I—I ...................... |: | ]

1,2,3- zasobniky mobilni faze, 4- vysokotlaké ¢erpadlo, 5- programovaci jednotka,
6- davkovaci zafizeni, 7- ptedkolona, 8- kolona, 9- detektor, 10- pocitaé, 11- tiskarna
Plnou ¢arou je zndzornén tok mobilni faze, pferuSovanou €arou elektricky signal.
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2.2.1.1. Cerpaci systémy

Cerpaci systémy jsou potiebné pro piivadéni mobilni fize konstantni pritokovou
rychlosti. Kolisani tlaku ma byt co nejmensi, ¢ehoz se dosahuje napi. prichodem tlakovaného
rozpoustédla zafizenim na tlumeni pulzi. Hadicky a vSechny spoje musi byt schopny odolat
tlaku vyvinutému erpacim systémem. Cerpaci systémy mohou byt vybaveny zafizenim pro
odstranéni uvolnénych bublin vzduchu.

Systémy ovladané mikroprocesory jsou schopny piesné piivadét mobilni fazi bud’
s konstantnim slozenim (izokratickd eluce), nebo se slozenim, které se méni podle predem
dané¢ho programu (gradientova eluce). V piipadé gradientové eluce se pouzivaji Cerpaci
systémy, které dodavaji rozpousteédla z vice zasobnikli a miseni rozpoustédel se dosahuje bud’

pied natlakovanim, nebo v tlakové Casti éerpadla.S)

2.2.1.2. Davkovaci zarizeni

Roztok vzorku se davkuje do protékajici mobilni fize na horni konec kolony nebo
blizko n¢j pomoci davkovaciho zafizeni, které je schopno pracovat pii vysokém tlaku.
Pouzivaji se zatizeni s davkovaci smyckou o konstantnim nebo proménném objemu pro rucni
nebo automatické davkovace. Rucni davkovani s castecné naplnénou smyckou miize zplsobit

horsi piesnost nastfikovaného obj emu.”

2.2.1.3. Mobilni faze

V chromatografii s normalnimi fazemi se pouzivaji méné polarni rozpoustédla. Aby se
doséhlo reprodukovatelnych vysledk, je nutné ptisné kontrolovat ptitomnost vody v mobilni
fazi. 'V chromatografii s obracenymi fazemi se pouzivaji vodné mobilni faze, jak

s organickym rozpoustédlem, tak bez ngj.”)

16



Pti HPLC analyze se Casto pouziva jako eluent mobilni faze, jejiz sloZzeni se béhem
chromatografie neméni. Tato eluce se poté nazyva izokratickd. U nékterych smési latek vSak
nelze timto zplsobem dosdhnout optimalniho dé€leni, zvlasté, jestlize se jednotlivé slozky
smési vyznamné li$i svymi elu¢nimi parametry. Pak je na misté pouzit gradientovou eluci, pfi
které se k jedné mobilni fazi plynule pfimichavd druhda mobilni faze s vétSim elu¢nim
ucinkem. Vytvaii se tak koncentra¢ni gradient. Obdobnym zptsobem Ize pro eluci vyuzit i
gradient pH.?

Slozky mobilni faze se obvykle filtruji, aby z nich byly odstranény Castice vétsi nez
0,45 um. Viceslozkové mobilni faze se pfipravuji odméefenim pozadovanych objemi a jejich
smichdnim. Jinou moznosti je pfivadét rozpoustédla pomoci jednotlivych cerpadel
ovladanych ventily, které umoziuji michani slozek v pozadovaném pomeéru. Rozpoustédla
jsou pred cerpanim do systému odplynovana probublavanim heliem nebo se pouzivaji
membranova ¢i vakuova zafizeni zatazena pifimo do systému, ktera zabraiuji tvorbé bublin
v cele detektoru. Rozpoustédla maji mit vhodnou kvalitu, hlavné musi byt propustna pro

vinovou délku pouZivanou pii detekei v UV oblasti spektra.”)

2.2.1.4. Kolony

Kolony pro HPLC jsou ocelové nebo sklenéné trubice, jsou nejcastéji dlouhé 10- 25
cm o vnitinim priméru 3- 5 mm. Kolony jsou naplnény vhodnymi sorbenty. Pro vétSinu
HPLC analyz se pouzivaji nemodifikované nebo chemicky modifikované mikrocastice
silikagelu (velikosti 3, 5 nebo 10 um) nebo oxid hlinity. Silikagel a oxid hlinity ptedstavuji
polarni sorbenty. Vice se uplatiuji chemicky modifikované stacionarni faze, kdy jsou na
hydroxylové skupiny na povrchu silikagelovych zrnek vhodnou reakci (silylaci) zavedeny

ruzné radikély.l)'z) Takto ziskané staciondrni faze mohou byt nepolarni- radikdlem byva
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uhlovodikovy fetézec oktadecyl: —(CH,)17-CH3 (Cyg), ¢i oktyl: —(CH,)7-CH3 (Cg). V tomto
piipadé se jednd o obraceny systém fazi (reversed phase). Nebo mohou byt stiedné polarni-
fenyl: —(CH2),-CeHs (CgHs), kyanpropyl: —(CH3)3-CN (CN), aminopropyl: —(CH3)s-NH,
(NH,). Nejvice polarni modifikovana baze se ziska zavedenim diolu:
-(CH2)3-OCH(OH)-CH,-OH.”

Pro déleni latek iontového charakteru (iontovyménna chromatografie) jsou urceny
sorbenty s vlastnostmi iontoménicl- stacionarni faze se modifikuje zavadénim raznych
substituentll, které maji vlastnosti anext nebo katext. V soucasné dobé je zvlastni pozornost
vénovana téz chirdlnim stacionarnim fazim, které umoziuji analyzu enantiomerii 16¢iv.?

K parametrim stacionarnich fazi patii velikost Castic a jejich tvar, porozita a
specificky povrch. V ptipadé obracenych fazi jsou dopliujicimi charakteristikami stacionarni
faze jeji druh, stupen navazani vyjadireny napft. jako obsah vdzaného uhliku, udaj o ptipadném
odstranéni povrchovych silanolovych skupin. Jestlize stacionarni faze obsahuje zbytkové
povrchové silanolové skupiny, mohou analyzované latky, zejména bazické, vykazovat
chvostovani pikd. 2

Kolony pro chromatografii s obracenymi fazemi s naplni na bazi silikagelu jsou
stabilni v mobilnich fazich o zdénlivém pH 2,0- 8,0. VétSina separaci se provadi pii pokojové
teploté, ale kolony mohou byt také zahiivany na vyssi teplotu pro dosazeni vyS$$i ucinnosti.
Doporucuje se, aby kolony nebyly zahiivany na teplotu vy$§i nez 60°C, vzhledem

k nebezpeci degradace stacionarni faze. ®)

2.2.2. Detektory

Vysledna analyza je zna¢né zavisla na pouzitém detektoru. Proto jsou na detektory

kladeny mimotadné pozadavky. Predev§im je to vysoka citlivost, detektor musi detekovat
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latky ve stopovych mnozstvich (ng- pg/ml), dale reprodukovatelnost a linearita odezvy,
nezavislost odezvy na zméné slozeni mobilni faze pti gradientové eluci a v neposledni fade
univerzalnost nutnou pro detekci vSech oddélenych slozek vzorku.V

Nejcastéji pouzivané detektory v HPLC jsou spektrofotometrické, dale nalézaji
uplatnéni fluorimetrické, elektrochemické a refraktometrické detektory. Vysoce selektivni a

citlivou analyzu piedstavuje spojeni HPLC s hmotnostni spektrometrii (HPLC- MS).

2.2.2.1. Spektrofotometrické detektory

Spektrofotometrické detektory registruji absorbanci eluatu protékajiciho celou
detektoru. K detekci se vyuziva ptedev§im UV oblast spektra, mnohem mén¢ oblast viditelna.
Jednodussi detektory umoziuji méfit pouze pii danych vlnovych délkéach, nejcastéji 254 a
280 nm, dokonalejsi UV- VIS detektory jsou nastavitelné na libovolnou vinovou délku v
oblasti 200- 800 nm. Nejvice informaci poskytne spektrofotometr s diodovym polem (diode
array), ktery je fizen pocitatem, snimd celé absorpcni spektrum a porovnavd pomeéry
absorbanci. Vysledkem je trojrozmérny chromatogram jako zavislost absorbance na vlnové
délce a na Case.

Tyto detektory jsou znacng citlivé (10°- 10" g/ml), je mozné je pouZit pii

gradientové eluci, proto byvaji nejcastéji soucasti HPLC chromatografﬁ.l)’ 2)

2.2.2.2. Fluorimetrické detektory

Fluorimetrické detektory se daji vyuzit v piipadé, kdy analyzovana latka vykazuje
fluorescenci. Latky nefluoreskujici lze nékdy derivatizaci s vhodnymi c¢inidly pievést na
fluoreskujici derivaty. Tyto detektory jsou tedy méné univerzalni, zato jsou vice citlivé ( 10°-

10™2 g/ml). Té7 jsou pouzitelné pii gradientové eluci.?
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2.2.2.3. Elektrochemické detektory

Tyto detektory lze vyuzit pii analyze latek, které vykazuji redoxni vlastnosti (jsou
schopny se redukovat, ¢i oxidovat). Za pouziti elektrod se méii elektrochemicka veli¢ina,
charakterizujici reakci, kterd probihd na rozhrani: elektroda- eluent. Hodnota veliiny je
zéavisla na koncentraci analyzované latky. Vyuzivaji se voltamperické, amperometrické a

polarografické detektory. Detektory jsou citlivé, ale nelze je uzit pti gradientové eluci.

2.2.2.4. Refraktometrické detektory

Tento typ detektoru proméfuje index lomu a zaznamendva rozdil mezi Cistou mobilni
fazi a eluatem vytékajicim z kolony. Detektory jsou sice univerzélni, ale malo citlivé (10°®
g/ml). Dal$i nevyhodou oproti ostatnim detektortim je nutnost termostatovani, protoze odezva

detektoru je zavisla na teploté. Také nejsou vhodné pro gradientovou eluci.V?

2.3. Chromatografické charakteristiky

2.3.1. Chromatogram

Chromatogram piedstavuje graficky zdznam odezvy detektoru, koncentrace eluované
latky nebo jiné veli¢iny pouzité jako méfitko této koncentrace v zavislosti na Case, objemu
nebo vzdalenosti. Idealizovany chromatogram pfedstavuje tfada gaussovskych piki na
zakladni linii.”

Pik mtze byt definovan plochou piku (A) nebo vyskou piku (h) a Sitkou piku

Vv poloviéni vySce (W) nebo vyskou piku a Sitkou piku mezi body inflexe (wi).s)

20



2.3.2. Retencni data

2.3.2.1. Retenc¢ni ¢as a objem

Mg¢feni retence v eluéni chromatografii mize byt vyjadfeno retenénim casem (tg)

pfimo definovanym polohou vrcholu piku na chromatogramu. Z retencniho ¢asu muze byt
vypocitan reten¢ni objem (Vg) podle vzorce: Vg= trv, Vnémz znaci tg- retenc¢ni ¢as nebo
vzdalenost podél zakladni linie od bodu nastfiku ke kolmici spuSténé z vrcholu piku
odpovidajiciho dané slozce, v- pritokova rychlost mobilni faze.”

V planarni  (papirové a tenkovrstvé) chromatografii  slouzi k identifikaci

chromatografovanych latek retencni faktor Rs: 2

Rf = vzdalenost, které dosahla rozpusténa latka od startu (stfed skvrny)
vzdalenost dosazena celem pohyblivé faze od startu

2.3.2.2. Distribu¢ni konstanta

Koncentrace latky koexistujici v obou fazich je dana_distribuéni konstantou Kp:

Kp=—- As molarni koncentrace latky A ve stacionarni fazi

Ay

An molarni koncentrace latky A v mobilni fazi 3)

2.3.2.3. Hmotnostni distribu¢ni pomér D,

Je téZ znamy jako kapacitni faktor k. Kapacitni faktor je métitkem interakce latky se

stacionarni fazi a je pro urcitou latku v daném separa¢nim systému konstantni. 3)

_ mnozstvilatky vestacionarni fazi
mnozstvilatky vmobilni fazi

D

m

K, s
VM

Kp distribu¢ni konstanta

Vs objem stacionarni faze
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Vu  objem mobilni faze °

Hmotnostni distribuéni pomér slozky mtize byt uréen z chromatogramu pouzitim

VZorce: D =

tr retencni Cas

tw mrtvy ¢as nebo vzdalenost podél zakladni linie od bodu nasttiku ke kolmici spusténé z

7 ’ cr v r v 5
vrcholu piku odpovidajiciho nezadrzované slozce.

2.3.3. Test zpuUsobilosti a validace

Soucasti  vSech chromatografickych metod musi byt test zplsobilosti
chromatografického systému. Analytické metody musi byt vhodné, pfesné a spolehlivé pro
dany ucel. Vhodnost, pfesnost a spolehlivost musi byt experimentalné ovétena a doloZena a
tento proces se nazyva validace analytické metody. Nejprve se vyvine metoda, najdou se
optimalni podminky a provede se validace, tj. pomoci experimentalnich dat se prokéaze, Ze je
metoda vhodna pro dany ucel, ze spliuje na zacatku definované pozadavky. Soucasné je
nutné piesn¢ definovat podminky, za kterych se ma metoda pouZit, musi byt takové, aby byla
zajisténa ucinnost a separacni schopnost konkrétniho chromatografického systému. Aby bylo
mozné snadno, rychle a sjistotou nalézt vhodné podminky, musi byt soucasti
chromatografické metody test zpusobilosti, ktery se provadi pii kazdé zméné
chromatografického systému, pfed kaZzdou novou sérii méfeni nebo pied pouzitim metody
V jiné laboratofi.”

Dvéma zakladnimi udaji testu zpisobilosti jsou pozadavky na reprodukovatelnost
chromatografického systému a na rozliSeni dvou vybranych pikﬁ.G) Mezi dal$i pouzivané
parametry patii: faktor symetrie, kapacitni faktor, pocet teoretickych pater, relativni retence,

mez detekce piku- pomér signalu k sumu.”
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2.3.3.1. Faktor symetrie

Ve vzdalenosti 5% vysky piku se vede rovnobézka se zékladni linii. Usecka W0,05,
ktera vznikne protnutim ramen piku je rozdélena kolmici spusténou z vrcholu na dvé ¢asti.
Mensi Cast se oznac¢i d a faktor symetrie As (nebo faktor chvostovani piku) se vypocte dle

VZOrce:

_ Woos 5),7)
A 2d

Pro symetricky pik je As = 1 a tato hodnota se zvétSuje s rostouci asymetrii. Pozadavek je

As<12 7

2.3.3.2. RozliSeni
Rozliseni Rs mezi piky dvou slozek, které maji podobnou vysku, se vypocita ze
Vzorce:

118(t, —t
RS = M, kde tro>tr1
Wh1 + th

tr retencni Cas
Wh1, Wh2  $itky pikti v poloviéni vySce

Rozliseni vétsi nez 1,5 odpovida rozdéleni pikli na zakladni linii. °)

2.3.3.3. Pocet teoretickvch pater

Zdanlivy pocet teoretickych pater (N) vyjadifuje ucinnost kolony. Pouzije se
nasledujici vzorec, v némz hodnoty tg @ W, musi byt vyjadieny ve stejnych jednotkach:
N =554(t, /w, )’
tr retenéni Cas

wy, Sitka piku v poloviné jeho vysky
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Zdanlivy pocet teoretickych pater se meéni se stanovovanou slozkou, kolonou a reten¢nim

casem. ¥

2.3.3.4. Relativni retence

Relativni retence se vypocita ze vzorce:

te, —ty

ta, —ty

r=

trz2 retencni Cas sledovaného piku
tr1 retencni Cas referencniho piku
tm mrtvy as: €as nebo vzdalenost podél zakladni linie od bodu néstiiku ke kolmici spusténé

z vreholu piku odpovidajiciho nezadrzované slozce. *

2.3.3.5. Pomér signalu k Sumu

Pomér signalu k Sumu (S/N), ktery ovliviiuje pfesnost stanoveni obsahu slozek, se

o S 2H N
vypocita ze vzorce: Noh V némZ znaci

H vysku piku

h rozpéti Sumu pozadi chromatogramu ziskaného pfi slepé zkouSce ®)

2.3.3.6. Opakovatelnost

Opakovatelnost odezvy se vyjadiuje jako odhad relativni smérodatné odchylky
(RSDy,) V procentech pro fadu naslednych méfeni porovnavaciho roztoku a vypocita se ze

VvzZorce:

2
RSD,, = 100 ,’ Z(yi y) , V némz znaci
y n-1

yi jednotlivé hodnoty vyjadiené jako plocha piku, vyska piku
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y prumér jednotlivych hodnot
n pocet jednotlivych hodnot

Maximalni dovolena relativni standardni odchylka (RSDpmax) je uvedena v CL 2002

Vv zavislosti na poctu jednotlivych nastiiki. %)

2.3.4. Vlastni validace

Obecné analytické parametry, ovéfované pii validaci metod, jsou:

- presnost (opakovatelnost, reprodukovatelnost)
- linearita, rozsah

- spravnost

- detekeni a kvantitativni limit

- selektivita

- robustnost ®

2.3.4.1. Presnost analyzy

Tento test hodnoti miru shody mezi jednotlivymi vysledky méfeni. Ma dvé slozky:
- opakovatelnost, kdy se opakované méfi stejny vzorek jednim pracovnikem na
stejném zafizeni

- reprodukovatelnost, kdy se stejny vzorek analyzuje riznymi pracovniky na riznych

zatizenich v rtiznych laboratotich
Na zdkladé¢ meéfeni se vypocita relativni smérodatnd odchylka (viz. vySe). Pozadavek pro

HPLC je relativni smérodatna odchylka< 1% pro hlavni latku a < 5% pro vedlejsi latky. g

2.3.4.2. Linearita a rozsah

Linearita je schopnost metody davat vysledky pfimo umérné koncentraci stanovované

latky ve vzorku. Linearita analytické metody se dolozi bud’ graficky, jako zé&vislost vysledkli
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na koncentraci, nebo matematicky pomoci vysledkli linearni regresni analyzy. Uvadi se
korela¢ni faktor, ktery je mirou linearity, a smérnice.

Dal§im parametrem je rozsah. To je interval mezi dvéma hladinami koncentrace
stanovované latky, v némz je latka stanovena s takovou piesnosti, spravnosti a linearitou, jak
dokladaji vysledky validace. Tento rozsah se experimentalné ovéfuje- pro hodnoty extrémni i

uvnitt intervalu. ©

2.3.4.3. Spravnost

Tato zkouska udava odchylku vysledku metody C;i od spravné hodnoty Co. Problémem
je zjisténi spravné hodnoty. Spravnou hodnotou muiZze byt skuteny znamy obsah latky, nebo
obsah zjistény jinou nezavislou metodou, jejiz spravnost je ovéfena, nebo analyzou vzorku
s ptfidavkem standardni latky. Statisticky se spravnost testuje pomoci vytéznosti (R), kterd se

vypocita podle vzorce:

R=10C, (401

0

2.3.4.4. Detekéni a kvantitativni limit

Detekéni limit je parametr pro limitni testy. Je to nejnizsi detekovatelna koncentrace

latky, nestanovované kvantitativné. Kvantitativni limit ma vyuZziti pii kvantitativnim

cvwr

piesnosti a spravnosti. ©)

2.3.4.5. Selektivita
Selektivita je schopnost analytické metody kvantitativné stanovit analyt v pfitomnosti

moznych vedlejSich latek. Presnost stanoveni analyzované latky nesmi byt ovlivnéna
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pritomnosti latek vedlejSich (vychozich latek, necistot, rozkladnych produktd, latek
pomocnych, zbytkovych rozpouétédel).7) Selektivita se vyjadiuje jako rozdil mezi vysledky

analyzy vzorku bez necistot a vzorku s pfidanymi rozkladnymi produkty, necistotami atd.®

2.3.4.6. Robustnost

Analytickd metoda je robustni, jestlize pfesnost stanoveni neni ovlivnhéna malymi
zménami pracovnich podminek.Y) Je to vlastné mira reprodukovatelnosti vysledka ziskanych
analyzou jednoho homogenniho vzorku v rGznych laboratofich, riznymi analytiky, na
riznych pfistrojich a s riznymi Cinidly. Robustnost tedy znamena miru vlivu proménnych

podminek pii provedeni metody na jeji vysledky. ©

2.4. Analyza IéCiv v biologickém materialu

.....

rozvijejici smér. Jednad se o monitorovani 1é€iv a jejich metabolith v télnich tekutinach —
Vv krevni plazmé, séru a moci. Monitorovani se vyuziva pii farmakokinetickych studiich,
metabolickych studiich, pfi fizené terapii, v toxikologii, pfi bioekvivalen¢nich studiich.?

Pied vlastni HPLC analyzou je zpravidla nutné izolovat lé¢ivo a jeho metabolity
Z analyzované télni tekutiny. Cilem uprav biologickych vzorkl je odstranit endogenni latky
rusici vlastni stanoveni, aby analyza hodnocené latky byla co nejpfesnéjéi.g) Pouziva se

deproteinace, extrakce do organického rozpoustédla a extrakce na pevné fazi.
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2.4.1. Deproteinace

Deproteinace slouzi k odstranéni bilkovin ve vzorku. Neodstranéné bilkoviny by
mohly zanést kolonu chromatografu. Odstranéni bilkovin je mozné provést precipitaci,
ultrafiltraci a enzymovou deproteinaci.

Pti precipitaci se ke vzorku pfida deproteinacni €inidlo- soli tézkych kovl (ZnSOsy,
CuSO0,), silné kyseliny (HCI, trichloroctova) nebo organicka rozpoustédla (methanol, aceton).
Nevyhodou je nebezpeci vazby analyzované latky na precipitat, ktery se poté odstraiuje
pomoci centrifugy.

Pti ultrafiltraci se pouziva semipermeabilni membrana o urcité velikosti port, kterymi
projde frakce 1é¢iva nevazana na bilkoviny, zatimco vysokomolekuldrni proteiny a 1é¢iva na
n¢ navazana jsou oddéleny.

Pti enzymové deproteinaci se pouzivaji proteolytické enzymy (pepsin, trypsin).s)

2.4.2. Extrakce do organickych rozpoustédel

Extrakce z kapaliny do kapaliny (liquid- liquid extraction, LLE) je separa¢ni metoda
zaloZena na prenosu latky z jedné kapalné faze do druhé kapalné faze. Ob¢ kapalné faze jsou
pfitom vzijemné nemisitelné. Tato jednoduchéd extrakce se téZ oznacuje jako vytfepavani:
stanovovana slozka se pfevadi z vodné polarni faze do druhé nepolarni faze- organického
rozpoustédla. Pro hodnoceni extrakéniho déleni mé vyznam rozdélovaci pomér D- pomér

celkovych analytickych koncentraci dané latky rozdélené mezi obé faze:

P Ao

vod
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Vytézek extrakce lze zvySit zvétSenim objemu organické faze nebo 1épe opakovanymi
extrakcemi mensimi objemy organického rozpoustédla. Piitom plati, Ze pro u€innou extrakci
slabé kyseliny z vodného roztoku do malo polarniho rozpoustédla je nutné disociaci kyseliny
potlacit okyselenim vodné faze.” Proto lé¢iva typu kyselin se extrahuji z krevniho séra po
upravé na pH 2- 6 fosfatovym nebo acetatovym tlumivym roztokem.” Slabé zéasady se dobie
extrahuji z alkalizovanych vodnych roztokd, kde je jejich ionizace potlatena. Proto pfi
extrakci bazickych 1€¢iv se napt. krevni sérum nejdiive zalkalizuje pfidavkem hydroxidu.l)
Vlastni postup je takovy, Ze se vzorek napipetuje do centrifugacni zkumavky, ptida se
dané¢ mnozstvi organického rozpoustédla, napf. aceton, dichlormethan, chloroform-
experimentdlné se vybird rozpoustédlo, které ma pro dané 1é¢ivo nejlepsi extrakéni
schopnosti.” Smés se ve zkumavce 5 minut protfepava, nasleduje 5 minut centrifugace, kdy
se od sebe oddéli organicka a vodnd faze. Supernatant ( organicka faze) se separuje a zahusti
se na mens$i objem nebo se odpati do sucha mirnym proudem dusiku. Tento zbytek se rozpusti

vV mobilni fazi a ¢ast se nastfikuje do HPLC kolony.lo)’ 1

2.4.3. Extrakce na pevné fazi

Extrakce na pevné fazi (solid phase extraction, SPE) je metoda pro rychlou pfipravu
vzorkli. Pouzivd se pro zakoncentrovani a vyc€iSténi hodnocené¢ho vzorku pted vlastni
analyzou. SPE se realizuje pomoci kolonek naplnénych sorbentem- pevnou stacionarni fazi.
Sorbenty se 1i8i chemickym sloZenim (modifikovany silikagel, polymerni sorbenty), velikosti
¢astic a velikosti port. Vybér optimalniho sorbentu pro danou extrakci zavisi na vlastnostech
hodnocené latky a na extrakéni Gi€innosti sorbentu. Cilem SPE je, aby sorbent vazal a zadrzel

analyzovanou latku bez jakychkoliv necistot, které jsou naopak vyplaveny. Mechanismus SPE
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je totozny s principem kapalinové chromatografie (stacionarni faze, mobilni faze, retence a
eluce). Nicméné¢ pii SPE je analyt pln¢ zadrZen na kolonce.*?

Pted vlastni analyzou se kolonka nejprve promyje methanolem, vodou, nékdy i
pufrem, aby se odstranil vzduch v naplni kolonky. Poté se nanese vzorek ve vhodném
rozpoustédle a analyzovana latka se sorbuje. Nasleduje promyvani kolonky, které ma za cil
odstranit balasty (vodou, pufrem). Po vymyti necistot se kolonka vysusi ve vakuu. DalSim
krokem je vyplaveni zadrzené latky vhodnym elu¢nim rozpoustédlem (dichlormethan).
Ziskany eluat se odpafi do sucha proudem dusiku, odparek se rozpusti v mobilni fazi a je

ptipraven k nastfiku na HPLC kolonu.¥ 919

2.5. Flobufen

Flobufen je potencidlni lécivo objevené Vyzkumnym uUstavem pro farmacii a
biochemii (VUFB) v Ceské republice. Patii do skupiny nesteroidnich antiflogistik. Ma

kombinovany inhibi¢ni u¢inek na lipooxygendzu a cyklooxygendzu, prodlouZeny

S 14)

2.5.1. Zakladni vlastnosti

Strukturni vzorec: 15)
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Sumarni vzorec: C17H14F>03

Chemicky néazev: 4- (2¢,4*- difluorbifenyl- 4-yl) -4- oxo-2- methylbutanova kyselina®
Molekulova hmotnost: 304,2

Teplota varu: 160- 161°C

Rozpustnost: rozpustné v alkoholech, etheru a dimethylsulfoxidu, ve vodé rozpustné za
alkalickych podminek (pH > 8,5)

pK: 6,52

Vzhled: bilé krystaly

Formulace: tobolky s 10 nebo 25 mg flobufenu

Flobufen existuje ve dvou optickych izomerech.”

2.5.2. Syntéza

Flobufen byl objeven pouzitim QSAR analyzy. Byl objeven optimalizaci molekuly
fenbufenu (4-(4-bifenylyl)-4-oxobutanova kyselina) zavedenim substituentd fluoru na fenyl a
zavedenim methylu. Ziskany 2,4- difluoro analog vykazuje zvySenou lipofilitu, prodlouzeny
ucinek a signifikantni protizanétlivou aktivitu az 48 hodin. Flobufen se pfipravuje Friedel-
Craftsovou acylaci 2,4- difluorbifenylu s anhydridem kyseliny methyljantarové. Bifenyl se
ptipravuje Gombergovou reakci benzenu s diazoniovou soli odvozenou od 2,4- difluoranilinu.
Anhydrid kyseliny methyljantarové se pfipravuje kondenzaci ethylesteru kyseliny 2-

bromopropionové s ethylesterem kyseliny kyanooctové.”*®)
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2.5.3. Farmakodynamické vlastnosti

-----

5- 1ip00xygenézu.14) Pisobi téz antagonisticky na LTB4 receptorech.lg) Snizuje produkci
prozanétlivych cytokinii (IL- 6) a potlacuje bunécnou imunitu.*® P¥ pokusech na potkanech
(karagenanové injekce do tlapky) bylo demonstrovdno, ze flobufen pifi akutnim zanétu
redukuje edémy a hyperémie, snizuje tvorbu exsudatu a potlatuje migraci
imunokompetentnich bunék do mista zanétu. V porovnani S fenbufenem ma delsi pasobeni,
redukuje edém jesté 48 hodin po indukci zanétu. Flobufen byl tedy navrzen k 1é¢bé artritidy.
Zaroven se zkousi jeho imunomodulaéni vlastnosti.*”

Ukazuje se, ze ve srovnani s klasickymi nesteroidnimi antiflogistiky, vykazuje
flobufen velmi dobrou gastrickou snasenlivost.® Pi hodnoceni ulcerézniho poskozeni
zaludku v bodech 0-4, ziskal flobufen skore 0,5, v porovnani s indometacinem: 2,8.17 Nizsi
gastrotoxicita se vysvétluje bud'to kombinovanym inhibiénim G¢inkem na prostaglandiny i
leukotrieny, kdy se vytvari rovnovadha mezi protektivnimi prostaglandiny a proulceréznimi
leukotrieny.*” Nebo je gastricka snasenlivost vysvétlovana faktem, ze je flobufen proléivo.
Tomu odpovidd téz, ze in vitro vykazuje velmi slabou inhibicni aktivitu na

cyklooxygenézu.m

2.5.4. Farmakokinetické vlastnosti

Flobufen je rychle absorbovan z gastrointestinalniho traktu.*” Uginek flobufenu je

zprostiedkovan aktivnim metabolitem 24 difluorbifenyl-4- yl octové kyselina: *®
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15)

Aktivni metabolit vznikd redukci 4- keto skupiny na alkoholovou a naslednou eliminaci a
oxidaci na octovou kyselinu.lS)' ) Transformace flobufenu je téméf Uplnd. V moci byl
identifikovan hlavni metabolit a mnoho dalSich metaboliti, pficemz mnozstvi
nemetabolizovaného flobufenu bylo zanedbatelné.*® Flobufen ma odlisny metabolicky profil
od strukturné piibuzného fenbufenu, ktery se postupné transformuje az na 2°4°-
dihydroxybifenyl-4-yl octovou kyselinu. Metabolit flobufenu se timto zpusobem
transformovat nemiZze, protoze rozhodujici polohy jsou substituovany fluorem. Z toho
vyplyvé, Ze je vylucovan hlavné v nezménéné podobé s velmi dlouhym poloéasem.lg)
Biologicky polocas je u zdravych dobrovolnikii kolem 15 hodin. Biologicky polo¢as hlavniho
metabolitu je vyrazné delsi ( okolo 50 hodin). Biologicky polocas flobufenu a jeho metaboliti
u pacientt béhem opakovaného podavani se ukazal delsi- okolo 40- 160 hodin.*¥
Biodistribuce je podobnd jako u jinych nesteroidnich antiflogistik. Ma silnou vazbu na
bilkoviny plazmy, a proto je pfitomen ve vysoce prokrvenych tkdnich (plazma, ledviny, jatra,
zazivaci trakt). Navic byly nalezeny vyssi koncentrace v zénétlivych loziscich a pojivovych
tkanich.'®

Z vysledkti specidlnich toxikologickych testd vyplyva, ze flobufen neindukuje

genovou mutaci a morfologickou transformaci bun¢k in vitro. Ani podéni nejméné 100krat
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vetsi jednotlivé davky, nez je predpokladana terapeuticka davka, nezavinilo zadné toxické

nebo genotoxické ﬁéinky.14)

Flobufen se nyni nachazi v 3. fazi klinickych studii. Studie se odehrava v patnacti centrech
s 300 pacienty. Flobufen jakozto nové antirevmatické a antiartritické 1éCivo vykazuje tyto
piednosti: dlouhotrvajici €inek pti podavani jedenkrat denné, vysoka gastricka snaSenlivost a
niz$i vyskyt nezadoucich uc¢inkl (nejCastéji dyspepsie), novy mechanismus ucinku: kromé

inhibice cyklooxygenazy, téz inhibice 5- lipooxygenézy.14)‘ 19)
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3. Cil prace
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Cilem této diplomové prace bylo:

©)

Seznamit se s chodem prace HPLC systému SMART

Seznamit se s pracovnimi navyky, podminkami prace, adrzbou

Zm¢éfit absorpcni spektrum flobufenu

Nalézt vhodné podminky pro stanoveni flobufenu HPLC analyzou

Sestavit kalibra¢ni kiivku

Provést test opakovatelnosti

Izolovat flobufen z potkani plazmy pomoci extrakce z kapaliny do kapaliny
Izolovat flobufen z lidské mo¢i pomoci extrakce z kapaliny do kapaliny

Zhodnoceni
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4. Experimentalni ¢ast
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4.1. Pristroje a chemikalie

4.1.1. Prfistroje a pomucky

Analytické vahy: Santorius analytic

Centrifuga: Janetzki T 24

Filtr: MILLEX®- GP, 0,22 um Filter Unit, MILLIPORE, Bedford
Hamiltonova stiikacka, 20 pl

HPLC SMART systém, Amersham Biosciences
Injekeni stiikacky: B. Braun Meisungen AG
Kadinky

pH- metr: PerpHecT log R meter, model 350
Ultrazvukova lazeni: Bandelin SONOREX RK 31
UV- VIS spektrofotometr: HP 8453

Vahy: Kern 440- 33

Vakuum: Vacc- space 20

Vafri¢

Zkumavky se zébrusem, 10 ml

4.1.2. Chemikalie

Acetonitril Prepsolv® for preparatic chromatography, Merck KGaA, Darmstadt, Germany

Dichlormethan p.a., Lach- Ner, s.r.o., Neratovice
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Dichlormethan 99,6% A.C.S. spectrophotometric grade, Sigma- Aldrich Chemie GmbH
Dimethylsulfoxid Sigma®, Sigma- Aldrich Chemie GmbH
Kyselina chlorovodikova 35% p.a., Lachema a.s., Neratovice
Methanol Riedel- de Haén®
CHROMASOL V® for HPLC, Sigma- Aldrich, Laborchemikalien GmbH
Octan sodny krystalicky, Lachema n.p. Brno, zavod Neratovice

Racemicky flobufen, FaF UK Hradec Kralové

4.2. Pracovni postup

4.2.1. SMART system

SMART systém piedstavuje vysokoucéinny kapalinovy chromatograf, vhodny ke
stanoveni latek v minimalnim mnoZstvi. Sklad4d se z vlastniho chromatografu a pocitace,
jehoZ prostfednictvim se fidi obsluha chromatografu, zadavaji se podminky, vyhodnocu;ji se
namétena data.

Cerpaci systém je fizen poéitatem, ktery umoZiiuje nastavit pritok mobilni fize
v rozsahu 10- 2000 pl a rovnéz umoznuje gradientovou eluci. Maximalni konstrukéni tlak
systému je 25 MPa, skutecné pouZitelny maximalni tlak je ale omezen konstrukénim tlakem
kolony.

Pro analyzu byla pouzivana kolona pRPC C2/C18, PC 3.2/3 (Amersham Biosciences),

pro niZ ¢ini maximalni tlak 15 MPa. Napln této kolony je tvofena chemicky modifikovanym
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silikagelem s vazanymi oktadecylovymi a ethylovymi fetézci. Pfedkolona je tvofena titanovou
fritou s velikosti pora 0,22 pum.

Déavkovani je provadéno pomoci automatického davkovace, jehoz soucasti je
davkovaci smyc¢ka o objemu 10 pl. Nastiikuje se Hamiltonovou stiikackou o objemu 20 pl.

Detekce je zajisténa spektrofotometrickym detektorem. Zdrojem zafeni je xenonova
lampa s rozsahem vinovych délek 190- 600 nm.

Chod SMART systému je zajistén programem SMART Manager. Tento program fidi
vSechny provadéné operace a také vyhodnocovani ziskanych zdznaml. Diky SMART
Manageru je mozno si piedem naprogramovat separacni metodu, kterou bude analyza
probihat. Zadava se rychlost pritoku mobilni f4ze, slozeni mobilni fize a gradient, vinova
délka pro detekci, Cas nastfiku a celkova doba eluce aj. Ve SMART Manageru lze tyto

parametry zadavat ve formé grafu, nebo pomoci pisemnych ptikaza.

4.2.2. Stanoveni flobufenu

Flobufen, potencidlni 1é¢ivo ze skupiny nesteroidnich antiflogistik, je jako ostatni
latky této skupiny kyselinou. Zéarovein se jedna o latku lipofilni. Jako metoda pro stanoveni
flobufenu byla zvolena chromatografie na reverznich fazich. V tomto piipadé kolona
obsahovala nepolarni stacionarni fazi  tvofenou modifikovanym  silikagelem-
s uhlovodikovymi fetézci Cig a Co.

Prvnim ukolem bylo pfipravit si roztok flobufenu. Flobufen se rozpoustél ve vodé,
kterd vSak musela byt zalkalizovana pfidavkem NaOH. Vyhodnéjsi se ukdzalo rozpousténi
piimo v methanolu. S vyhodou jsem pouzila ultrazvukovou lazen ( 5 minut), kterd rozpousténi

urychlila.
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Jako mobilni faze byla pouzita soustava methanol- voda. Vyzkousela jsem metodu
s izokratickou eluci, kdy se neméni slozeni rozpoustédla, i s gradientovou eluci, kdy se
piedem naprogramuje procentudlni zastoupeni rozpoustédel A a B a jejich zmény ve slozeni

Vv pritbéhu eluce. Rozpoustédlo A obsahovalo 10% methanol, rozpoustédlo B 90% methanol.

Rozpoustédla jsem pfipravila smisenim vody a methanolu v daném poméru, nasledovala
nutna filtrace pres membranovy filtr za pomoci vakua. Filtrace slouzi k zabranéni moznosti

vneseni necistot do kolony a tim brani jejimu ucpani.

4.2.2.1. Absorpéni spektrum

Pted vlastni analyzou muselo byt zméteno absorpéni spektrum flobufenu, aby se do
SMART systému mohla zadat spravna vlnova délka, pti které ma probihat detekce. Spektrum
bylo zméteno na UV- VIS spektrofotometru. Pouzila jsem methanolicky roztok flobufenu o
koncentraci 10 pug/ml. Roztok byl ptipraven rozpusténim 10 mg flobufenu v 10 ml methanolu.
Z tohoto vychoziho roztoku jsem pipetovala 10 pul a nafedila methanolem na 1 ml. Absorp¢ni
maxima byla naméfena pii vinové délce 203 a 280 nm. Pro detekci UV detektorem byla

vybréna jako prioritni vinova délka 280 nm. (viz. graf €. 1)

4.2.2.2. Metoda v programu SMART Manager

Parametry analyzy je mozné nastavit pfedem v programu SMART Manager a poté
pfistroj pracuje takika automaticky, nebo lze nastavit jen ¢ast parametrli ( napf. rychlost
pritoku mobilni faze, slozeni mobilni faze, zmény slozeni v Case- gradient, dobu celkového
méteni) a dalsi v pritbéhu chodu libovolné€ ruéné dopliovat ( kalibrace vinové délky, autozero,

nastiik, pozice Load ).
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Pfed zahajenim méieni musi byt nastavena dana vinova délka a nasledné provedena
jeji kalibrace. Metoda se spousti piikazem Run. Je vhodné pouzit piikaz Autozero, kdy se
hodnoty pied vlastnim méfenim vynuluji. Poté se Hamiltonovou stfikackou (objem 20ul)
nastiikne vzorek do davkovaci smycky. V programu se navoli ptikaz Inject a dojde k nastiiku
na kolonu. Po urcité dobé se poloha davkovaciho ventilu pfepne opét do vychozi polohy
Load. Tento ¢as by mél byt u jednotlivych nastiikti shodny (napt. 1 minuta).

Vyzkousené metody:

a) 0,00 min FLOW 100,0

0-1,5min CONC B 0%

1,5-5min  CONC B 0- 100%

5-25min  CONC B 100%

25-30 min  CONC B 100- 0%

b) 0,00 min FLOW 100,0

0-5min CONC B 0%

5-7min CONC B 0- 100%

7-15min  CONC B 100%

15- 20 min  CONC B 100- 0%

c) 0,00 min FLOW 100,0
0-3min CONC B 0%
1,00 min autozero
3- 7 min CONC B 0- 100%
7- 20 min CONC B 100%

d) 0,00 min FLOW 100,0

0-1,5min CONC B 0%
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0,50 min autozero
1,00 min Inject
2,00 min Load
1,50- 5 min CONC B 0- 100%
5- 15 min CONC B 100%
15- 20 min CONC B 100- 0%
e) 0,00 min FLOW 100,0
0- 30 min CONC B 100%
0,50 min autozero
1,00 min Inject
2,00 min Load
f) 0,00 min FLOW 100,0
0,50 min autozero

0- 80 min CONC B 100%

V c¢ase 0,00 minut byl nastaven priitok mobilni faze 100 pl/min (FLOW 100,0). Poté mohlo
byt nastaveno autozero- vynulovani, Inject- nastfik, Load- klidova poloha ventilu (u metod
bez tohoto prednastaveni se provadi ru¢né¢ v prabéhu chodu). V metodach bylo navoleno
slozeni mobilni faze: budto pouze rozpoustédlo B (CONC B 100%), nebo u metod
s gradientem byla mobilni faze sloZena z rozpoustédla A, ke kterému bylo v zadaném case
piimichavéano rozpoustédlo B (CONC B 0- 100%), a poté byla mobilni faze tvofena pouze
rozpoustédlem B (CONC B 100%), ke konci mohlo byt naopak rozpoustédlo B ubirano

(CONC B 100- 0%).
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4.2.2.3. Kalibrace

Ke kalibraci byl pouzit zakladni roztok ptipraveny rozpusténim 10 mg flobufenu v 20
ml methanolu s vyuZitim ultrazvukové lazné. Takto ziskany roztok mél koncentraci 500
ug/ml. Z tohoto roztoku byly pfipraveny roztoky o koncentracich: 5 pug/ ml, 10 ug/ ml, 50 pg/
ml, 100 pg/ ml, 250 ug/ ml a 500 pg/ ml. Roztoky jsem ziskala napipetovanim daného
mnozstvi zakladniho roztoku ( 10 ul, 20 ul, 100 ul, 200 ul a 500 ul) a dofedénim methanolem
na 1 ml. K méfeni byla pouzita izokratickd metoda f). Roztoky jsem pfipravila tfikrat, téz
méteni jsem nckolikrat opakovala. Mezi nanaSenim jednotlivych vzorkli musela byt vzdy
dikladn¢ promyta Hamiltonova stfikacka (40x promyti methanolem). Na zékladé vysledkt
téchto méteni byla sestavena kalibracni kiivka, podle niz jsem poté porovnavala vysledky

stanoveni flobufenu separovaného z plazmy a moc¢i (viz. tabulka ¢. 1 a graf €. 2).

4.2.2.4. Test opakovatelnosti

Ze zékladniho roztoku o koncentraci 500 pg/ ml byl pfipraven roztok o koncentraci
100 pg/ ml. S timto roztokem jsem Sestkrat za sebou provedla nastfik. Méfeni bylo
zhodnoceno prostiednictvim ploch jednotlivych pikl. Test poukazuje na schopnost pfistroje

zm¢fit stejné hodnoty a na schopnost pracovnikll peclivé pracovat. Viz. tabulka €. 2.

4.2.3. lzolace flobufenu z biologického materialu

Byla provedena separace flobufenu z potkani plazmy a zlidské moci extrakci
z kapaliny do kapaliny. U obou biologickych materialt byla pouzita shodnd metoda ptipravy
vzorku. Do Sesti zabrusovych centrifuga¢nich zkumavek (10 ml) jsem pipetovala 0,5 ml

potkani plazmy nebo moci. Mo¢ ovSem musela byt pfedtim prefiltrovana pies filtr- 0,22 um
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kvili moznym necistotam (epitelové bunky). K biologickému materialu bylo ptidano dané
mnozstvi methanolického roztoku flobufenu, aby se ziskaly vzorky o koncentracich: 5 ug/ ml,

10 pg/ ml, 50 ug/ ml, 100 pug/ ml, 250 ug/ ml a 500 pg/ ml. Jako zakladni roztok jsem pouzila

roztok o koncentraci 10 mg/ ml- pouzit byl koncentrovanéjsi roztok, aby se do biologickych
materiali nevnasel methanol. Do zkumavek jsem tedy pipetovala 0,5 ul, 1 ul, 5 ul, 10 ul, 25
pl a 50 ul roztoku flobufenu. Poté bylo do zkumavek pfidano 0,9 ml 0,1 M kyseliny
chlorovodikové. Po protiepani jsem piidala 0,2 ml 3M kyseliny chlorovodikové. Nésledovalo
5 minut tfepani. V plazmé doslo k deproteinaci. Poté se ptidala vlastni extrak¢ni kapalina: 6
ml dichlormethanu. Vzorky s dichlormethanem se 5 minut protéepavaly. Potom jsem
zkumavky umistila do centrifugy (15 minut), kde doslo k oddéleni vodné a nepolérni faze.!)
Zkumavky jsem pfemistila do mrazdku, vodnd faze zmrzla. To usnadnilo ziskéani
dichlormethanové vrstvy, kterd byla vespod. Pomoci injekcni stiikacky jsem separovala
dichlormethan a ptenesla ho do zkumavek. Dichlormethan se odpafil na vodni 1dzni. Odparek
ve zkumavkach byl rozpustén v 1 ml prefiltrovaného methanolu a pfipraven k nastfiku (10
pl). Mezi nanaSenim jednotlivych vzork se Hamiltonova stfikacka promyvala methanolem.
Chromatografické méteni jsem provedla tfikrat. Ve vysledcich se zapisovala plocha pikl a
retencni Casy. Viz. tabulka €. 3 a €. 4, graf €. 3 a €. 4, chromatogram €. 1 a 2.

Pro srovnani, jakym zplisobem ovliviiuje piipadny zbyly biologicky material analyzu
flobufenu a zda vytvaii né¢jaké pozadi, byl nastiiknut na kolonu slepy roztok- roztok ziskany
separaci z plazmy a z moci, kdy tyto biologické materialy neobsahovaly pfidany flobufen, a

roztok flobufenu o koncentraci 50 pg/ ml separovany z plazmy a z moci. Viz. chromatogram

¢.3ad.
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5. Vysledky
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Graf ¢. 1: Absorp¢ni spektrum flobufenu
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Tabulka ¢. 1: Kalibrace

Vysledky chromatografického méieni, na zaklad¢ kterych byla sestrojena kalibracni kiivka.

Koncentrace flobufenu | Reten¢ni | Plocha piku | Primérna | Smérodatna
[ ug/ ml] ¢as[min] | [ min*mAU] | plocha odchylka

2,57 38,9344

5 2,52 36,3161 38,3650 1,83
2,58 39,8445
2,62 62,5121

10 2,58 56,6399 59,2450 2,99
2,59 58,5830
2,54 178,9698

50 2,51 177,7667 179,5683 2,16
2,59 181,9684
2,62 344,4972

100 2,67 352,1965 350,2345 5,05
2,61 354,0098
2,65 814,4579

250 2,68 809,7640 810,6880 3,40
2,61 807,8421
2,63 1591,9214

500 2,58 1601,5673 | 1595,4112 5,35
2,65 1592,7449
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Graf ¢. 2: Kalibracni piimka flobufenu

kalibrace
1800
1600 y=3,1387x + 26,516
R =<199?//,/’
1400 ‘////,
1200
= /
=
2 1000
8
o 800
S
2 600 l////,
400
200
01 ‘ | ‘ ‘ ‘
0 100 200 300 400 500 600

koncentrace




Tabulka €. 2: Opakovatelnost

Koncentrace flobufenu 100 ug/ mi

Plocha piku flobufenu Retencni

[ min*mAU ] Cas[min]
1. 342,5671 2,67
2. 350,1440 2,62
3 347,1731 2,65
4. 352,3852 2,63
5. 344,2506 2,67
6. 348,5830 2,64

Primérna plocha piku flobufenu: 347,5172 (y)

2
Vzorec: RSD,, =100 Z(yi y)
y n-1

RSDy = 1,05 %
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Tabulka ¢. 3: Separace z plazmy

Vysledky méieni flobufenu izolovaného z plazmy

Koncentrace flobufenu | Reten¢ni | Plocha piku | Primérna | Smérodatna
[ ug/ ml] ¢as[min] | [ min*mAU]| plocha odchylka

2,37 35,3266

5 2,35 34,2983 33,8125 1,81
2,32 31,8126
2,41 49,0084

10 2,37 48,8706 46,2360 4,68
2,40 40,8290
2,36 147,0530

50 2,37 150,4991 150,5990 3,60
2,37 154,2449
2,38 256,7246

100 2,35 262,8976 | 258,3201 4,02
2,40 255,3381
2,35 618,7723

250 2,37 609,5010 | 614,5399 4,69
2,34 615,3464
2,43 1151,3167

500 2,37 1158,0705 | 1154,2363 3,47
2,40 1153,3217
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Graf ¢. 3: Regresni piimka flobufenu izolovaného z plazmy

plocha piku

1400

1200

1000

o
o
o

(e}
o
o

400

200

plazma
y = 2.2655x + 30,808
R? = 0,999/’
100 200 300 400 500
koncentrace

600

52



Chromatogram ¢. 1: Flobufen separovany z plazmy
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Tabulka €. 4: Separace z moci

Vysledky méfeni flobufenu izolovaného z moci

Koncentrace flobufenu | Reten¢ni | Plocha piku | Primérna | Smérodatna
[ ug/ ml] ¢as[min] | [ min*mAU] | plocha odchylka

2,80 28,4670

5 2,78 32,7763 30,5150 2,16
2,75 30,3017
2,78 42,7130

10 2,74 44,2256 44,1335 1,38
2,75 45,4619
2,82 147,8596

50 2,80 140,9102 144,0242 3,53
2,78 143,3028
2,79 256,6872

100 2,72 263,4313 259,3850 3,57
2,75 258,0365
2,89 637,3674

250 2,86 632,5560 632,3441 5,13
2,79 627,1089
2,77 1191,0197

500 2,75 1186,2256 | 1191,2558 5,15
2,80 1196,5221
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Graf ¢. 4: Regresni pfimka flobufenu izolovaného z moci
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Chromatogram ¢. 2: Flobufen separovany z moci
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Graf ¢. 5: Porovnani zéavislosti ploch pikti na koncentraci flobufenu z ¢istého roztoku a

flobufenu ziskaného extrakci z plazmy a z moci.
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Chromatogram €. 3: Izolace z plazmy- slepy vzorek a flobufen (50 pg/ ml)
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Chromatogram €. 4: Izolace z moci- slepy vzorek a flobufen (50 pg/ ml)
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Tabulka ¢. 5: Hodnoceni vytéznosti na zakladé ploch pikt flobufenu izolovaného z plazmy

a ploch pikti odectenych z kalibra¢ni pfimky.

Koncentrace flobufenu Spi Skal Vytéznost

[ g/ ml] [ min*mAU] | [ min*mAU] [%]

5 33,8125 42,2095 80,11

10 46,2360 57,9030 79,85

50 150,5990 183,4510 82,09

100 258,3201 340,3860 75,89

250 614,5399 811,1910 75,76

500 1154,2363 1595,8660 72,33

plocha piku flobufenu izolovaného z plazmy

V}'/téinost = Sp|/ Ska .- 100

Primérna vytéznost: 77,67 %

plocha piku vypoctena z rovnice kalibra¢ni piimky flobufenu: y = 3,1387x + 26,516
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Tabulka €. 6: Hodnoceni vytéznosti na zakladé ploch piki flobufenu izolovaného z moci

Vytéznost = Spoc/ Skar - 100

Primérna vytéznost: 75,97 %

a ploch pikti odectenych z kalibra¢ni pfimky.

Koncentrace flobufenu St Skal Vytéznost

[ g/ ml] [ min*mAU] | [ min*mAU] [%]

5 30,5150 42,2095 72,29

10 44,1335 57,9030 76,22

50 144,0242 183,4510 78,51

100 259,3850 340,3860 76,20

250 632,3441 811,1910 77,95

500 1191,2558 1595,8660 74,65

.. plocha piku flobufenu izolované¢ho z moci

plocha piku vypoctena z rovnice kalibra¢ni ptimky flobufenu: y = 3,1387x + 26,516
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6. Diskuse
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Potencialni nesteroidni antiflogistikum flobufen bylo analyzovano pomoci pfistroje
SMART systém- vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii. Nejprve bylo nutné se s timto
piistrojem seznamit, naucit se zdkladni operace. Zaroven bylo tfeba pfistroj zprovoznit,
obnovit prichodnost kolony a davkovaciho ventilu. K promyvani byl pouzit methanol a
dimethylsulfoxid.

Flobufen byl analyzovan pouzitim systému obracenych fazi, nebot” se jednalo o latku
lipofilni. Na zakladé¢ literatury byla téz ovéfena rozpustnost flobufenu ve vod¢ zalkalizované
NaOH, nebo v methanolu. Pfidavek vody do methanolického roztoku zpusobil vysrazeni
flobufenu. Pouzivan byl methanolicky roztok flobufenu.

K uspésné detekci bylo nezbytné zméfeni absorpéniho spektra flobufenu. Absorpcni
maximum bylo naméfeno pifi vlnové délce 280 nm. Tato vinova délka byla vybrana za
prioritni. Jako 2. vinova délka pro detekci byla zaddna vlnova délka 238 nm.

Pro stanoveni bylo nutné vytvofit ve SMART systému chromatografickou metodu.
Bylo vyzkousSeno nékolik izokratickych i gradientovych metod. Poté se pracovalo hlavné
izokratickou metodou, kdy byla mobilni faze tvotfena 90% methanolem. Béhem gradientové
eluce bylo sloZeni mobilni faze tvofeno téz 10% methanolem. Pomér 10% a 90% methanolu
se v pribc¢hu chodu pfistroje programové ménil. Vzhledem k tomu, Ze i pfi izokratické eluci
vychazely piky zfetelné, symetrické a rozdélené az po zékladni linii, byla tato metoda pouzita
k hlavnimu méfeni.

K sestrojeni kalibra¢ni pfimky bylo tfeba naméfit nékolik vzorkli flobufenu o
stoupajici koncentraci. Pouzité koncentrace: 5 ug/ ml, 10 ug/ ml, 50 pg/ ml, 100 pg/ ml, 250
ug/ ml a 500 pg/ ml. Naméfené hodnoty jsou uvedeny v tabulce ¢.1, kalibra¢ni pfimka je
znazornéna v grafu ¢.2. Z rovnice této piimky vyplyva, Ze pii nulové koncentraci flobufenu je

dosazeno nenulové hodnoty plochy piku. Tento jev se uplatiioval i u dalSich méfeni a mohl
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byt pravdépodobné zplisoben nedokonalym nastavenim nulové hodnoty diky vlastnostem
kolony.

V testu opakovatelnosti byla pouze ovéiena presnost méfeni a spravnost ziskanych
vysledki. Vypoctena hodnota 1,05% byla mirn€ nad 1ékopisnou normou 1%.

Dalsi ukol této prace predstavovala izolace flobufenu z biologického materialu
metodou extrakce z kapaliny do kapaliny. Jako biologicky material byla pouzita potkani
plazma a lidska moc¢. Postupovano bylo podle obecné uznavaného principu. Do plazmy a
ptefiltrované moci bylo aplikovdno zndamé mnozstvi flobufenu. Vzorek byl upraven postupem
z literatury, pouzitelnym napf. pro ostatni nesteroidni antiflogistika. Jako nejlepsi extrakcni
¢inidlo byl na zakladé literatury zvolen dichlormethan. Extrakce byla jednorazova- 6ml
dichlormethanu. Vyzkou$ela jsem i nasobnou extrakci, nicméné po druhém ptidavku
dichlormethanu se jiz nepodatilo odd¢lit faze. Byla hodnocena vytéznost, ktera dosahovala u
plazmy hodnot 72,33 %- 82,09 %, a u moci byly ziskany hodnoty 72,29 % - 78,51 %.

Primérnd vytéznost u extrakce z plazmy byla 77,67 % a u extrakce z moci 75,97 %. Nejvyssi

v

pg/ ml. U extrakce z plazmy opakované vychazela mirn€ vyS$§i vytéznost pii nizSich
koncentracich, coz mohlo byt zpusobeno nedokonalym rozpusténim odparku u vyssi

koncentrace. U extrakce flobufenu z moc¢i vychazel vytézek rovnomérngji. Nejvyssi

cvwr

tedy u obou biologickych materiald pohyboval okolo 75 %. K nejvétsimu ovlivnéni vytéznosti
dochazi v okamziku odebirani dichlormethanové faze. Na fazovém rozhrani mezi dvéma
vzajemné nemisitelnymi kapalinami muze dochazet k tvorbé emulze, jejiz soucasti mtize byt i

extrahovand latka. Dale se muze latka pii deproteinaci plazmy vézat na bilkovinny precipitat.
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Pro porovnani, jak biologicky materidl ovliviiuje analyzu flobufenu, byla provedena
extrakce dichlormethanem z plazmy a z moci, které neobsahovaly piidany flobufen. U mo¢ci
byl opakované zaznamenan maly piedpik, vyrazny pti vinové délce 238 nm, pti vinové délce
280 nm vsSak dosahl plochy pouze cca 4 min*mAU. Patrné se jednalo o steroidni hormon

extrahovany spolu s flobufenem.
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7. Zaver
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vV V V VvV V

Byla nalezena metoda stanoveni flobufenu HPLC systémem SMART.

Bylo zméteno absorpcni spektrum flobufenu.

Byla sestrojena kalibrac¢ni pfimka flobufenu.

Byl proveden test opakovatelnosti.

Byla vyzkouSena extrakce flobufenu z kapaliny do kapaliny u biologickych materialt
(potkani plazma, lidska mo€) a nasledna analyza.

Byla zhodnocena vytéznost na zékladé ploch pikd separovaného flobufenu a
kalibracni pfimky.

Byl analyzovan slepy vzorek pro porovnani pozadi vytvafeného biologickym

Mmaterialem.
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