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1. Uvod



Piroxikam je 1éCivo ze skupiny nesteroidnich antiflogistik. Pouziva se k symptomatické
1é¢beé revmatoidni artritidy nebo osteoartrozy. Rovnovazné koncentrace v plasmé je dosazeno az
za n¢kolik dni po aplikaci a pohybuje se vrozmezi 3-7 pg/ml. Kvali zvySenému vyskytu
nezadouciho ucinku (gastrointestinalni komplikace) a dlouhému polocasu 1éCiva je vhodné
monitorovat hladinu piroxikamu v krvi.

Pomérné novou metodou extrakce 1éCiva z biologického materidlu je mikroextrakce na
tuhé fazi (SPME). Je to jednoduchd a ucinné sorpcné-desorpéni technika. Na kiemenné vlakno
potazené polymerem, které je ponofeno do vzorku (napt. plasmy), se po urcity ¢as sorbuje
1é¢ivo. Nasledné se analyt z vlakna desorbuje do rozpoustédla, které je dale analyzovano, napf.
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC). Nejen ve farmaceutické analyze patii
HPLC mezi Siroce vyuzivané separa¢ni metody, ale v mnoha ptipadech je i metodou prvni
volby. Pi1 vhodné kombinaci stacionarni faze, mobilni faze a detekcni techniky lze v relativné
kratkém cCase s vysokou citlivosti a selektivitou stanovit pfitomnost a mnozstvi dané¢ho analytu

ve vzorku.



2. Cil prace



Cilem této diplomové prace je nalezeni vhodné metody stanoveni piroxikamu v plasmé
pomoci mikroextrakce na tuhé fazi (SPME) a vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC).
Optimalizace podminek bude zahrnovat sledovani vlivu slozeni mobilni faze, zmény teplot a pH.
Bude hledan vhodny vnitini standard. Bude ovéfena linearita a selektivita metody a stanoven

limit detekce a kvantifikace.



3. Teoreticka c¢ast
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3.1. Piroxikam a jeho vlastnosti

3.1.1 Vzorec a chemické vlastnosti

o O
N/
\N/CH3
AR
| X
OH @) N =

Piroxikam ( C;sH;3N304S ) je 1€kopisna latka, jeji molekulova hmotnost je 331,35. Je to

4-hydroxy-2-methyl-1,1-dioxo-N-(pyridin-2-yl)-1,2-dihydro-11°,2-benzothiazin-3-karbox-amid.

Obsahuje 98,5% az 101,0% slouceniny C;sH3N304S, pocitano na vysuSenou latku.'

Viastnosti

Piroxikam je bily nebo svétle zluty krystalicky praSek. Prakticky se nerozpousti ve vodg,

je dobie rozpustny v dichlormethanu, tézce rozpustny v bezvodém ethanolu. Piroxikam je

polymorfni.'

Necistoty

pyridin-2-amin
4-hydroxy-1,1-dioxo-N-(pyridin-2-yl)-1,2-dihydro-1A°,2-benzothiazin-3-karboxamid
4-hydroxy-2-methyl-1,1-dioxo-1,2-dihydro-11°,2-benzothiazin-3-karboxamid
methyl-2-(1,1,3-trioxo-1,3-dihydro-2H-1A° 2-benzothiazol-2-yl)acetat
ethyl-2-(1,1,3-trioxo-1,3-dihydro-2H-1A° 2-benzothiazol-2-yl)acetat
isopropyl-2-(1,1,3-trioxo-1,3-dihydro-2H-1 k6,2-benzothiazol-2-y1)acetét
methyl-4-hydroxy-1,1-dioxo-1,2-dihydro-11°,2-benzothiazin-3-karboxylat
ethyl-4-hydroxy-1,1-dioxo-1,2-dihydro- 11°,2-benzothiazin-3-karboxylat
isopropyl-4-hydroxy-1,1-dioxo-1,2-dihydro-1A° 2-benzothiazin-3-karboxylat
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e methyl-4-hydroxy-2-methyl-1,1-dioxo-1,2-dihydro- 11°,2-benzothiazin-3-karboxylat
e ethyl-4-hydroxy-2-methyl-1,1-dioxo-1,2-dihydro-11°,2-benzothiazin-3-karboxylat
e isopropyl-4-hydroxy-2-methyl-1,1-dioxo-1,2-dihydro- 1A% 2-benzothiazin-3-karboxylat'

3.1.2 Indikace

Piroxikam je oxikamové nesteroidni antiflogistikum/analgetikum. Pouzivd se
k symptomatické 1é€b¢ osteoartrozy, revmatoidni artritidy nebo ankylozujici spondylitidy.
Piroxikam neni Iékem prvni volby mezi nesteroidnimi antirevmatiky kvali svému
bezpecnostnimu profilu. Rozhodnuti ho predepsat by mélo byt zalozeno na zhodnoceni
celkového rizika pro pacienta.

Piroxikam neni vhodny pro 1é¢bu akutnich stavli, protoze pii uzivani doporucenych

dennich davek je dosazeno konstantni hladiny v séru aZ po 5-10 dnech.’

3.1.3 Mechanismus t¢inku

Piroxikam jako nesteroidni antiflogistikum inhibuje cyklooxygenazu I, ktera umoziuje
preménu kyseliny arachidonové na prostanoidy, tromboxan a prostaglandiny. Ty se ucastni
zanétlivych pochodl reaktivity receptort bolesti a procesii vyvolani horecky, ale také napf.
zvySuji prokrveni ledvin a stimuluji produkci zalude¢niho hlenu. Proto se piroxikam uziva pro
sviyj analgeticky, antiflogisticky a antipyreticky ucinek. SniZuje pouze patologicky zvySenou
télesnou teplotu. Cyklooxygenaza I je konstitutivné pfitomna v mnoha typech bunck a je trvale

aktivni, na rozdil od cyklooxygenazy II, kterd je indukovatelna cytokiny ¢&i stresem.”

3.1.4 Farmakokinetické vlastnosti

Po peroralnim podani se piroxikam resorbuje z¢asti uz v zaludku a dale uplné v duodenu.
Maximalni koncentrace v plasmé je dosazeno jiz za 2-3 hodiny. Zatimco po rektalni aplikaci je
maximalni koncentrace v plasmé za 5-6 hodin. Diky enterohepatalnimu obéhu dochazi za 6-10
hodin po aplikaci k dal§imu vzestupu hladiny piroxikamu.

Vaznost na bilkoviny je 98% a distribu¢ni objem 0,12-0,14 I/kg télesné hmotnosti.
Rovnovazna (steady-state) koncentrace v plasmé je 3-7 pug/ml a je ji dosazeno pii opakovaném
podéavani denni davky 20 mg piroxikamu za 5-10 dni.

Polocas eliminace se pohybuje mezi 30 a 60 hodinami. Piroxikam je metabolizovan
v jatrech na neucinné produkty, které se vylucuji ledvinami a z¢asti 1 zlu¢i. Jen 2-5% piroxikamu

je vylougeno v nezménéné podob& modi.?
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3.1.5 Kontraindikace

Piroxikam se nesmi uzivat, pokud pacient ma aktivni pepticky vied, zanétlivé
gastrointestindlni onemocnéni (Crohnova choroba ¢i ulcerdzni kolitida) nebo krvaci do GIT.
Soucasné se nemaji pouzivat dalsi nesteroidni antirevmatika nebo antikoagulancia. Pacient nesmi
piroxikam uzivat, pokud je alergicky na lé¢ivou latku, v poslednim trimestru gravidity ¢i ma

’ v ’ 17 ror2
zavazné jaterni nebo rendlni selhdni.

3.1.6 Nezadouci ucinky

Pfi uzivéani piroxikamu se mohou velmi Casto objevit gastrointestindlni obtize jako je
nevolnost, zvraceni, prijem ¢i zacpa, plynatost, paleni zahy, abdominalni bolest a okultni
krvéaceni. Déale mtize ¢asto dochéazet ke gastrointestinalni ulceraci s moznosti gastrointestinalniho
krvéaceni. Toto riziko je obzvlast’ zavislé na velikosti davky a délce 16¢by piroxikamem. Casto se
také mtize vyskytnout bolest hlavy, zavraté a unava. MliZe se objevit reakce podobna alergicke,
zpusobend zvySenou tvorbou leukotrieni. Tuto zvySenou tvorbu zpisobuje inhibice

cyklooxygenazy.””

3.1.7 Interakce
Piroxikam by nemél byt soucasné podavan s:

e kyselinou salicylovou nebo s jinymi nesteroidnimi antiflogistiky, protoze se zvysuje
riziko nezadoucich ucinkt

o kortikosteroidy - zvysuje se riziko gastrointestinalnich ulceraci nebo krvaceni

e antikoagulancii - piroxikam zvysuje jejich ucinek

e antiagregancii a inhibitory zpétného vychytavani serotoninu (SSRI) - zvySuje se riziko

krvaceni do GIT?

3.1.8 Pripravky s obsahem piroxikamu
¢ Flamexin 20mg, Chiesi Farmaceutici S.p.A., Parma, Italie
e Hotemin 5x1ml, Egis Pharmaceuticals Plc, Budapest, Mad’arsko
e Hotemin 20mg, Egis Pharmaceuticals Plc, Budapest, Madarsko
e Piroxicam AL 10, Aliud Pharma GmbH and Co.KG, Laichingen, Némecko
e Piroxicam AL 20, Aliud Pharma GmbH and Co.KG, Laichingen, Némecko®
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3.2. Izolace 1é¢iva z biologického materialu

Izolace 1éCiva je dilezitd faze pfi stanoveni hladin 1€¢iv v biologickém materidlu. Toto
stanoveni koncentrace léCiva se vyuzivd pii terapeutickém monitorovani latky,
farmakokinetickych a metabolickych studiich, pifi zjiStovani biodostupnosti nebo napiiklad
v toxikologii. Extrakce je nezbytna pro odstranéni endogennich latek ze vzorku, ¢imz se zvysi
citlivost analyzy. Izolace se miize provadét z riiznych tkani nebo z télesnych tekutin, naptiklad
z plné krve, plasmy nebo moci.

Izolace 1é¢iva je limitovana mnoha faktory. Extrakce je ovlivnéna druhem biologického
materidlu, dale koncentraci 1éCiva, ktera je velmi nizkd, poctem a strukturou stanovovanych
latek, fyzikalné-chemickymi vlastnostmi latek a jejich stabilitou v biologickém materialu.

Existuje vice moznosti, jak izolovat 1éCivo z biologického materidlu, a stale se
zdokonaluji a zavadéji nové metody. Predevsim je zde trend miniaturizace, kdy je potieba stale
mensi mnozstvi vzorku a je mozno stanovovat stale nizSi koncentrace 1é¢iva. Vybér vhodné
techniky izolace latky zavisi pfedevSim na fyzikalnich vlastnostech analytu a moznostech dané

)
laboratote. >’

3.2.1. Deproteinace

Deproteinace je velmi jednoducha technika extrakce analytu z biologické matrice. Jejim
zakladnim pfedpokladem je rozpustnost extrahované latky v ptiddvaném rozpoustédle.
Mechanismus deproteinace je zaloZen na pieméné rozpusténych proteinll na nerozpustné, tzn.
precipitaci bilkovin. Tento precipitat se centrifuguje, ¢isty supernatant lze pak jednoduse oddélit
a rovnou analyzovat. Bilkoviny zméni svou rozpustnost diky zméné svych povrchovych
vlastnosti, jako je napf. ndboj. Precipitované proteiny jsou drzeny pospolu elektrostatickymi,
hydrofébnimi nebo van der Waalsovymi silami. Precipitace proteint se da rozd¢lit na vysolovani
a deproteinaci rozpoustédly.

Vysolovani je obvykle provadéno siranem amonnym, protoze ma vysokou rozpustnost a
vysokou iontovou silu. Déle se d4 vysolovat chloridem sodnym nebo solemi tézkych kovii, napf.
solemi Cu?*, Zn*" a Fe*".

Deproteinace rozpoustédly je zalozena na poklesu diaelektrické konstanty, ktera
charakterizuje interakce mezi povrchovymi skupinami bilkovin. Pouzivaji se rozpoustédla
vysoce rozpustna ve vodé. Tato rozpoustédla se hydratuji (obklopuji se molekulami vody) silnéji

nez bilkoviny, ¢imz dochazi k dehydrataci povrchu molekuly bilkoviny, ktery se potom asociuje
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s ostatnimi molekulami bilkovin. Jako deproteinacni rozpoustédlo se pouziva ethanol, methanol

nebo aceton.

Nevyhodou této metody je fakt, Ze nelze extrahovat latky, které jsou véazany na

bilkovinach.’

3.2.2. Extrakce do organickych rozpoustédel - LLE

Dalsi z pouzivanych izolacnich technik je extrakce do kapaliny. Princip je zalozen na

distribuci analytu mezi dvéma nemisitelnymi tekutinami, vétSinou jedna z fazi je vodna a druha

je nemisitelné¢ organické rozpoustédlo. Tento d€j je charakterizovan Nerstovou distribucni

konstantou Kp:

koncentrace analytu v org. fazi

KD:

koncentrace analytu ve vodné fazi

Extrakce se vétSinou provadi pfidanim organického rozpoustédla k biologickému vzorku.

Nasleduje tfepani, centrifugace a po oddéleni vrstev tekutin odebrani tekutiny s rozpusSténym

analytem. Dale se odpaii proudem dusiku nadbyte¢né rozpoustédlo. Zbytek je rekonstituovan

malym mnozstvim zvoleného rozpoustédla, napt. mobilni fazi, a mize byt analyzovéan.

Extrakce latky z vodné faze zalezi na nasledujicich faktorech:

rozpustnosti analytu v organickém rozpoustédle
polarité organického rozpoustédla

pH vodné faze

Dilezitym faktorem extrakce je spravna volba extrakéniho rozpoustédla. Mezi

v

wewr

selektivita - pouze analyzovana latka ptechazi do rozpoustédla

kapacita - méla by byt vysoka, snizuje potiebné mnozstvi rozpoustédla

rozdilna hustota mezi rozpoustédly - dobré rozdéleni vrstev rozpoustédel

extrak¢ni ¢innost

vhodné povrchové napéti - aby rozpoustédla netvotila emulze

chemicka a teplotni stabilita

nizka cena, nizka toxicita

vytéznost extrakce mizeme také ovlivnit hodnotou pH vzorku. Do organickych
rozpoustédel piechazi analyt v nedisociované formé€, proto zvySenim pH (napf.

pfidanim urcitého mnozstvi baze) se zvysi extrakéni U€innost zdsaditych latek a
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naopak u kyselych 1€civ se zlepsi vytéznost snizenim pH roztoku (napf. ptfidanim
kyseliny).

LLE je jednoducha a levna technika s dobrou vytéznosti. Jeji nevyhodou je Casova narocnost,
mozna tvorba emulzi a velka spotfeba rozpoustédel.

Soucasny trend v piipravé vzorkil je miniaturizace této LLE, kdy dochazi k vyrazné redukci
mnozstvi organického rozpoustédla. Tato metoda se nazyva single drop microextraction (SDME)
- mikroextrakce do kapky rozpoustédla. Kombinuje se zde klasicka extrakce organickymi
rozpoustédly a mikroextrakce na pevné fazi. Kapka ve vodé nemisitelného rozpoustédla je
zavéSena na Spicce mikrojehly nebo je ji potazen vnittek jehly. Tato kapka se ponoii do vodného
vzorku nebo se nechéd nad vzorkem, této metodé¢ se pak fika headspace SDME. Organické latky
se pak extrahuji do kapky organické faze. Po urcité dob¢ je tato mikrokapka analyzovana na
plynovém chromatografu.

Prestoze je LLE metoda Siroce zastoupena a stdle rozvijena, vzhledem k jeji omezené

moznosti automatizace je nahrazovana extrakci na pevnych fazich™

3.2.3. Extrakce na pevné fazi - SPE

SPE je velmi oblibend metoda pfi izolaci latek z kapalnych vzorki. Jeji vyhodou oproti LLE
je snizend spotieba organickych rozpoustédel, kterd jsou skodliva pro lidské zdravi i1 pro zivotni
prostiedi. Pii této metod¢ dochdzi k zakoncentrovani vzorku, ¢imz se zvySuje analyticka

citlivost. Je zde 1 moznost automatizace extrakce a extrahovani vice vzorkl najednou, obvykle

12 - 24 vzorki.®

Mechanismus
Analyt se sorbuje na pevnou fazi z faze kapalné, ve které je rozpustén.
Sorpce latky na pevném sorbentu zavisi na:
o selektivité pevné faze
e relativni interak¢ni sile
Intermolekularni interakce mezi pevnou fazi a analytem musi byt siln€j$i nez interakce s
kapalnou fazi. Nejcastéjsi interakéni mechanismy v SPE jsou van der Waalsovy sily, vodikové
mustky, vazby dip6l-dipél a vazby kationt-aniont.”
Zpusob provedeni SPE
e piiprava vzorku - zahrnuje moznou Upravu pH, zfedéni vzorku nebo filtraci, aby

se zabranilo ucpani kolonky
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e aktivace kolonky - provadi se vhodnymi rozpoustédly. U kolonek s navazanou
reverzni fazi se pouzivaji poldrni organickd rozpoustédla, napi. methanol,
acetonitril nebo isopropylalkohol. Dochazi k solvataci funk¢nich skupin, které
jsou pak schopné reagovat s analytem

e aplikace vzorku - dochazi k zadrZzovani analytu, ale i ostatnich balastnich latek.
Vhodné mnozstvi vzorku musi byt voleno podle kapacity kolonky

e promyvani - dilezity krok, pfi kterém se vhodnym rozpoustédlem ¢i vodnym
roztokem vymyvaji z kolonky balasty

e cluce analytu - vhodnym rozpoustédlem nebo pufrem se vymyva analyt

z kolonky”*

Aktivace kolonky Aplikace vzorku Promyvani Eluce analytu

v

]
X
®

*..‘

4

-H-b
[

[ Analyt » Balastni latky ® @ *]

Obr. &. 1: Schématické znazornéni extrakce na pevné fazi®

Typy sorbentii

Vybér sorbentu zdvisi na mechanismu interakce mezi sorbentem a analytem. Jsou

rozliSovany 3 zakladni typy sorbentti:
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e Sorbenty s navazanou reverzni fazi, kdy na polarnim nosici (vétSinou silikagelu)
jsou navazany nepolarni chemické skupiny, napt. C8, C18, fenylova faze nebo
kyanopropylova faze. K retenci dochéazi predev§im diky van der Waalsovym
silam.

e Normalni faze, kdy k sorpci analytu dochézi diky interakcim mezi polarnimi
funk¢énimi skupinami, napt. interakce dipol-dipol nebo vodikové mustky. Pouziva
se nemodifikovany silikagel, polymerné¢ vazany 2,3-dihydroxypropyl nebo
monomerng vazana kyanopropylova faze.

e Jontoméni¢e mohou byt pouzity u slozek, které jsou ionizovany. Anionty Ize
izolovat diky  kvarternim amonnym skupindm, které jsou navazany na
silikagelovém povrchu. K izolaci kationtli se pouziva silikagel s navdzanymi
sulfonovymi skupinami. V praxi se pouziva napt. polymerné vazany aminopropyl,
polymerné¢ véazany kvarterni amin nebo polymerné vazana kyselina
benzensulfonova.

e Imunosorbenty maji vysokou selektivitu. Kolonka je naplnéna silkagelem s
navdzanymi protilditkami. Mechanismus retence je reverzibilni a dochdzi k
selektivni interakci mezi protilatkou a antigenem.

e MIPs sorbenty (polymery s otiskem molekuly) se vyrabi kopolymeraci cilové
molekuly v makromolekuldrni matrici. Tyto sorbenty jsou vysoce selektivni.

e RAM sorbenty maji pory, které zabranuji vstupu velkych molekul do vnitini faze.
Tyto materidly maji 2 povrchy - vnéjsi hydrofilni a vnitini hydrofébni.

Dé se tici, ze SPE je vice U¢innd separacni metoda nez LLE, kterd dosahuje vyssi
vytéznosti analytu pti pouziti malého mnozstvi sorbentu v kolonce, proto jeji vyznam v analytice

stale roste.>%®

3.2.4 SPME

Mikroextrakce na tuhé fazi (SPME) je jednoducha a ucinné sorpéné-desorpéni technika,
ktera nevyzaduje velké mnozstvi rozpousStédla nebo slozitou aparaturu. Byla objevena C.
Arthurem a J. Pawliszem roku 1990. Pouzivala se nejdfive na extrakci organického znecisténi ve
vzorkach vody. Pozdégji byla metoda pouzivéana i na biologické vzorky jako je krev, plasma, mo¢

nebo vlasy. %'
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Mechanismus SPME

Pii SPME se pouziva jehla, ve které je ukryto zhruba jednocentimetrové kiemenné
vlakno potazené organickym polymerem. Toto vlakno je napojeno na pist, kterym se vysunuje
vlakno pfi analyze z jehly. Jehla slouZzi k propichnuti septa zkumavky. Nasleduje vysunuti vldkna
z jehly. Vldkno se miize piimo ponofit do vzorku nebo se nechd nad hladinou vzorku (head-
space extrakce). Analyzovand latka se sorbuje do polymerni vrstvy na vlakné do doby dosazeni
rovnovazného stavu. To je velky rozdil od ostatnich extrak¢nich metod, kdy se extrahuje analyt
v co nejvyssi koncentraci. Je dilezité volit vhodny polymer, protoze tato extrakce je selektivni
proces a probiha dle pravidla ,,podobné se rozpousti v podobném®.

Dtlezitym parametrem pii extrakci je Cas sorpce. VéEtSinou sorpee trva 15-20 minut.
Obvykle je sorpce z prostoru plynné faze kratSi nez pii pfimém ponofeni vldkna do kapalného
vzorku, protoze analyt v plynném stavu difunduje k vlaknu rychleji. Tento Cas je také ovlivnén:

e molekulovou hmotnosti analytu
e tloustkou vrstvy polymeru na vldkné
e koncentraci analytu ve vzorku'?

Je dokéazan linearni vztah mezi pocatecni koncentraci analytu ve vzorku a mnozstvim
analytu, ktery se sorbuje na vldkno. Diky tomu lze SPME vyuzit jako ptesnou a
reprodukovatelnou metodu pro kvantitativni stanoveni latek v riznych vzorcich nebo analytech,

napt. vodé, ovzdusi nebo biologickych tekutindch. Tento vztah je vyjadien rovnici:
W K¢sVeCoVs
KesVe + Vs
kde n = mnozstvi analytu sorbovaného na vlakno
C, = pocatecni koncentrace analytu ve vzorku
K¢ = rozdélovaci koeficient pro analyt mezi polymerem a vzorkem
V; = objem polymerniho sorbentu na vlakné
Vs = objem vzorku®?

Postup
Nejdiive jehla se zatazenym vlaknem propichne septum vialky, poté se vysune vlakno,
bud’ pfimo do kapaliny nebo se necha nad zkoumanym vzorkem, coz zalezi na typu zkoumaného

analytu. Pokud se analyt vyskytuje pfevazné v kapalném stavu, je citlivéj$§i metoda ponofeni
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vlakna. Na rozdil od analytd, které se vyskytuji v prostoru nad hladinou, je vhodnéjsi je sorbovat
pomoci headspace-SPME.

Dale se necha analyt urCity ¢as sorbovat. Tento extrak¢éni Cas je velmi dilezitym faktorem
sorpce, ktera probiha do ustdleni rovnovahy. Pro zachovani piesnosti SPME je dulezité
zachovani konstantnich podminek (doba sorpce, konstantni velikost vialek, mnozstvi vzorku a
stejna hloubka ponoru vlakna do vzorku).

Po dosazeni sorpéni rovnovahy se vlakno zasune zpatky do jehly a spolu s ni je vytazeno
z vialky. Dale se jehla zavede do injektoru plynového chromatografu, po vysunuti vldkna se
analyt tepelné desorbuje a je proudem mobilni faze nesen na GC kolonu. Nebo pii analyze
pomoci HPLC se analyt eluuje vhodnym rozpoustédlem ¢i ptimo mobilni fazi, vznikly roztok je

injikovan do HPLC systému.'?
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Extraction Procedure v,
Zatazeni vlakna

Propichnuti g | ik '
septa vialky orpce analytu na viakno do jehly
- > &

Desorption Procedure
P Zatazeni vlakna

do jehl
Propichnuti septa i o iehly
HPLC vialky - Desorpce analytu
e —_—
] 13 —

Obr. & 2: Schématické znazornéni SPME'
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Typy sorbentii

Vytéznost extrakce velmi zavisi na vybéru vldkna, protoze zde dochézi k interakci mezi
polymerem a analytem. U SPME plati jiz vySe zminéné pravidlo, Zze ,,podobné se rozpousti
v podobném a jelikoz jsou polymery spiSe nepolarniho charakteru, je u nich nizka extrakéni
ucinnost polarnich analytii, coz patii mezi limity aplikace SPME. Extrakci polarni latky lze téz
zajistit vhodnou derivaci analytu.

Existuje mnoho sorbentl, které jsou naneseny na kifemenném vlaknu, napf.
polydimethylsiloxan = PDMS, polyakryldt PA, Carboxen CAR, Carbowax CW,
Carbowax/pryskyfice =~ CW/TPR, polydimethylsiloxan/divinylbenzen @~ PDMS/DVB  nebo
divinylbenzen/Carboxen/dimethylsiloxan DVB/CAR/PDMS. S typem vldkna souvisi 1
mechanismus sorpce. Pokud jsou naneseny homogenni ¢isté polymery, chovaji se jako
absorbenty. Kdyz jsou na vladkné naneseny porézni cCastice suspendované v polymeru, je
mechanismus sorpce adsorp¢ni. Tyto polymery mohou byt na vlakné nevazané nebo chemicky
vazané. Vazané faze jsou stabilni v organickych rozpoustédlech a nebobtnaji v nich, na rozdil od
fazi nevazanych. Chemicky vazané faze jsou téz termicky stabilnéjSi. Vyrabéji se 1 MIPs
(molecularly imprinted polymers) a RAM (restricted access material) polymery, které jsou
vysoce selektivni k danému analytu. Polymery jsou dostupné v riiznych tloustkach filmu, napf.
7um, 30pum, 85um nebo 100pum. Prave na tlouSt’ce vrstvy zavisi mnozstvi zachyceného analytu.
Silngjsi vrstva ma obecné vyssi schopnost zadrzovat analyt.'

Vldkna pokryta polymery, v nichz jsou suspendovany porézni castice, maji vyssi
selektivitu a niz§i mechanickou stabilitu oproti vlakniim s homogennimi polymery. Tato vldkna
zachycuji analyty do svych poért na zakladé fyzikalnich interakei. Plati, Ze s rostouci porozitou
&astic polymeru roste i celkové kapacita vldkna a schopnost vrstvy zadrzovat analyty. Cim vétsi
je velikost port, tim roste selektivita vlakna. Z toho vyplyva, Ze tato vlakna maji omezenou

kapacitu a dochézi u nich k nezadouci kompetitivni adsorpci.'?

MoZnosti ovlivnéni sorpce
Reprodukovatelnost vysledki SPME je zavislda na mnoha faktorech. Zménou téchto
faktort 1ze dosdhnout i zvySeni vytéznosti extrakce. JelikoZ jsou koncentrace analyta ¢asto velmi
nizké, vyuziva se i Casto riznych mechanismt ke zvyseni extrakce. Mezi tyto faktory patfi:
e Vhodny vybér vldkna - zélezi na polarit€¢ vldkna vii€i analytu, jeho porozité a
specifickém povrchu, napt. nepolarni analyty jsou U€innéji extrahovany vlakny

s nepolarnim povrchem.
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Provedeni extrakce - analyty vyskytujici se spiSe v plynném stavu je optimalné;si
extrahovat nad hladinou vzorku (head-space extrakce). Oproti tomu analyty
v kapalném stavu se extrahuji pfimym ponofenim vldkna do vzorku (direct-
immersion).

Extrak¢ni Cas - plati, ze ¢im déle trva extrakce, tim ma vysS$i vytéznost. Ale
obvykle se extrahuje 15-20 minut, protoze po delsi dobé uz neni narast
koncentrace tak veliky. Latky s mensi molekulovou hmotnosti se sorbuji daleko
kratsi dobu.

Michani vzorku - michani vytéznost zvySuje a dobu extrakce zkracuje, protoze
urychluje pohyb molekul z matrice vzorku k sorpéni vrstve.

Zahtivani - zvySujici se teplota ovliviiuje pohyb molekul a odpafovani analytu,
coz se vyuziva predevSim u head-space extrakce. Ale zahiivani téZ urychluje
desorpci analytu z vlédkna, proto idedlni je zahfivani vzorku a zaroven ochlazovéani
vlédkna. Tato metoda je ale velmi komplikovana, a proto malo pouzivana.

Uprava pH - latky se na vlakno sorbuji v neionizovaném stavu, proto vhodnou
upravou pH lze zvysit vytéznost extrakce. Kyselé analyty se Iépe sorbuji
v kyselém prostiedi a bazické naopak.

Vysolovani - ptfidavkem soli se zvySi iontova sila roztoku a tim se snizi
rozpustnost analyt a zvysi Gcinnost extrakce pfedevSim pro latky polarni a
tékavé. Obycejné se pouzivaji soli jako napt. (NHy),SO4, NaCl, K,CO;, NaHCOs

a dalsi.

Ptfi velmi nizkych koncentracich tékavych analyti zména objemu vzorku neovlivni

vysledek extrakce, protoze zde je rovnovaha zavisld na koncentraci. Ale pii velkych

koncentracich, predevsim latek s vysokou distribu¢ni konstantou, byva kalibra¢ni kiivka uz

nelinearni. To znamena, ze u velkych objema (>5 ml) mnozstvi ziskaného analytu neodpovida

linearné zmeéné koncentrace ve vzorku.

11,12

SPME je jednodussi a rychlejSi nez extrakce na pevnych fazich nebo extrakce

kapalinami. Diky tomu roste i jeji vyuziti. Za poslednich deset let vzrostl pocet jejiho pouziti

z ptiblizné 10 na 300. Vyuzivd se v mnoha védeckych a technickych odvétvich. Mezi jedny

z nejdiilezitéjsi patii analyza endogennich a exogennich latek v biologickém materidlu.
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Analyza léCiv v biologickych materidlech ziskava stale vys$i vyznam pii pochopeni
1é¢ivé pripravky. Kvantitativni a kvalitativni analyza 1éCiv a jejich metabolita je Siroce vyzivana
ve farmakokinetickych studiich a terapeutickém monitorovani 1éciv. SPME se vyuziva i pfi
stanoveni navykovych latek a jedl ve forenzni a klinické toxikologii. Tato analyza se muze
provadét ze séra, plasmy, plné krve, mléka, moci, slin i vlas, 18

V poslednich letech byla vyvijena technika k monitorovani hladin 1é¢iv pfimo v zivém
systému. Tato in vivo méieni eliminuji vznik chyb a redukuji ¢as spojeny s pfenosem vzorku a s
jeho uchovavanim, takze vysledna data jsou ptesnéjsi. Nevyhodou in vivo technik je nizka a
menici se koncentrace analytu v komplexnim biologickém celku. Zpocatku se SPME pouzivala
pii extrakci analyti z bakterii, hub a hmyzu. Nyni se uz aplikuje u obratlovcii a rostlin. Napf.
byla takto méfena hladina diazepamu a jeho metabolitli pfimo v proudici krvi psii (Musteata a
kol). 1618

SPME se téz vyuziva pii hledani novych bioaktivnich latek z rostlin. V pfirodni mediciné
se takto extrahuji nové slozky zrostlinné kapky. Takto byly extrahovany napft. tabakové
alkaloidy a monoterpeny diky HS-SPME.

Dale se SPME vyuziva v analyze potravin. JelikoZ jsou potraviny téz slozitd soustava
vody, proteinti, lipidii, sacharidl a mnoha dalSich latek, je SPME vysoce cenéna pro svou

selektivitu. V potravinach se diky SPME d4 stanovit hladina napf. pesticidi.'’

Nové trendy v SPME

SPME se stéle vyviji a nachazi nova uplatnéni. Optimalizuji se metody stanoveni analytt,
hledaji se nové sorbenty a aplikuje se v riznych odvétvich. Téz se vyuzivaji rizné obmény
SPME.

Vyzkum se zabyva vyvojem novych vldken misto soucasnych kiemennych, kterd jsou
velmi kiehka. Zkousi se vlakna zlata, platinova nebo z titanu. Bohuzel tato vlakna jsou velmi
finan¢n¢ narocna. Dale se hledaji nové sorbenty, které by sorbovaly dobfe i polarni latky, a byly
stabilni v rGznych rozpoustédlech. Velky zédjem vzbuzuje pouziti uhlikatych nanotrubicek
(carbon nanotubes), coz jsou alotropické formy grafitu. Je to srolovana lamela grafitu vypadajici
jako jehla. Vynikaji velikym aktivnim povrchem vii¢i objemu. Tyto nanotrubicky zadrzuji analyt

hydrofobnimi a elektrostatickymi silami. Diky nim sorbuji nepolarni, polarni 1 iontové
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slouceniny. Navic jsou vysoce stabilni i pfi riznych pH, v organickych rozpoustédlech a pfii
vysokych teplotach."

Princip SPME se také vyuzivd u mikroextrakce na tenky film (thin film microextraction
TFME), kdy je sorbent umistén horizontaln¢ do tenkého filmu, oproti klasické SPME, kdy je
sorbentem potazené tenké vlakno. Zkousi se vyuzit TFME jako zvykaci guma pro extrakci
analytu ze slin nebo jako tenky film pro in vivo testovani z ktze.

Vyzkum se zabyva i automatizaci SPME. Pti spojeni s HPLC se d& pouzit roboticky
autosampler s 96 tenkymi destitkami. Ten umoziuje paralelni analyzu az 96 vzorki najednou.'®

Mikrodialyza se zkousi jako in vivo vzorkovani. D4 se vyuzit pii farmakokinetickych a
farmakodynamickych studiich 1é¢iv. Kanyla, ve které je umisténo vldkno se sorbentem, se napoji
na krevni ob¢h. Krev pak protékd pres kanylu a analyt pfichazi do styku se sorbentem, aniz by
vlaknu hrozilo poskozeni. Tento systém byl ptivodné¢ vyvinut pro neurochemické in vivo

monitorovani extracelularniho prostoru v mozku.'®
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3.3. Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (High Performance Liquid Chromatography)
patii mezi sou¢asné progresivni analytické metody. Siroce se vyuziva ve viech oblastech analyzy
1é¢iv. Umoznuje soucasné kvalitativni a kvantitativni hodnoceni separovanych slozek. Dalsi
vyhodou HPLC je rychlost a vysoka citlivost analyzy. Analyzu lze téz automatizovat, kdy
chromatografy provadéji samy desitky analyz pomoci automatického davkovace bez obsluhy

0peré1tora.20

3.3.1 Princip HPLC

Chromatografie je zalozena na déleni analyzovanych latek mezi stacionarni a mobilni
fazi. V pribéhu chromatografického procesu dochazi k opakovanému ustalovani rovnovahy mezi
mobilni fazi (pohyblivou), kterd unasi analyt, a staciondrni fazi (nepohyblivou). Pii styku analytu
se stacionarni fazi dochazi k interakcim s riznym mechanismem vzniku. Podle mechanismu
separace muzeme HPLC rozd¢lit na adsorpcni, rozd€lovaci, iontové vymeénnou, gelovou a
afinitni.

Adsorp¢ni chromatografie je zaloZena na rozdilné adsorpci molekul analytu na povrch
stacionarni faze s aktivnimi centry. Polarni molekuly se obecné vice adsorbuji na polarni
stacionarni faze. Tato adsorpce je jesté zesilena pouzitim nepolarni mobilni faze, protoze polarni
mobilni faze by se sama adsorbovala na povrch adsorbentu. Obvykle se jako stacionarni faze
vyuziva nemodifikovany silikagel, na jehoz volné hydroxylové skupiny se adsorbuji analyty
pomoci vodikovych vazeb.

Principem rozdélovaci chromatografie je rozdilna rozpustnost analytu ve dvou vzajemné
nemisitelnych kapalinach, kdy jedna kapalina je ukotvena na vhodném nosic¢i jako stacionarni
faze. Jako staciondrni faze se vyuziva silikagel snavazanymi nepoldrnimi chemicky
modifikovanymi fazemi. Jako mobilni faze se pouZivaji polarni rozpoustédla &i vodné pufry.?!

Mechanismem iontové vyménné chromatografie je rozdilna afinita iontd analyth
k iontoménici (staciondrni fazi). Analyty jsou zadrzovany silnymi elektrostatickymi silami mezi
ionty. Sila afinity je ddna disocia¢ni konstantou ionogennich skupin, pH a iontovou silou mobilni
faze. Iontoménice lze rozdelit na katexy, které maji zdporné skupiny na povrchu, a proto zadrzuji
kationty, a anexy majici na svém povrchu kladné ¢astice. Pouzivaji se 4 zakladni skupiny jako
iontoménice: sulfonova (silny méni¢ kationtll), karboxylova (slaby méni¢ kationth),

tetraalkylamoniova (silny méni¢ aniontd) a terciarni aminoskupina (slaby m&ni¢ aniontt). 22
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Pii gelové chromatografii zaleZi na velikosti molekul analytu. Kolona je naplnéna porézni

stacionarni fazi (gelem). Malé molekuly jsou zadrzovany nejvice, naopak velké molekuly (vétsi

nez je velikost pora) prochéazi kolonou bez zdrzeni. Retence je téz ovlivnéna tvarem molekuly 1

port.

Afinitni chromatografie vyuziva jako staciondrni fazi specifické ligandy, které zadrzuji

analyty pomoci biologickych interakci. Témito ligandy miiZze byt protein, enzym, protilatky,

specificky antigen, urCitd sekvence DNA nebo RNA. Tyto ligandy byvaji navdzany na nosici

jako je celul6za nebo agar. Tato metoda je vysoce selektivni a mize byt vyuzivana pfti izolaci

nebo stanoveni specifickych biologickych latek ve slozitém biologickém vzorku.”

3.3.2 Instrumentace

sample

HPLC - u
Injector :u—i Detector
pump
HPLC column

HPLC Data aquisition
solvent ¥

waste

Obr. &. 3: Schématické znazornéni HPLC*

Kapalinovy chromatograf se sklada z nasledujicich casti:

Zasobnik mobilni faze (HPLC solvent) zajistuje dostatecné mnozstvi mobilni faze pro
chromatograf. Miize mit v sob¢ zabudovan degasér a filtr. Degasér zbavuje mobilni fazi
bublinek vzduchu, které by mohly narusit funkci Cerpadla ¢i detekci analytu. Filtr
odstrafiuje pevné necistoty z roztoku. Pfi isokratické eluci se neméni v prub¢hu analyzy
slozeni mobilni faze, proto staci pouze jeden zasobnik. Pro gradientovou eluci je nutno
pouzit vice zasobnikil, protoze je pii analyze programoveé ménéno slozeni mobilni faze.

Vysokotlaké cerpadlo (HPLC pump) udrzuje konstantni a plynuly tok mobilni faze

kolonou.
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Davkovaci zarizeni (Injector) vsttikuje urcita mnozstvi slozit¢ho vzorku do proudu
mobilni faze, kter& ho unasi na kolonu. V soucasné¢ dobé se pouzivaji nejvice
autosamplery, které umoziuji davkovat naprogramované objemy zriznych vialek
s riznymi vzorky bez obsluhy operatora.

Kolona (HPLC column) je vétSinou dlouha 10 - 25 cm a je zhotovena z nerezové oceli
nebo ze skla. Vnitiek kolony je vyplnén stacionarni fazi. Zde dochézi k separaci analyta
ze smesi. Nejvice se u HPLC pouziva jako naplin chemicky vazané stacionarni faze, kdy
na hydroxylovych skupinach silikagelu jsou navazany uhlovodikové fetézce obsahujici
zpravidla 18 nebo 8 uhlikovych atomd.

Detektor (Detector) slouzi k detekci analyti vychéazejicich z kolony. Sleduje fyzikalni ¢i
chemické vlastnosti, kterymi se analyt odliSuje od mobilni faze. Detektor musi byt
vysoce citlivy a selektivni k danému analytu. V HPLC analyze se nejcastéji pouzivaji
tyto typy detektori:

o Spektrofotometrické detektory jsou nejCasteji pouzivané pii analyze 1éCiv a jsou
znacné citlivé. MEti absorbanci elektromagnetického zéteni eludtu protékajiciho
celou detektoru. Detekuje v oblasti ultrafialového zafeni i1 v oblasti viditelného
zéateni. Pouzivaji se detektory s fixni vinovou délkou pii méfeni nebo detektory,
kde 1ze meénit vlnovou délku dle potteby. Diode array detektor snima celé
absorp¢ni spektrum a hodnoti 1é¢ivo soucasné pii n¢kolika vinovych délkach.

o Fluorimetrické detektory jsou pouzitelné u analytl vykazujici fluorescenci. U
nefluoreskujicich latek lze pouzit vhodnou derivatizaci, pfi které se analyt
vhodnymi ¢inidly pfevede na fluoreskujici derivat. Detektory méfi sekundérni
(emisni) zéafeni, které analyt vydadva po absorpci priméarniho (excita¢niho)
elektromagnetického zareni.

o Elektrochemické detektory vyuzivaji probihajici elektrochemickou reakci na
rozhrani elektroda-eluent. Analyt musi byt schopen elektrochemické redukce
nebo oxidace.

o Refraktometrické detektory méti rozdilny index lomu mezi ¢istou mobilni fazi a
analytem. Jsou prakticky univerzalni, ale maji mensi citlivost.

o Hmotnostni spektrometr (MS) se v posledni dobé pouziva téz jako detektor. Po
vystupu eluatu z HPLC kolony je nutno odstranit mobilni fazi. Molekuly analytu
v plynném stavu jsou pak ionizovany ndrazy elektronli, termoiononizaci nebo
elektroionizaci. Tyto molekuldrni a fragmentérni ionty jsou v magnetickém poli

déleny dle hmotnosti a ndboje. Vystupem je hmotnostni spektrum, coz je Cetnost
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iontll ve vztahu k poméru - hmotnost/pocet naboji. Hmotnostni spektrometr jako
detektor je vysoce selektivni, citlivy a umoziiuje i identifikaci analytd.
e Pocitac (Data aquisition) tidi a kontroluje vSechny parametry HPLC systému (tlak,

VN , y . 2021
teplotu, sekvenci nastiikil) a zdroven zpracovava data z detektoru.”

3.3.3 Kvalitativni a kvantitativni analyza

Vysokoucinna kapalinova chromatografie je separacni metoda, kterd umoziuje soucasne
kvalitativni a kvantitativni analyzu separovanych slozek smési. Vyznacuje se vysokou
selektivitou, citlivosti a analyzou v relativné kratkém case. Z HPLC zaznamu muzeme vycist
detailni informace o identité, obsahu i Cistoté analyzované latky.

Kvalitativni analyza slouzi k identifikaci nebo diikkazu urcité latky ve vzorku. Zakladni
charakteristikou je retencni (elu¢ni) Cas tg. Je to Cas mezi nastiikem vzorku na kolonu a
maximem jeho chromatografického piku. Hodnota reten¢niho Casu zavisi téz na rychlosti
pritoku mobilni faze kolonou. Dikazem ptitomnosti latky ve vzorku je shoda retencniho ¢asu
chromatografického piku analyzované latky s retenénim ¢asem piku standardu.?***

Kvantitativni hodnoceni slouzi ke zjisténi mnozstvi (koncentrace) analytu ve vzorku.

Zakladni charakteristikou je plocha nebo vyska chromatografického piku. Pf1 vyhodnocovani se

nejcastéji pouzivaji tyto metody:*

Metoda vnéjSiho standardu

Tato metoda se provadi ve dvou krocich. Nejdiive se nastiikne na kolonu roztok
analyzované latky. Po této analyze se nastfikne roztok vnéjSiho standardu, coz zpravidla byva
standard stanovované latky oznaCovany jako CRL (chemicka referencni latka). Koncentrace
analytu se pak vypocitd z poméru plochy (vysky) piku analytu a plochy (vysky) piku vnéjsiho

standardu.*®

Metoda vnitiniho standardu

Tato metoda je méné Casové narocna a je presncjsi, protoze neni zatizena chybou, ktera
muze vzniknout v disledku dvojiho nastfiku. Spociva v pfidani definovaného objemu roztoku
vnitiniho standardu ke znamému objemu vzorku. Tento roztok se pak nastfikuje na kolonu.
Koncentrace analytu se vypocitad z poméru plochy (vysky) piku analytu a plochy (vysky) piku

vnitiniho standardu. Dilezitym krokem je vhodny vybér vnitiniho standardu. Ten musi byt
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eluovan v blizkosti piku analytu, nesmi s analytem interagovat a musi mit podobnou koncentraci

a strukturu jako analyt.*’

Metoda normalizace

Pfi této metodé se vypocita obsah jedné nebo vice slozek zkousené latky v procentech
z plochy piku nebo pikli jako procento celkové plochy vSech piki na chromatogramu. Do
celkové plochy vsech piki se nezapocitavaji piky rozpoustédel nebo piky, které maji plochu pod

limitem zanedbatelnosti.'

Kalibracni postup
Pti kalibraci se stanovuje vztah mezi naméfenym signdlem a mnoZstvim analyzované
latky. Z dat se vypocitéa kalibracni ptimka, z které se odecitaji mnozstvi (hmotnost, koncentrace)

stanovovanych latek.'
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3.4. Chromatografické podminky pro stanoveni piroxikamu kapalinovou

chromatografii uvedené v literature

Piroxikam Ize stanovit kapalinovou chromatografii nékolika zptisoby (Tabulka ¢.1).

Tabulka ¢.1: Mozné chromatografické podminky pro stanoveni piroxikamu kapalinovou

chromatografii

Metoda ¢. 1

Staciondrni faze HP ODS hypersil (10 cm x 3,9 mm ID, 5 um)

Pufr 0,05M NaH,POy, - 2 H,O (pH 7,0 po tpravé 1M NaOH)/methanol
60:40

Mobilni faze

Detekce UV pii 254 nm

Uprava vzorku -

Zdroj literatury 25

Metoda ¢. 2

Stacionarni faze Silikagel C18 deaktivovany pro bazické latky (25 cm x 4,6 mm, 5 pm)

Mobilni faze 0,05M KH,PO4 (pH 3,0 po upravé H3PO4)/acetonitril 60:40

Detekce UV pii 230 nm

Uprava vzorku -

Zdroj literatury 1

Metoda ¢. 3

Stacionarni faze Novapak C18 (25 cm x 4,6 mm, 4 um)

0,1M acetat sodny/acetonitril/triethylamin 61:39:0,05 upraveno

Mobilni taze
ledovou kys. octovou na pH 4
Detekce UV pii 330 nm
Uprava vzorku Deproteinace acetonitrilem a methanolem

Zdroj literatury 26

Metoda ¢. 4

Stacionarni faze Spherisorb ODS (25 cm x 4,6mm, 5 pm)

Mobilni faze 0,04M Na,HPO4 (pH 8 po upravé H;PO,4)/methanol 60:40
Detekce UV pii 360 nm
Uprava vzorku Deproteinace acetonitrilem

Zdroj literatury 27
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Metoda €. 5

Stacionarni faze

Kromasil C18 (25 cm x 4,6 mm, 5 um)

Mobilni faze

0,005M acetat amonny/methanol 20:80

Detekce

UV pii 352 nm a 279 nm

Uprava vzorku

HF-LPME (mikroextrakce kapalnou fazi na duté vlakno)

Zdroj literatury

28
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4. Experimentalni cast
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4.1. Chemikalie a pomiicky

4.1.1. Chemikalie
e piroxikam, Sigma Aldrich, Némecko
e isoxikam, Sigma Aldrich, Némecko
e tenoxikam, Sigma Aldrich, Némecko
e methanol, chromasolv gradient grade for HPLC, Sigma Aldrich, Némecko
e acetonitril, chromasolv gradient grade for HPLC, Sigma Aldrich, Némecko
e kys. mravenci, ACS reagent, Sigma Aldrich, Némecko
e hydroxid sodny, Dr. Kulich Pharma, CR
e kys. octova (99,8-100,5%), Sigma Aldrich, Némecko
e dihydrat dihydrogenfosfore¢nanu sodného, Penta , CR
e octan sodny, Dr. Kulich Pharma, CR
e triethylamin, Penta , CR
e voda CiSténa

e krali¢i plasma

4.1.2. Sestava pro HPLC
e kontrolni jednotka: CTO-20AC VP Shimadzu
e cCerpadlo: LC-20AD XR VP Shimadzu
e degasér: DGU-20A3; VP Shimadzu
e termostat kolony: CTO-20AS VP Shimadzu
e PC program: Shimadzu-CLASS-VP 5
e UV-VIS detektor: SPD-20A VP Shimadzu
e autosampler: SIL-20AC XR VP Shimadzu
e fidici jednotka: CBM-20A VP Shimadzu
e chromatograficka kolona: Nova-Pak (4um) 150 x 3,9 mm, Waters

4.1.3. Pristroje
e drzak pro SPME vldkna: Supelco, Bellefonte, USA
e SPME vlakno: PDMS-DVB Supelco, Bellefonte, USA
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e digitalni vahy: Sartorius AG typ A200S, Némecko
e pH-metr: SCHOTT CG 843, Schott Instruments GmbH, Némecko

e magnetické michadlo s michadélky, IKA Color Squid, Némecko

4.1.4. Pomtcky
e kéadinky, odmérné banky, odmérmné valce, délené pipety, baldonek k pipete,
zkumavky, stojan na zkumavky, laboratorni stojan, vialky a inserty, laboratorni

1zicky, lodicky, stficka, mikropipety, membranovy filtr 0,45 um

4.2. Piiprava roztoki
4.2.1. Priprava standardi

Standardni roztok piroxikamu v methanolu:

Do 50 ml odmérné banky bylo navazeno 5 mg piroxikamu. Tato navazka byla rozpusSténa
v methanolu. Objem baiiky byl doplnén po rysku a dikladné promichan. Tento roztok (0,1
mg/ml) byl dale fedén methanolem na koncentrace 0,0lmg/ml a 0,00lmg/ml. Roztok byl
nastiiknut na kolonu.

Z divodu nesymetrie piku byl standardni roztok ptipraven s mobilni fazi.

Standardni roztok piroxikamu v mobilni fazi:

Do 5 ml odmérné banky bylo navazeno 5 mg piroxikamu. Tato navazka byla rozpusténa
v methanolu. Objem banky byl doplnén po rysku a dikladné promichan. 1 ml tohoto roztoku byl
fedén mobilni fazi (acetonitril/¢isténa voda 30:70, pH 3 po upravé kys. mravenci) na koncentrace

0,1 mg/ml, 0,01 mg/ml a 0,001mg/ml. Roztok byl nastfiknut na kolonu.

Standardni roztok piroxikamu pro SPME:
Do 5 ml odmérné banky bylo navazeno 50 mg piroxikamu. Tato navazka byla rozpusténa

v methanolu s pfidavkem 0,1 ml hydroxidu sodného (1mol/l). Objem byl doplnén po rysku a
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dikladné promichén. Roztok byl déle fedén ¢isténou vodou na koncentraci 1mg/ml a 0,1 mg/ml.

Tento standard byl pouzit do vzorktl pro extrakci vlaknem.

Standardni roztok isoxikamu v methanolu:

Do 50 ml odmérné baiiky bylo navazeno 5 mg isoxikamu. Tato navazka byla rozpusténa
v methanolu. Objem banky byl doplnén po rysku a dikladné promichan. Tento roztok (0,1
mg/ml) byl dile fedén methanolem na koncentrace 0,0lmg/ml a 0,001mg/ml. Roztok byl
nastiiknut na kolonu.

Z diivodu nesymetrie piku byl standardni roztok ptipraven s mobilni fazi.

Standardni roztok isoxikamu v mobilni fazi:

Do 5 ml odmérné banky bylo navdzeno 5 mg isoxikamu. Tato navazka byla rozpusténa
v methanolu. Objem banky byl doplnén po rysku a ditkladné promichan. 1 ml tohoto roztoku byl
fedén mobilni fazi (acetonitril/CiSténa voda 30:70, pH 3 po uprave kys. mravenci) na koncentrace

0,1 mg/ml, 0,01 mg/ml a 0,001mg/ml. Roztok byl nasttiknut na kolonu.

Standardni roztok isoxikamu pro SPME:

Do 5 ml odmérné banky bylo navazeno 50 mg isoxikamu. Tato navazka byla rozpusténa
v methanolu s piidavkem 0,1 ml hydroxidu sodného (1mol/l). Objem byl doplnén po rysku a
dikladné promichan. Roztok byl déle fedén cisténou vodou na koncentraci Img/ml a 0,1 mg/ml.

Tento standard byl pouZit do vzorktl pro extrakci vlaknem.

Standardni roztok tenoxikamu v methanolu:

Do 50 ml odmérné baiiky bylo navazeno 5 mg tenoxikamu. Tato navazka byla rozpusténa
v methanolu. Objem baniky byl doplnén po rysku a dikladné promichan. Tento roztok (0,1
mg/ml) byl dile fedén methanolem na koncentrace 0,0lmg/ml a 0,001mg/ml. Roztok byl

nastfiknut na kolonu.
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Z diivodu nesymetrie piku byl standardni roztok ptipraven s mobilni fazi.

Standardni roztok tenoxikamu v mobilni fazi:

Do 5 ml odmérné baiiky bylo navazeno 5 mg tenoxikamu. Tato navéazka byla rozpusténa
v methanolu. Objem barky byl doplnén po rysku a dikladné promichan. 1 ml tohoto roztoku byl
fedén mobilni fazi (acetonitril/CiSténa voda 30:70, pH 3 po uprave kys. mravenci) na koncentrace

0,1 mg/ml, 0,01 mg/ml a 0,001mg/ml. Roztok byl nastfiknut na kolonu.

4.2.2. Priprava pufru

Fosforecnanovy pufr o pH 7,0:
Bylo navazeno 1,56 g dihydratu dihydrogenfosfore¢nanu sodného do 200 ml odmérné
banky. Tato navazka byla rozpusténa ve vodé. Objem baiiky byl doplnén po rysku a diukladné

promichan. pH bylo upraveno na hodnotu 7 pomoci hydroxidu sodného (1mol/l).

4.2.3. Pfiprava mobilnich fazi

Fosforecnanovy pufr nebo Cisténa voda byly smichany s methanolem ¢i acetonitrilem
v jednotlivych pomérech. V nékterych ptipadech bylo pH roztoku upraveno kyselinou mravenci.

Vysledny roztok byl prefiltrovan pfes mikrofiltr 0,45 pum.

4.2.4. Piiprava vzorku

Vodny vzorek:

Do 1,5 ml vody bylo mikropipetou piidano 40 pul nebo 80 ul standardu piroxikamu pro
SPME (0,1mg/ml) a 40 pl nebo 80 ul standardu isoxikamu pro SPME (0,1mg/ml) jako vnitini
standard. Pro zvySeni vytéznosti extrakce se pozdéji ke vzorku ptidavalo 5 pl kys. mravenci (pH
vzorku bylo 2,5). Bylo vyzkouSeno téz misto kys. mravenc¢i pouZiti 1% kys. octové (pH vzorku

bylo 4).
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Vzorek plasmy:

K 1,5 ml plasmy bylo mikropipetou ptidano 40 pl nebo 80 pl standardu piroxikamu pro
SPME (0,1mg/ml) a 40 pl nebo 80 pl standardu isoxikamu pro SPME (0,1mg/ml) jako vnitini
standard. Pro zvySeni vytéznosti extrakce se pozdéji ke vzorku piidavalo 5 ul kys. mravenci (pH
vzorku bylo 2,5). Bylo vyzkouseno téz misto kys. mravenc¢i pouziti 1% kys. octové (pH vzorku

bylo 4).

4.3. Chromatografické podminky

Byly zkoumany ritizna slozeni a poméry mobilni faze. Chromatografické podminky byly
vzdy optimalizovany vzhledem k piroxikamu, tenoxikamu a isoxikamu. Tenoxikam a isoxikam
byly testovany jako mozné vnitini standardy pii stanoveni piroxikamu. Byly nastfikovany
standardni roztoky v methanolu. Nejdiive byla pouzita jako mobilni faze smés fosfore¢nanového
pufru o pH 7 a methanolu (60:40, pak 70:30 v/v) pii prutoku 0,5 ml/min a teploté 25°C. Poté
bylo slozeni mobilni faze zménéno na smes €isténé vody a methanolu (40:60, poté 60:40 a 50:50
v/v), ktera byla upravena kyselinou mravenci na pH 3, pritok byl zvySen na 1 ml/min a teplota
byla 25°C. Bylo vyzkouSeno téz pouziti mobilni faze o sloZeni €iSténéd voda a acetonitril (50:50,
pak 60:40 v/v), jejiz pH bylo pomoci kyseliny mravenc¢i upraveno na hodnotu 3. Pritok zistal 1
ml/min. Pii stejném priitoku a teploté byla také testovana jako mobilni faze smés octanu sodného
(0,1 mol/l), acetonitrilu a triethylaminu (61:39:0,05 v/v), ktera byla upravena ledovou kyselinou
octovou na pH 4. Poté byla pouzita smés ¢isténé vody a acetonitrilu (70:30 v/v), jejiz pH bylo
upraveno kyselinou mraven¢i na hodnotu 3. Pratok byl 1 ml/min a teplota 25°C. Pak byl na
kolonu nastiiknut standardni roztok piroxikamu v mobilni fazi pii téchto chromatografickych
podminkach. Nadale jiz byly pouzivany pouze standardni roztoky v mobilni fazi. Pfi tomto
sloZeni a pratoku mobilni faze byla postupné zvySovana teplota (z 25°C na 30°C, 40°C a 50°C).
Poté bylo zménéno pH mobilni faze z 3 na 4 pomoci kyseliny mravenci. Pomér Cisténé vody a
acetonitrilu zlstal stejny (70:30 v/v), pritok byl t€Z zachovan na 1 ml/min. Byl testovan vliv
teploty (30°C, 40°C a 50°C) na reten¢ni ¢as a symetrii piku. Dale byla zkouSena mobilni faze
skladajici se z ¢isténé vody a acetonitrilu (70:30 v/v), o pH 2,5 pfidanim kyseliny mravenci.

Priatok zustal 1 ml/min a teplota byla 30°C. Poté byla pouzita jako mobilni faze smés Cisténé
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vody a acetonitrilu (60:40 v/v), pH bylo kyselinou mravenci upraveno na hodnotu 2,5. Stanoveni

probihala pfi teplotach 30°C a 40°C. Pritok mobilni faze kolonou byl 1 ml/min.

4.4. Provedeni mikroextrakce vlaknem

PDMS-DVB vlékno bylo 20 minut aktivovano ponofenim do methanolu. Methanol ve
vialce byl neustdle michan na magnetickém michadle. Magnetické michadlo bylo umisténo na
laboratornim stojanu, na kterém byl 1 uchycen drzak SPME vlakna. Dale bylo vlakno ponoieno
do vzorku plasmy nebo vodného vzorku. Zde se nechal analyt (piroxikam a vnitini standard)
sorbovat po dobu 20 minut pfi laboratorni teploté za neustialého michdni na magnetickém
michadle. V nékterych ptipadech bylo testovano pouziti kyseliny mravenci na upravu pH vzorku
na hodnotu 2,5 a 1% roztoku kyseliny octové na tpravu pH vzorku na hodnotu 4. Po ukonceni
sorpce bylo vldkno desorbovano pii laboratorni teploté do 200 pl methanolu v insertu vialky.
Desorpce trvala 20 minut. Po desorpci bylo k 200 pl methanolu pfiddno 50 pl ¢isténé vody,
jejichz pH bylo pomoci kyseliny mravenci upraveno na hodnotu 2,5. Insert ve vialce byl uzavien
septem, dukladn¢ promichan a nésledné bylo desorpéni médium hodnoceno pomoci HPLC.
Vlakno po desorpci bylo Cisténo 20 minut v methanolu za stdlého michani na magnetickém

michadle. Poté jiz bylo vlakno piipraveno pro dalsi extrakci.
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5. Vysledky a diskuse
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5.1. Vybér chromatografickych podminek

Chromatografické podminky byly hledany tak, aby bylo optimalni rozliSeni mezi piky
piroxikamu a vnitiniho standardu a aby piky byly symetrické.

Pouziti mobilni faze skladajici se z fosfore¢nanového pufru a methanolu (60:40 a 70:30)
nebylo vhodné, protoze pik piroxikamu byl nesymetricky.

Zmeéna slozeni (voda a methanol (60:40), pH 3 pomoci kys. mravenci) a zvySeni rychlosti
pritoku mobilni fdze na Iml/min vedla k mirnému zlepSeni, ale stale byly piky rozmyté. (viz

obr. ¢. 4).
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Obr. €. 4: Nastiik standardd tenoxikamu (A), piroxikamu (B) a isoxikamu (C) v methanolu (0,1
mg/ml)

Mobilni faze: voda a methanol (60:40), pH 3 pomoci kys. mravenci

Pritokova rychlost: 1 ml/min

UV detekce pii 333 nm

Teplota: 25°C

Nastiik: 20 pl
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Uprava poméru slozek mobilni faze (50:50) vedla k daldimu zlepseni tvaru pikii a sniZeni
retence tenoxikamu, piroxikamu, ale ne isoxikamu. Proto byl zaménén methanol v mobilni fazi
za acetonitril, coz opét dle predpokladu vedlo ke zlepSeni tvaru piki a snizeni retence i
isoxikamu. Vzhledem k vyraznému zkraceni reten¢niho Casu tenoxikamu byl pomér slozek

vracen na ptivodni pomér voda a acetonitril 60:40 (viz. obr. €. 5)
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Obr. €. 5: Nastiik standardd tenoxikamu (A), piroxikamu (B) a isoxikamu (C) v methanolu (0,1
mg/ml)

Mobilni faze: voda a acetonitril (60:40), pH 3 pomoci kys. mravenci

Priatokova rychlost: 1 ml/min

UV detekce pii 333 nm

Teplota: 25°C

Nastiik: 20 pl
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Testovani jiné mobilni faze (0,1M octan sodny, acetonitril a triethylamin (61:39:0,05),
upraveno ledovou kys. octovou na pH 4) nevedlo klepsi symetrii pikti, dochazelo k tzv.
frontingu.

Kvuli stépeni pikli vSech latek byla hleddna vhodnéjSi rozpoustédla pro ptipravu
zéasobnich roztokii. Pouzitim standardniho roztoku fedéného mobilni fazi doslo k vyraznému

zlepSeni tvaru a symetrie pikl (viz. obr. €. 6) a nadale byly pouzivany pouze tyto standardy.
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Obr. €. 6: Nastiik standardu piroxikamu v mobilni fazi (0,1 mg/ml)
Mobilni faze: voda a acetonitril (70:30), pH 3 pomoci kys. mravenci
Priatokova rychlost: 1 ml/min

UV detekce pii 333 nm

Teplota: 25°C

Nastiik: 20 pl
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Jako dal$i zplisob optimalizace chromatografickych podminek byly testovany rtizné
teploty. ZvySenim teploty na kolon€ doslo ke zkraceni reten¢nich ¢ast piki (viz. obr. €. 7, €. 8 a

&.9).
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Obr. €. 7: Nastiik standardu piroxikamu v mobilni fazi (0,001 mg/ml)
Mobilni faze: voda a acetonitril (70:30), pH 3 pomoci kys. mravenci
Pritokova rychlost: 1 ml/min

UV detekce pii 333 nm

A: Teplota: 50°C

B: Teplota: 40°C

C: Teplota: 30°C

Nastrik: 20 pl
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Obr. €. 8: Nastiik standardu tenoxikamu v mobilni fazi (0,001 mg/ml)
Mobilni faze: voda a acetonitril (70:30), pH 3 pomoci kys. mravenci
Priatokova rychlost: 1 ml/min

UV detekce pii 333 nm

A: Teplota: 50°C

B: Teplota: 40°C

C: Teplota: 30°C

Nastrik: 20 pl
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Vzhledem k vysoké retenci isoxikamu byla teplota kolony testovana jen pii 50°C. Pti

nizsich teplotach byla doba analyzy dlouhd a pik rozmyty.
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Obr. €. 9: Nastiik standardu isoxikamu v mobilni fazi (0,001 mg/ml)
Mobilni faze: voda a acetonitril (70:30), pH 3 pomoci kys. mravenci
Priatokova rychlost: 1 ml/min

UV detekce pii 333 nm

Teplota: 50°C

Nastiik: 20 pl
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Dale byl sledovan vliv pH mobilni faze. ZvySenim pH na hodnotu 4 nedoslo k zaddnému
zlepSeni, naopak snizenim pH na hodnotu 2,5 byly piky vSech latek symetrické. ZvySenim
pomeéru organické faze z 30 na 40 se vSechny latky eluovaly do 10 minut.

Jako vnitini standard pro dalSi méfeni byl vybran isoxikam, protoze tenoxikam me¢l
kratky retencni cas a mohl by se eluovat spolu s balasty z plasmy. Piky isoxikamu a piroxikamu

byly separovany s dostate¢nym rozliSenim (viz. obr. €. 10)
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Obr. €. 10: Nasttik standardu piroxikamu (A) a isoxikamu (B) v mobilni fazi (0,001 mg/ml)
Mobilni faze: voda a acetonitril (60:40), pH 2,5 pomoci kys. mravenci

Priatokova rychlost: 1 ml/min

UV detekce pii 333 nm

Teplota: 30°C

Nastiik: 20 pl
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5.2. Vybér podminek pro SPME

Byla provedena mikroextrakce vladknem z prazdné plasmy a z plasmy s piroxikamem o

koncentraci 0,01 mg/ml. Zadny pik balastf neinterferoval s pikem piroxikamu (viz. obr. &.11).

Obr. ¢. 11: Chromatogram mikroextrakce Ccist¢ plasmy (A) a mikroextrakce plasmy
s piroxikamem (0,01 mg/ml) (B)
Vzorek pro sorpci: A - 5 ml plasmy
B - 4,5 ml plasmy + 0,5 ml 0,1 mg/ml piroxikamu
Mobilni faze: voda a acetonitril (60:40), pH 2,5 pomoci kys. mravenci
Priatokova rychlost: 1 ml/min
UV detekce pii 333 nm
Teplota: 30°C
Nastiik: 20 pl
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Dale byl vyzkousen vliv teploty kolony na zménu retencniho €asu piku. Retencni ¢as se
pfi vyssi teploté zkratil a tim byla urychlena i doba analyzy vzorku. Zaroven nedochéazelo
k interferenci s piky balasti (viz. obr. €. 12). Proto byla pro dal$i analyzy pouzivana teplota

40°C.
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Obr. €. 12: Chromatogram mikroextrakce plasmy s piroxikamem (0,01 mg/ml)
Vzorek pro sorpci: 4,5 ml plasmy + 0,5 ml 0,1 mg/ml piroxikamu
Mobilni faze: voda a acetonitril (60:40), pH 2,5 pomoci kys. mravenci
Pratokova rychlost: 1 ml/min
UV detekce pii 333 nm
Teplota: A - 30°C
B - 40°C
Nastiik: 20 pl
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Byla provedena mikroextrakce vldknem z vody s piroxikamem a vnitinim standardem
isoxikamem. Koncentrace ve vod¢ obou latek byla 5 pg/ml. Piky piroxikamu a isoxikamu byly

odd¢€lené (viz. obr. ¢. 13).

Obr. €. 13: Chromatogram mikroextrakce vody s piroxikamem (A) a isoxikamem (B)
Vzorek pro sorpci: 1,5 ml Cisténé vody + 8 ul piroxikamu (1 mg/ml)
+ 8 ul isoxikamu (1 mg/ml)
Mobilni faze: voda a acetonitril (60:40), pH 2,5 pomoci kys. mravenci
Pratokova rychlost: 1 ml/min
UV detekce pii 333 nm
Teplota: 40°C
Nastrik: 20 pl
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Ptidanim 5 pl 1% kyseliny octové bylo upraveno pH plasmy na hodnotu 4, protoze bylo
ocekavano zvyseni vytéznosti extrakce diky ionizaci piroxikamu. Nicméné pii pH 4 nedoslo ke

zvyseni vytéznosti (viz. obr. €. 14).
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Obr. €. 14: Chromatogram mikroextrakce plasmy s piroxikamem (A) a isoxikamem (B)
Vzorek pro sorpci: 1,5 ml plasmy + 80 pl piroxikamu (0,1 mg/ml)
+ 80 pl isoxikamu (0,1 mg/ml)
+ 5 ul 1% kyseliny octové
Mobilni faze: voda a acetonitril (60:40), pH 2,5 pomoci kys. mravenci
Priatokova rychlost: 1 ml/min
UV detekce pii 333 nm
Teplota: 40°C
Nastiik: 20 pl
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Bylo vyzkouSeno téz ptidani 5 pl kyseliny mravenci ke vzorku plasmy. Hodnota pH
vzorku potom byla 2,5. Koncentrace piroxikamu a isoxikamu byla 5 pg/ml. Pfidavkem kyseliny

mravenci doslo k vyraznému zvysSeni vytéznosti mikroextrakce (viz. obr. €. 15).
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Obr. €. 15: Chromatogram mikroextrakce plasmy s piroxikamem (A) a isoxikamem (B)
Vzorek pro sorpci: 1,5 ml plasmy + 80 pl piroxikamu (0,1 mg/ml)
+ 80 pl isoxikamu (0,1 mg/ml)
+ 5 ul kyseliny mravenci
Mobilni faze: voda a acetonitril (60:40), pH 2,5 pomoci kys. mravenci
Priatokova rychlost: 1 ml/min
UV detekce pii 333 nm
Teplota: 40°C
Nasttik: 20 pl
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5.3. Kvantitativni a detek¢éni limit

Byl vypocitan detekéni limit (LOD) a kvantitativni limit (LOQ) pro piroxikam. Detek¢ni
limit je nejnizsi detekovatelna koncentrace latky, kterd se nestanovuje kvantitativné. Vyjadiuje

se jako koncentrace analyzované latky, pfi které se pomér signalu k sumu rovna hodnoté 3.

LOD(piroxikam)= 0,44 ug/ ml

cvwr

pfesnosti a spravnosti. Vyjadiuje se jako koncentrace, pii které se pomér signdlu k Sumu rovna

hodnoté 10.%°

LOQ(piroxikam) = 1,46 ug/ml
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5.4. Kalibrac¢ni primka

Pro sestrojeni kalibra¢ni ptimky bylo pouzito 5 vzorkii plasmy. Koncentrace piroxikamu
se postupné zvysovala (1,5 pg/ml, 2,5 pg/ml, 5 pg/ml, 7,5 pg/ml a 10 pg/ml), koncentrace
vnitiniho standardu isoxikamu byla stdle 5 pg/ml a neménil se ani ptidavek 5 pl kyseliny

mravenci. Vysledky méfeni jsou uvedeny v tabulce €. 2.

Koncentrace Plocha Primérna Plocha Primérna Pomér ploch piké
piku plocha pika piku plocha pika
piroxkantu piroxikamu | piroxikamu | isoxikamu | isoxikamu piroxikam/isoxkantu
1231 4191
1,5 pg/ml 1365 1260 4137 4148 0,303761
1184 4116
2313 2403
2,5 pg/ml 2385 2342 2445 2467 0,949331
2329 2553
5779 2898
5 pg/ml 5661 5708 2860 2907 1,963536
5684 2962
12083 3475
7,5 pg/ml 12040 12118 3576 3521 3,441636
12231 3513
12065 2616
10 pg/ml 12364 12261 2935 2941 4,168990
12354 2972

Tab. €. 2: Hodnoty kalibra¢ni ptimky
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Obr. €. 16: Graf kalibra¢ni piimky

Rovnice kalibra¢ni pfimky pro mikroextrakci piroxikamu z plasmy:

y=0,4618 x - 0,2818

Korelaéni koeficient = 0,9890
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6. Zaver
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10.

11.

Byly zpracovany literarni zdroje tykajici se piroxikamu, zplsobl extrakce léciv

z biologickych materidlli a vysokoucinné kapalinové chromatografie.

Byla optimalizovana vhodnad metoda pro stanoveni piroxikamu pomoci HPLC s UV detekci.
Pro stanoveni piroxikamu byla vybrana metoda s pouZzitim mobilni fadze slozené z c¢isténé
vody a acetonitrilu (60:40 v/v), kterd byla upravena kyselinou mravenci na hodnotu pH 2,5.
Pro separaci byla pouzita kolona (Nova-Pak 4um, 150 x 3,9 mm). Priitok mobilni faze byl 1
ml/min a teplota na koloné byla 40°C. VInova délka byla nastavena na 333 nm.

Jako vnitini standard byl vybran isoxikam.

Byly optimalizovany podminky mikroextrakce na tuhé fazi.

Sorpce piroxikamu ze vzorku plasmy upravené kyselinou mravenci na pH 2,5 trvala 20 min,
stejné jako nésledna desorpce do 200 pl methanolu. K ziskanému roztoku bylo ptfiddno 50 pl
okyselené¢ ¢isténé vody (pH 2,5).

Byla ovétena selektivita stanoveni.

Limit detekce pro piroxikam je 0,44 pg/ml a limit kvantifikace se rovna 1,46 pg/ml.

Byla sestrojena kalibracni piimka. Linearita byla ovéfena korelacnim koeficientem (0,9890).

Ostatni valida¢ni parametry budou pfedmétem dalsi prace.

Tato prace byla prezentovana formou posteru na 42. konferenci Syntéza a analyza 1é¢iv ve

Velkych Karlovicich 2013 (viz. ptiloha €. 1).
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Ptiloha

VYVOJ METODY STANOVENI PIROXIKAMU V PLAZME

Pilafova Pavla, Kastner Petr, KuZelové Kristyna, Sochor Jaroslav, Klimes Jifi
Katedra farmaceutické chemie a kontroly 1éCiv
Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralove,

Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Kralové; pilarova@ftaf.cuni.cz

Uvod
Prace s zabyva vjvojem HPLC metody pro stanoveni piroxikamu v plazmé s vyuzitim solid phase mikroextraction (SPME).
Piroxikam je oxikamoveé nesteroidni antiflogistikum a analgetikum, které zminiuje bolesti vyvolané zingtem, otoky a zrover inhibuje ADP-indukovanou agregaci tromboeyti, je

indikovin k symptomatické 16be osteoartrozy, revmatoidni artritidy nebo ankylozujici spondylitidy. Po p.o. podini se piroxikam castedné resorbuje v zaludku a tiplné v duodenu.

Masanatsel

+ plazmé dosahuje za 2-3 h. Vazba na bilkoviny plazmy je cca 98% . Primémy pologas climinace je okolo 50 hodin. Piroxikam se metabolizuje v jatrech

PR

hydroxylace pyridinového fetézee. konjugace s kyselinou glukuronovou). Vzniklé produkty jsou neiéinné a vyluguji se pi i a &asteéné zluéi, Pouze 2-5% piroxika-
lydroxylace pyr jug x5 g p 1y ) DINCRILSe ! P

mu je vylou¢eno ledvinami v nezménéné podobé. Obvykla denni davka je 20 mg piroxikamu,

Cil
» optimalizace podminek analyzy piroxikamu
» vybér vnitiniho standardu
> optimalizace podminek izolace analym z plazmy s pomoei SPME

> ovéfeni vybranych validaénich parametrii - lincarita, sclektivita, LOQ a LOD

Experimentalni podminky SPME
Kapalinovy chromatograf Shimadzu 20 Vldkno - vestva polydimethyl-siloxan/divinylbenzenu (Supelco)
Po¢itadovy program pouzity pro vyhednoceni: software LC Solution 1.22 Byly testovany riizné doby adsorpee. desorpee, uiprava pH plazmy popi. vysolovani.

Stacionérni faze byla C18 - Waters Nova-Pak® C18 3.9 x 150 mm. 4pm
Byly zkoumany riizné slozeni. poméry a rychlosti pritoku mobilni faze (MeOH. Vybrané podminky izolace:
ACN s pufry o rizném pH a piidavky jontoparovych éinidel) a teplota na koloné. # 20 min sorpee 1.5 ml kralici plazmy okyselené kyselinou mravenéi

» 20 min desorpes do 200 pl methanolu

Vybrané podminky: > pridéno 50 ul vody pH 2.5 uprav. kys. mravenéi k extraktu
AT :‘:):_t(g;;m[ rodebipiavent e st en g HED # vznikly analyt byl hadnocen optimalizovanou HPLC metodou
Pritok: 1 mlmin™
Teplota: 40 °C
Detekee: UV pfi 333 nm
Nastiik: 20ul
Is: isoxikam
Vliv teploty na koloné SPME a Selektivita
. s
: 0
e ]
o
o :
s ‘piroxikam
0 ,
o b 1soxikam
£
=
-
e m -
ot o
o
e
o
w i
e £
= b it
i ) El & i @ B @ n W e e
P T e e R S e
5 £ o Charakteristicky HPLC chromatogram sledovanych analyti a plazmy po SPME,
= 1
HPLC ziznam standardu piroxikamu a IS isoxikamu (= 1 pg . ml" ) pii feplote ACN : voda pH 2,5 kys. mraventi (40 : 60) pii 40°C
30°C - modra barva; 40 °C - éervend barva i i i . N
ACN : voda pH 2,5 kys. mravendi (40 : 60) Piroxikam (c v plazmé = 2,5 pg . ml ~); Isoxikam (¢ v plazmé =5 pg . ml 7);

spikovani plazma - ¢ernd barva
Cista plazma - modra barva

Zaveér
byly optimalizovany HPLC podminky stanoveni piroxikamu a vnitinihe standardu isoxikamu: ACN:
voda pH 2.5 kys. mravenéi (40 : 60) pii 40°C. I mLmin™, UV detekee pii 333 nm

byly vybrany podminky izolace: 20 min sorpce 1.5 ml krali&i plazmy okyselené kyselinow mraventi a

20 min desorpee do 200 pl methanolu

‘pomés ploch pirox/isox

»byla ovétena linearita ( ¥ = 0.9976) a selektivita stanoven.

byl stanoven LOD (0.5 pg . ml ) a LOQ (1.5 ng . ml )

v

¢. 1: Poster prezentovany na 42. konferenci Syntéza a analyza léCiv ve

Karlovicich 2013
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ABSTRAKT

ANALYTICKE HODNOCENI UCINNYCH LATEK KAPALINOVOU
CHROMATOGRAFII VI.

Diplomova prace

Kristyna Kuzelova

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové,
Katedra farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv,

Heyrovského 1203, Hradec Kralové

Byla optimalizovana metoda stanoveni piroxikamu v kralici plasmé pomoci
mikroextrakce na tuhé fazi (SPME) s vyuzitim vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC)
s UV detekeci. Pro mikroextrakci bylo pouzito vldkno potazené PDMS/DVB. Jako wvnitini
standard byl vybran isoxikam. Vzorek plasmy byl upraven na hodnotu pH 2,5. Mikroextrakce se
skladala z 20 minut sorpce a 20 minut desorpce do 200 pl methanolu. Separace byla provedena
na kolon¢ s reverzni fazi C18. Jako mobilni faze byl pouzit roztok ¢isténé vody a acetonitrilu
(60:40 v/v), upraveny kyselinou mraven¢i na hodnotu pH 2,5. Priitok kolonou byl 1 ml/min a
teplota na kolon¢ 40°C. Hodnoceni probihalo pti 333 nm. Byla ovéfena linearita a selektivita

metody. Také byl stanoven limit detekce a kvantifikace pro piroxikam.
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ABSTRACT

ANALYTICAL EVALUATION OF ACTIVE SUBSTANCES BY LIQUID
CHROMATOGAPHY VI

Diploma Thesis

Kristyna Kuzelova

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

The method for determination of the piroxicam in rabbit plasma using solid phase
microextraction (SPME) and high performance liquid chromatography (HPLC) with UV
detection was optimalized. Fiber coated with PDMS/DVB was used for microextraction.
Isoxicam was chosen as an internal standard. The sample of plasma was adjusted to pH 2,5.
Microextraction was composed of 20 minutes sorption and 20 minutes desorption into 200 pl of
methanol. Column with reversed phase C18 was used for separation. A solution of water and
acetonitrile (60:40 v/v) was used as the mobile phase. Its pH was adjusted to 2,5 using formic
acid. The flow rate was 1 ml/min and temperature on the column was set at 40°C. The detection
was carried out at 333 nm. Linearity and selectivity of the method were verified. Detection and

quantification limits for piroxicam were also determined.
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