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Seznam pouzitych zkratek

headspace
MTBSTFA
BSA
BSTFA
MSTFA
TMCS
TMSI
HPLC
HPLC-UV
GC

GSC

GLC

TCD

MS

ECD

FID

TID, NPD
PID

FDP

RI

LDL

VLDL
HDL
HMG-CoA

n&dtova metoda prockaveé latky

N-(tert-butyldimethylsilyl)-N-methyltrifluoroacetamid
N,O-bis(trimethylsilyl)acetamid
N,O-(bis(trimethylsilyl)triflouoroacetamid)
N-methylN-trimethylsilyltrifluoracetamid
trimethylchlorsilan

N-trimethylsilylimidazol

vysokodinné kapalinova chromatografie
vysoko@inna kapalinova chromatografie s UV detektorem
plynova chromatografie

plynova chromatografie s pevnou staciondaii f
plynova chromatografie s kapalnou stacionmii
tepel® vodivostni detektor

hmotnostni spektrometr

detektor elektronového zachytu

plameno¥ ionizaéni detektor

termoionizéni detektor

fotoioniz&ni detektor

plamenofotometricky detektor

reterni index

lipoprotein s nizkou hustotou
lipoprotein s velmi nizkou hustotou

lipoprotein s vysokou hustotou
3-hydroxy-3-methylglutarylkoenzym A



1 Uvod prace



1.1 Uvod prace

Kardiovaskularni onemoéni postihuji v #zné podob velkou ¢ast nasi populace.
Pati mezi tzv. civiliz&ni choroby, tedy choroby spojené do @mamiry s nasSim Zivotnim
stylem. Velmicasto pedepisovanou skupinou lg&ksou proto také hypolipidemika, tedy
lé¢iva snizujici hladinu cholesterolu a triacylglycéra krvi. Do této skupiny péit také
statiny, nap. simvastatin, atorvastatin, ale také fluvastgimayastatin, cerivastatin.

Plynovad chromatografie — Gas Chromatography (GC) wadalyze |éiv mensi
uplatreni nez vysokotinna kapalinova chromatografie (HPLC), nicraéjako citliva
analytickd metoda svelkou separa (Cinnosti je vyuZivana ve vSech Iékopisech
vyspilych zemi. Plynova chromatografie segevsim vyuziva pro analyzu lateékavych,
které lze zatétim revést na pary aniz dochazi k jejich rozkladiicoRere je s vyhodou
pouzitelna pro analyzu plyn U latek, které se zvySenou teplotou rozkladagitSina
léciv), je nutné ped GC analyzou podrobit analyzovany vzorek chemickékci
s vhodnymi derivatizanimi ¢inidly (tzv. derivatizace) za vzniku¢kavych derivai

analyzovanych latek.[1]



2 Cil prace



2.1 Cil prace

Cilem této prace bylo vyuziti plynové chromatoggafiGC) v analyze vybranych
lé¢iv ze skupiny hypolipidemik - inhibitér 3-hydroxy-3-methylglutaryl koenzym A
reduktazy (simvastatin, atorvastatin).

Predmétem bylo nalezeni vhodného derivatiaéno cinidla, které s danym &vem
dava nasledn tékavy produkt detekovatelny pomoci plame&danizaini detekce.
Podminky reakceipderivatizaci byly optimalizovany s cilem ziskatxmalni vygZznost
produktu a ve spojeni s chromatografickym systénmuysit mez detekce vhodnou
metodou nasiku.



3 Teoreticka c¢ast
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3.1 Plynova chromatografie

Plynovd chromatografie — jako separa metoda s moznosti kvalitativniho i
kvantitativniho hodnoceni separovanych slozek —wnpbdstat stejné pednosti jako
HPLC; nikteré detektory (ndp detektor elektronového zachytu) dosahuji ndwos
vysokych citlivosti.

Jako mobilni faze se v plynové chromatograficasgji pouziva dusik nebo helium.
Kolony se pouzivaji hil naphové nebo kapilarni:

a) naphové kolony jsou trubice z nerezové oceli nebo skiaplréné

granulovanym adsorbentem pro GSC nebodensise zakotvenou kapalnou
stacionarni fazi pro GLC. Analytické népl/é kolony maji vnini primér 2
az 5mm a délku 0,5 az 5m.

b) kapilarni kolony jsou tenké kapilary z nerezovélionebo skla stéené do

Sroubovice o vninim piaméru 0,1 az 0,5mm a délce 10 az 100m. Funkci
noste zastavaji vnihi seény kapilary, které jsou poweny kapalnou

stacionarni fazi.[1]

Obr. 1 — Schéma plynového chromatografu
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Popis: 1- zasobnik nosného plynu; 2 - regulad¢eitld — regulace ptoku; 4 — davkovaci z&eni; 5 -

detektor; 6 — termostat; 7 — chromatograficka kal@— zesilov& 9 — zapisovg 10 — integratof2]
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Stejre jako v HPLC je i v plynové chromatografirgdpokladem usi$né analyzy
optimalizace chromatografickych podminek tak, abyasované slozky sfai poskytovali
ostré piky, roz8lené az na zékladni linii. St&jjako v HPLC je v plynové chromatografii
kvalitativni charakteristikou reténi (elwni) ¢as & chromatografického piku a
kvantitativni charakteristikou jeho plocha (eveniska). Podle charakteru analyzovaného
vzorku je fteba zvolit vhodny typ detektoru, ktery primérnuréuje citlivost
chromatografické analyzy. NiZe je uvedéalped nejastji pouzivanych detektér

A) tepelre vodivostni detektor (TCD)

B) ionizani detektory

a) Hmotnostni spektrometr (MS). Principem MS je ioszaeutralniho atomu
¢i molekuly za vzniku iorit a jejich fragmeni, které jsou dale separovany a
detekovany na zakladponeru nvVz, kde m je hmotnost iontu &je naboj
iontu. MS paiti mezi detektory univerzalni s citlivosti 1ng azpg

b) Detektor elektronového zachytu (ECD). Principertani ECD je ionizace
nosného plyn z&enim (zdroje z&ni®*Ni nebo®H) za vzniku ionizaniho
proudu, tj. konstantniho proudu pomalych elekirgN, + p — Ny° + €).
Elektrony jsou zachycovany elektronegativnimi atorghalogeny) nebo
skupinami (nitroskupiny):

e+R+N—>Re+N+€
Tento detektor je selektivni pro elektronegativkisny, zejména halogeny,
pop. nitrolatky. Dosahuje citlivosti 0,05 — 1,0 pg €& slogenirg.

c) Plamenoionizéni detektor (FID).

d) Termoioniz&ni detektor (TID), v literatie ¢asto ozn&van NP detektor
(NPD). Principem TID je ionizace organickych latekyslikovodikovém
plameni, ktery je vedenies prstenec soli alkalickych zemin (CsBr, KCI,
Rb,SOy). V podstat se jedna o modifikaci FID. Detektor je selektivni
piedevsSim pro slaieniny obsahujici ve své molekule dusik a fosfor a
dosahuje citlivosti 0,4 —10pg Na 0,1 —-1,0 pg P.

e) Fotoioniz&ni detektor (PID). Tento detektor je zaloZen nagpu ionizace
organickych latek fotonem a nasledné detekci wrgloh elektrof:

CHNO + foton— CHNO" + €
PID je univerzalni pro organické latky a dosahuiévosti 1 — 10 pg CHO.
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f) Plamenofotometricky detektor (FPD). Princip FDPzgozZen na aktivaci
organickych latek obsahujicich fosfor nebo siryysiikkovodikovém plameni.
Aktivované latky emituji zé&eni, které je detekovano. Detektor je selektivni
pro slokeniny obsahujici ve své molekule fosfor nebo sirdosahuje
citlivosti 0,9 pg CHP a 20 pg CHS.[1]

lonizatni detektory jsou zaloZeny naimé ungrnosti elektrické vodivosti plynu
vyvolané nabitymi ¢asticemi, jejichz koncentrace je @&méa koncentraci vzorku
pfivedeného do detektoru. Plyny vystupujici z chragedfické kolony prochazeji
ionizatnim zdrojem, v 8mZ sec¢ast molekul ionizuje. Pak vstupuji do prostoru mezi
elektrodami. Fitomnost nabityckastic v tomto prostoru vyvola proud | mezi elekod.
V diasledku zmny naggti na R dojde i ke zminé nagti na R, které se zesiluje
elektrometrem a registruje zapisogen. Prostor mezi elektrodami siigeme pedstavit
jako menitelny odpor R, jehoz hodnota zavisi na gia nabitychéastic. Prochazi-Igisty
nosny plyn, je koncentrace nabity¢astic v mezielektrodovém prostoru konstantni a
zpasobi konstantni proud. Jestlize vSak prochazi tipnbstorem nosny plyn se slozkou,
vzroste zpravidla pt nabitych¢dstic, ¢imz se zvysi proud, a tedy i signdl, ktery se

registruje jako chromatograficka vina.[3]

3.1.1 Plamenovy ioniza&ni detektor

Princip detekce pomoci FID je zaloZen na slozinaiionizani reakci organickych
latek v kyslikovodikovém plameni.riPtéto reakci se z organickych latek usai ionty,
které jsou nasledndetekovany:

CHNO + plamen— CHNO" + €

Detektor je univerzalni pro organické latkyjgemz kyslik nebo dusik v molekule
zvysuji vysledny signal. Dosahuje citlivosti 10-18§ CHO.[1]

Efluent z kolony se misi svodikem a vstupuje dgsky hdéacku detektoru.
lonizovanécéstice, vzniklé v plameni, zaplji prostor mezi elektrodami a sniZuji jeho
odpor, takze rize prochazet proud. Plamenovy iotizidetektor dava odezvu téfmna
vSechny latky s vyjimkowth, které jsou uvedeny v tabulce Tab. 1. Spravnkde tohoto
detektoru zavisi na vhodné veéllpritoku vSech pouzitych plyn Obecw se nejlepSi

citlivosti a stability dos&hne p pratocich nosného plynu 30-50 ml/min, vodiku asi
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30ml/min a vzduchu asi 300 az 500ml/min. Rychlasitgku plynu je teba volit podle
praméru trysky hdadku a podle konstrukce detektoru. Plamenovy i@nizaetektor ma
nejwtsi linearni rozsah ze vSech uzivanych detékfbo jej spolu s jeho vysokou citlivosti

¢ini obzvlas¢ zpasobilym pro stopovou analyzu.[3]

Tab. 1 - Slodgeniny, které davaji malou nebo nedavaji Zadnou \adezplamenovém

ionizatnim detektoru

Ho O, NO HO

He N, N.O SiCl,

Ar CS NO, SiHCk
Kr COS NH Sik

Ne HS CO HCOH
Xe SO CO, HCOOH

Podle techniky provedeni Ize plynovou chromatogugit na frontalni, vy&siovaci
a elwni. Naprosta #&Sina plyno¢ chromatografickych analyz je provih eldni
technikou. Eldni technika vyZaduje jednorazové vneseni maléhoZsimbanalyzované
smssi na pa@atek kolony. Jeji jednotlivé slozky opogjstkolonu oddlere, piicemz se
snazime vést chromatograficky proces tak, aby Ipkafncentrace sloZzek v detektoru,
zaznamenavany jako pik, se co nejvice blizil Gaussdivce s nejmensSi dosazitelnou
Sitkou.

Podle toho jakych stacionarnich fazi se v plynovéromatografii pouziva,
rozliSujeme chromatografické systém plyn-kapalinglyn-adsorbent. V systému plyn-
kapalina je mirou sorpce a tedy i mirou retencalrga slozky v kolo& rozpou&tci
entalpie; v systému plyn-adsorbent je to adsuirgntalpie. Fazové rovnovahy pro dané
systémy popisujeme safpi (adsorpni nebo rozpou&ti) izotermou. Pro dosazendidné
separace je nutné zvolit fdzovy systém tak, abpcsdrizotermy byli linearni. Systémy
s nelinearnimi izotermami vedou k deformacitpiktera se projevi zhorSenim separace

(snizenim tinnosti kolony) a znesnadnim interpretace chromatograr8]
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3.2 Chemicka derivatizace v plynové chromatografii

Plynovou chromatografii, jak jiz plyne z ndzvu, Igeparovat a analyzovat latky,
které vykazuji g podminkach analyzy dosté&teou tkavost. Existujgrada moznosti jak
tékavost za uvedenych podminekidit. V této souvislosti ri#eme jmenovat
vysokotepelnou chromatografii, programovani teplogouziti vysoce selektivnich
sorbent, praci v systémech s nizkym obsahem sorbentu,keyisiou a superkritickou
chromatografii az fechod ke kapalinové chromatografii a v neposléddt chemickou
piemenu samotnych chromatografovanych latek akawjSi derivaty. Posledni metoda se
od predchozich liSi vtom, Ze zatimco vSechny postuigdpokladajitizeni tkavosti a
chromatografovatelnosti latek na zaklaomeén podminek a vlastnosti chromatografického
systému, chemické derivatizacémhpiimo vlastnosti chromatografovanych latek.

Nizka tkavost niize byt zfisobena tim, Ze latka je sice nepolarni, ale maouvelk
molekulu, nebo tim Ze molekuly latky jsou vzajeénasociovany prostdnictvim polarnich
skupin. Chemicka derivatizace blokuje moznost meigkularnich asociaci a omezuje
reaktivitu latky. Kron¢ toho Ize vhod&é volenou derivatizaci wtit molekule rekteré

vyhodné vlastnosti z hlediska moznosti selektiwpissace aifpadre selektivni detekce.

3.2.1 Pouzivani derivati pii chromatografické analyze a obecné zasady jejich

piipravy

Obvyklymi divody jsou zvySeniékavosti latek s vysokym bodem varu, snizeni
adsorbce na kol@na zlepSeni separace jednotlivych slozek.

Latky s vysokou molekulovou hmotnosti &alika funkénimi skupinami v molekule
nejsou obvykle fistupné pimé chromatografické analyze. Polarni skupinjsgvaji
k polari latek a snizuji jejich ¢kavost, takze se tyto latky eluuji z kolony s velmi
dlouhymi retednimi ¢asy, popipact se neeluuji #bec. Vhodnym blokovanim polarnich
funkénich skupin nebo jejich nahrazenim se dé polaitekisnizit, jejichdkavost je vysSi
a tyto latky je pak mozno chromatografovat.

Chromatografické analyziady latek brani jejich teplotni nestélost. V hi&stvém

prostoru se takové latky pyrolyzuji a v chromatogma se objevuji nasobné piky.
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Prevedenim na teplognstabilni derivaty se tyto obtiZze obejdou a latkg ktanovit bez
rozkladu. Velmi polarni latky s nizkogkiavosti maji zpravidla silné sklony k adsorbci,
piipadré rozkladu na nosgi. Kvantitativni vyhodnoceni chromatogréme pak velmi
obtizné, ne-li ibec nemozné.

Chvostovani pik miZze zmisobovat i vysokad koncentrace analyzované latky. P
vysSich koncentracich obvykle dochazi k odchylkahlioearity sorgni izotermy. | zde
Ize ¢asto pouzit derivat, ktery uvedené nevhodné viastnema.

Adsorpce v kolo# vede zpravidla k nelineagikalibrani kiivky. Pouzitim vhodného
derivatu tak lze dosahnout linearni zavislosti wypkku na velikosti vzorku i pro velmi
nizké koncentrace latek.

Adsorpci na nosi a chvostovani iive obecs zpisobovat karboxylova a
hydroxylova skupina, hlawnu polyfunkénich slodenin s vy$Si molekulovou hmotnosti.

Rada derivat se g deldim uchovavani rozkladaigobenim zvysené teploty,
vihkosti, s¥tla apod..[4]
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3.3 Derivatizace hydroxyslowenin pro GC analyzu

Hydroxylova skupina vedle karboxylové je jednouepozsfergjSich funkinich
skupin v organickych sl@eninach. mlezité biogenni latky (sacharidy, flavonoidy,
fenolické kyseliny, atd.) p#tdo skupiny hydroxyslatenin. Problematika derivatizace
karboxylové skupiny viz diplomova prace.[5]

Jedna z hlavnich metabolickych cesznych xenobiotik a kv v téle spa@iva
v jejich hydroxylaci a nasledné tvartkonjugafi se sacharidy nebo aminokyselinami.
Napriklad, oxidace roz&ného polutantu Zivotniho présti — polychlorovanych bifenyl
(PCB) — cytochromem P450 vede ke vzniku hydroxyglolgrovanych bifenyl. Stanoveni
hydroxyslogenin byl jeden zdlezitych probléni GC analyzy po dobu téthpil stoleti
existence této metody.

Jednoduché pravidlo pro demi moznosti GC analyzy organické sleniny je
zaloZeno na referénich udajich o jejich bodu varu. Jestlizgaka slodenina niize byt
destilovana bez rozkladu v rozmezi tladd atmosférického po 0.01- 0.1 tigrpak niize
byt podrobena GC analyze&impejmensim na standardni nepolarni polydimethytsitmvé
stacionarni fazi. V souladu stimto pravidlemgtSina jednosytnych hydroxylovych
slowenin (alkoholy, fenoly) a jejich sirné analogy (@lyi, thiofenoly atd.) mohou byt
piimo analyzovany. Potvrzeni chromatografickych vlasti analytu nefize byt pouze
slovni (na udrovni ,ano/ne“), ale také zaloZzeno apch GC retedinich indexech podle
Kovatse, jakoZto nejobjekti¢jsich kritériich.[6]

Kovatqiv reterdni index

Tento univerzalni fistup feSi problémy vztahujici se k pouziti, srovnavani a
charakterizaci chromatografickych retaich dat. Udavani reténich dat jako absolutni
retetni ¢as k neni vhodné, protoZze retam c¢as miZze byt ovlivien fadou
chromatografickych paramétf7]

Retergni index RI je vypéten z retence analyzované latkyzhledem ke d&ma
neroztvenym parafi@m sezresp.(z+ n) uhliky volenymi tak, abyisty reteni objem
byl V@) < Ve < Ve +ny Nejvyhodrgjsi je volitn = 1.[6]
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Retergni index se vypéita podle vztahu

logV,, —logV
Rl =10d z+n 9V IV
IogVN(z+n) - IogVN(Z)

Tab. 2 - Teplota varu a Rl vybranych stenin

Slowenina T (°C) RI (nepolarni)
tetradekanol 290,8 1664 + 12
dekanthiol 239.2 13207
2,6-diterc-butyl-4-methylfenol 265 1491 +10
2-methylbenzenthiol 194 1061 + 11

Chemické vlastnosti hydroxysldenin zavisi na iftomnosti aktivnich vodikovych
atomi v molekule. Hodnoty pK pro alifatické alkoholy jsou srovnatelné s vodeul@),
ale fenoly jsou slabymi kyselinami (pks 9-10). ZvySeni p&tu polarnich funk&nich
skupin v molekule vede k zesileni intermolekuldmitterakci. To se projevuje zvySenim
bodu tani a bodu varu, cozuge zvysit limity teplotni stability slaienin. Nagiklad
nékteré alifatické dioly a trioly ¥ou za atmosferického tlaku a z tohdvddu jsou
dostaten¢ tékavé pro GC analyzu. Obdobné sleniny se ¢étyimi nebo vice
hydroxylovymi skupinami nejsou schopné varu za aférického tlaku, to znamena

nemoznost jejich GC analyzy. Stejna omezeni plél vicesytnych fendal:

Tab. 3 - Teplota varu a RI vybranych vicesytnycdu&nin

Slowenina T (°C) RI (nepolarni)
glycerol (3 OH skupiny) 290,5 1196 + 28
hydrochinon 287 1338+ 14
meso-erythritol (4 OH skupiny) 329-331 1319
pyrogallol 309 1548

xylitol (5 OH skupin) - -
1,2,4-benzentriol - -
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| kdyz byly analyzovany nejjednodussi dvojsytnéussminy z tchto skupin na
nepolarni fazi, tak jevily Siroké nesymetrické pikp chromatogramu. To vedlo ke
Spatnym detalnim limitaim a reprodukovatelnosti retarich indexi ve srovnani
s nepolarnimi slateninami. Hlavni zfisob, jak se vyhnout tomuto problému, je zaloZzen na
piemené hydroxyslodenin na termostabilnékavé derivaty. VieSeni tohoto problému je
hlavnim ukolem derivatizace. Tato chemicka Upravd@erbyt pouZita nejen pro r&avé
sloweniny, ale také pro latkyckavé. Meér polarni latky typicky poskytuji uzké
chromatografické piky, coz zajifjie nizSi ponar signalu k Sumu a tim nizsi detek
limity. Nepolarni derivaty maji mnohem lepSi repukdvatelnost retemich index mezi
laboratdemi, ve srovnani s parametry ziskanymi s prvotfdrpo slogeninou.

Zakladni metody derivatizace hydroxystenin mohou byt klasifikovany podle

typu chemické reakce:

Silylace:
R(OH)n+nS(CH,), - R(OTMS), + nXH

Acylace:
R(OH), +NnR'COX +nB - R(OCOR'), +nBH "X~

Alkylace:
R(OH), +nR'X - R(OR), +nXH

3.3.1 Silylace

Velka skupina silylénich reakci (nejvice roz&iné jsou trimethylsilyl derivaty)
nazng&uje nahradu aktivniho vodikového atomu v molekul@lgu silylovou skupinou
poskytnutou ziznych O-, N-, nebo C- silytaich ¢inidel. Relativni péadi reaktivity
hydroxyslogenin je n-OH > sek.-OH > terc.-OH > Ar —-OH > R-SH.
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Tab. 4 - Fyzikals-chemické a plynay chromatografické vlastnostekterych silyla&nich

¢inidel
Cinidlo (zkratka) Mr| Tv RI(nepolarni)| Vedl.produkt(RI
(°C) nepolarni}
(P)
Hexamethyldisilazan (HMDS) 161126 817429 NH(ND)®
Trimethylchlorosilan (TMCS) 10857.7 560+8 HCI (ND)
N-methyl-N-trimethylsilylacetamid 145| 159- | 947+14 CHCONHCH;
(MSA) 161 (816+22)
N-trimethylsilyl diethylaminel 145 | 125- | 817+1f (CoHs)oNH
(TMSDEA) 126 (5488)
N-trimethylsilyldimethylamin 11784 660+4 (CHs).NH
(TMSDMA) (425+16)
N-methyl-N-trimethylsilyl 199| 130- | 826+ CRCONHCH;
trifluoracetamid (MSTFA) 132 (540)
N,O-bis-trimethylsilylacetamid (BSA), 20371-73 | 1008 CH3;CONH;
(35) (711+19)
N,O-bis-trimethylsilyltrifluoracetamid| 257 | 145- | 887 CRCONH,
(BSTFA) 147 (675+11)
N-trimethylsilylimidazol (TMSI) 140 222- |1176+18 Imidazol
223 (1072£17)
2-(trimethylsilyloxy)propen 130 - 67512 Aceton (472+12)
(IPOTMS)
Chlormethyldimethyl chlorsilan 142 | 114 755+8 HCI (ND)
(CMDCS)
N-trimethylsilylpyrolidin (TMSP) 143 139- | 862+5 Pyrolidin (686+10)
140
Dimethyl+erc-butylchlorsilan 150| 125 729+1% HCI (ND)
(DMTBCS, TBDMS-CI)
Ethyl(trimethylsilyl)acetat (ETSA) 160156- | 9305 CHsCO,C,Hs
159 (602+9)
bis-trimethylsilylmethylamin (BSMA)| 175| 144- | 903+18 CHsNH; (348+12)
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147
Trimethylsilyltrifluoracetat 186| 88-90 | 67445 CRCOH (74446)
(TMSTFA)
Bromomethyldimethyl 186 | - 842+14 HCI (ND)
chlorsilan (BMDCS)
bis-trimethylsilylformamid (BSFA) 189 158 948+14 HCONH, (637+6)
bis-trimethylsilylmatovina (BSU) 204 - 1237+11 CO(NH)2 (ND)
N,O-bis-trimethylsilyl karbamovg 205| 77-78 | - HNCOH,
kyselina (mp) NH3,CO, (ND)
Trimethylsilyltrifluormethan 222\ 77 - CRSO0H
sulfonét (80)
Dimethyl-terc- 241| 168- | 996+13 CRCONH;
butylsilyltrifluoracetamid 170 (675+11)
(MTBSTFA)
Dimethylpentafluorfenyl 260 88-90 | - HCI (DN)
chlorsilan (ve SIEsI (20)
s dimethylpentafluorsilylamin, 1:n
v/v)
N-methylN-trimethylsilylheptafluor | 299| 148 906+11 C3sFCONH;
butanamid (MSHFBA) (750+18)

®B&zné vedlejsi produkty hydrolyzy pro vSechtiaidla jsou trimethylsilanol (CH3)3SiOH (RI = 584)8
nebo dimethyl-terc-butylsilanol (RI = 753+1&ekavané hodnoty).

‘odhadované hodnoty RI mohou byt poté stanovéagri

Prvni ¢ast tabulky Tab. 4 zahrnuje fyzikéhehemické a plynay chromatografické
konstanty mnozstvéinidel, které jsou sezeny podle stoupajici schopnosti poskytovat
silylovou skupinu. Druh&ast tabulky pedstavuje slateniny, které byly uvedeny do
analytické praxe nedavno a zatim u nich nebyla dwihi@ jejich relativni silyleni
aktivita, a rkterd jina nez trimethylsily¢inidla. Mimo jednotlivé chemikélie, uvazujeme
také o jejich @znych kombinacich, také nazyvané jako silgia smési (nag.
HMDS+TMCS nebo HMDS+DMFA). Sis ti latek BSA+TMSI+TMCS (1:1:1 v/ivIv) je

v souwtasné dob povaZzovana za nejsdji$i znameé silylani ¢inidlo. MiZe byt pouZzito pro

21



derivatizaci vSech typ slowtenin s aktivnim vodikovym atomemg¢atné karbonylovych
slowenin v enol a oxo forghalifatickych nitroslodenin.

Kazdé¢inidlo v tabulce Tab. 4 je charakterizovano nejehoj vlastnim retemim
indexem, ale i hodnotami ret@riho indexu nejilezit¢jSiho vedlejSiho produktu reakce.
To nam dovoluje fedpowdét moznost pekryvani jejich chromatografickych pikse

signaly derivéi cilovych slogenin.

Seznam dopotienych silyl&nich slodenin se neustale dni. Nekteré starsi byly
vytazeny a nahrazenyiangjSimi ¢inidly. Nagriklad v jedné tebnici (Knapp, 1979) byl
N-trimethylsilyl-N-fenylacetamid ¢HsN(COCH;)SiMe; uveden jako silyléni ¢inidlo.
AvSak Zadné nové fiklady tohoto pouziti nebyly v posledni dobpublikovany.
indexy, jak pro ¢inidlo samotné (1493+28) tak pro vedlejSi produldakce (N-
fenylacetamid, 1362+11). Tato oblast refeich indext miZze zahrnovat piky cilovych

derivati a z toho dvodu se nesmiipkryvat s pdateznimi ¢inidly ani vedlejSimi produkty.

Standardni hmotnostni spektrum TMS defvéaifatickych hydroxyslotenin
nedava zadné piky molekulového iontd Male ve v3echifpadech jsou ionty [M—CH"
spolehliv registrovany. Stejné derivaty fenolickych sleain a karbonylovych sl@enin
ve forme enofi s p-= konjugovanym systémem C=C-O v molekule dava siyfialysoké
intenzity. Nekteré zakladni typické piky v hmotnostnim spektraTOIS derival jsou
[Si(CHa)3]" (mVz 73) a [Si(CH).OH]" (m/z 75).

Hlavni nevyhodou TMS derivétje snadna postreahki hydrolyza v pitomnosti
vody. Mnoho zd&chto slodenin neni schopno existence ve vodném pedst Jiné typy
derivati, jmenovi€ dimethylterc-butylsilyl etery, maji pblizné o 3 trady nizsi
hydrolytickou konstantu vzhledem k sterickému Brdnvazby Si—O terc-butylovou
skupinou. BohuZel jejich hmotnostni spektra nejdalt informativni pro objasmi
struktury neznamého analytu, protoze zéakladni pikssech znich pai
necharakteristickému iontu JBg]+ sm/z 57 a [M-CHg]".
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Nektera halogenovana silai cinidla se pouzivaji v syntéze deriwapro GC
analyzu se selektivnim detektorem (pro specifickeky), nagiklad CICHSiMe,Cl,
BrCH,SiMe,Cl a GFsSiMe,Cl.

3.3.2 Acylace

Druha skupina derivatizaich reakci zahrnuje acylaci hydroxylové skupiny za
tvorby esteli. Nejdilezit¢jSi cinidla jsou uvedena nize ighled fyzikalg-chemickych a
plynow chromatografickych konstant acytdch cinidel se vztahuje k derivatizaim

zaznanim amini, aminokyselin, ami@la imidi pro GC analyzu).

Tab. 5 - Fyzikala-chemické a plynay chromatografické vlastnostiékterych acylanich

¢inidel

Cinidlo (zkratka) Derivat A Mr
Acetanhydrid/(H) R(Ar)OCOCH; 42
Trifluoracetanhydrid R(Ar)OCOCR 42
(TFAA),bis-

trifluoracetylmethylamin

(MBTFA),

trifluoracetylimidazol

(TFAI)

Pentafluorpropionéat R(Ar)OCOGFs 146
anhydrid (PFPA)

Heptafluorobutyrat anhydridR(Ar)OCOGF; 196
(HFBA)

Pentafluorobenzoyl chlorid R(ArNOCQEs 194
Chloracetanhydrid R(Ar)OCOCHKI 76
Dichloracetanhydrid R(Ar)OCOCH¢gI 110
Trichloracetanhydrid  nebpR(Ar)OCOCC} 144
trichloracetyl chlorid

N-trifluoracetyl-L-propyl N-TFA-L-propyl estery 193
chlorid (N-TFA-L-Pro-CIy*
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Diethylchlorofosfat R(Ar)OP(O)(OHs), 136

2-chloro-1,3,2-dioxafosfolan  2-alkoxy-1,3,2- 90
dioxofosfolany
NaNQy/(H") (specialni RONO 29

derivatizace nejednodussich
C,;-Cs alifatickych alkohal

na t€kavé alkylnitrity pro

)

.headspace" analyzu)

%pouzivan pro syntézu diastereomerickych detieftantiomernich alkohl

Je doportieno provadt tyto reakce v fitomnosti baze bez aktivniho vodikového
atomu (pyridin, triethylamin, atd.). Vyjimky jsouzoaieny symbolem &inidlo/(H")“.
Bazické prosedi je nezbytné pro sléeni kyselych vedlejSich produktlo netkavych
soli, aby se analyt ochranitqd rozkladem a vyhneme se extradpikvedlejSich produkit

na chromatogramu. Fenoly nemohou bgvedeny na sodné soli bezegchozi acylace.

3.3.3 Alkylace

Treti skupina derivatizaich reakci hydroxyslaenin pro GC analyzu zahrnuje

tvorbu jejich alkyl nebo substituovanych benzylesih

Tab. 6 - Fyzikala-chemické a plynayv chromatografické vlastnostékterych alkyl&nich

¢inidel

Cinidlo (zkratka) Derivat AMr
Diazomethan (v rozpouktle | R(Ar)OCH; 14
diethyleteru, v fitomnosti HBE)

Methyljodid/DMFA R(Ar)OCHs 14
(dimethylformamid), KCOs

Pentafluorbenzyl bromid (PFB—Br) R(Ar)OGEsFs 180
3,5-bis(trifluormethylbenzyl)- ArOCH,CgH3-3,5-(CR), | 226
dimethylanilinium fluorid (BTBDMA-

F) (jen pro fenoly po GC viskovani)
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Methylace diazomethanem je jednoducha metoda pnovatigaci relativig
kyselych slodenin [nag., fenoly (pka = 9-10) nebo karboxylovych kyselin (pka =
4,4+0,2)]. Pouziti &chto ¢inidel pro methylaci alifatickych alkohlvyZaduje pidavek
kyselé katalyzy. Methyljodid je nejvhodsi cinidlo pro syntézu permethylovanych
derivati polyoli (véetré sacharid) a fenoti. Dimethylsulfat [(CHO),SO,] mize byt
pouzit v bazickém vodném prosti pro methylaci fend| ale vznik methylethér v tomto
piipadt, neni dostatany pro kvantitativni stanoveni patesni sloweniny pomoci GC.

Pro glykoly (trioly, tetraoly, atd., detrg sacharid) a aminoalkoholy jsou
doporwovany reékteré zvlastni metody, které vedou ke vzniku cy&lizh produkd. Pro
realizaci je nezbytna vhodna orientace dvou &afgh skupin (OH) nebo (OH) + (NH) v

poloze 1,2- (vicinalni) nebo ¢kdy) v poloze 1,3- a vice vzdalenych polohach.

Tab. 7 - Derivatizace didla aminoalkohail

Pozateni slowenina | Cinidlo (s) Produkt AMr
1,2-dioly Aceton/(H) 2,2-dimethyl-1,3- | 40
dioxolany
Methan- nebo butan-2-methyl nebo 2:24(Me)
boronova kyselina butyl 1,3,2-| 66(Bu)
CH3sB(OH),  nebo| dioxaborolany
C4HoB(OH),
2-aminoalkoholy Methan- nebo butan2-methyl nebo 2: 24(Me)
boronova kyselina | butyl 1,3,2-| 66(Bu)
dioxyborany

Patet navrzenych derivatizaich metod pro GC analyzu pro alkoholické a
fenolické sirné analogy je podstatmensSi nez pro alkoholy. Nejobjektijai divod je
nizSi frekvence jejich stanoveni v analytické prakixperimentalni detaily¢etnych

derivatiz&nich reakci jsou uvedeny ve specialni¢iyskach.[6]
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3.4 Hlavni aspekty plynové chromatografie

3.4.1 Vyuziti plynové chromatografie

Plynova chromatografie je jediigd a univerzalni metoda. V {cich jejiho

rozvoje byla pouzivana pro analyzu piya par velmi&kavych slodgenin. Prace Martina a

Synga [8] a poté Jamese a Martina [9] v ramci wmlatografie v systému plyn-kapalina

otevela dvée analytické metaq ktera zjisobila fevrat v chemické separaci a analyze.

GC jako analyticky néastroj fiie byt gimo pouZita pro separaci a analyzu plynnych

vzorka, kapalnych roztok a €kavych pevnych latek.

Plynova chromatografie iie byt pouzita keSeni mnoha problémv riznych

oblastech:

1.

Léky a I&iva. Plynova chromatografie je pouzivana nején kontrole kvality
produkii, ale také pi analyze novych produkta také pi monitorovani metabolit
v biologickych systémech.

Studie Zivotniho progdi. Zhodnoceni sdéasného znasteni vzduchu,
analyzovaného plynovou chromatografii, bylo publi&oo v prvnim svazku
Contemporary topics in analytical and clinical chemistry [10]. Kniha od Groba a
Kaisera [11] hodnoti uZziti GC a LC pro tento typamy. Mnoho chronickych
onemocgni dychacich cest (astma, rakovina plic, emfyzémnthitida) niize byt
zagricinéno nebo pimo ovlivnéno zngisténim vzduchu.

Ropny pamysl. Ropné spotaosti byli mezi prvnimi, kdo roz8ii pouziti GC.
Metoda byla Uusgsné pouzivana pro separaci acemni mnoha slozek v ropnych
produktech.

Klinicka chemie. Plynova chromatografie j@zpisobitelna k mnoha vzoiikn jako
je krev, m@ a jiné biologické tekutiny. Slozky jako bilkovinysacharidy,
aminokyseliny, mastné kyseliny, steroidy, triglyidgr vitaminy, a barbituraty jsou
zvladnutelné touto metododtimo nebo po fipraw vhodnych ¢kavych derivai.
Pesticidy a jejich rezidua. Plynova chromatografikombinaci se selektivnimi
detektory, jako je detektor elektronového zachytlNRD detektor umatuje

detekci &€chto slogenin a jejich miteni u stopovych analyz.
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6. Potraviny. Platnou sa@asti oboru plynové chromatografie j&emi antioxidant a
konzerv&nich prostedki. Uprava a typy vzotkjsou téndt neomezené a zahrnuji
analyzu ovocnycht®v, vina, piva, sirujp sy, napofi, potravnich arémat, olgj

mlécnych produki, rozkladnych produkt netistot a gimeési.

3.4.2 Vyhody a limitace

U plynové chromatografie jako metody univerzalnizeme najit jak vyhody tak i
n¢ktera omezeni. Je nutno vSakimgnit, Ze to co jedni povazuji za nevyhoduiZze byt
vyhodou pro ®koho jiného. Navic saasnd nevyhoda seiire za w®kolik let stét
vyhodou.

Zde je rekolik vSeobecnych komentia tykajicich se GC a zahrnuje nasledujici obecna
VyuZziti:

1. Analytickh metoda. GC neni uZivana jen pro kvalitdt identifikaci sloZzek ve
vzorku, ale také pro kvantitativni stanoveni.

2. Fyzikalns-vyzkumna metoda. Metodaure byt pouzita pro zkoumaniiznych
parametit systému, jako je deni rozélovaciho koeficientu a termodynamickych
funkci a adsorgni izotermy.

3. On-line monitorovaci sonda. Plynova chromatografi¢ze byt zalenéna do
procesni linie a tak procesni chodze byt sledovan 24 hodin.

4. Automaticky systém. Plynova chromatografigize byt propojena s paacem

s automatickym vzorkowam, a proto rutinni analyzy mohotiZet ges noc.

Nasleduji ®které souhrnné vyhody plynové chromatografie, ktdng mély byt
zdurazreny:

1. Rozliseni. Metoda je pouzitelnd pro systémy obdahsjozky s velmi podobnymi
body varu. Vykrem selektivni kapalné faze nebo vhodného adsarperdhou byt
separovany molekuly svelmi podobnymi fyzikalnimiebo chemickymi
vlastnostmi. Slozky tvidci azeotropni sis pii béZné destilaci, mohou byt rovh
roz&kleny pomoci GC.

2. Citlivost. Tato vlastnost plynové chromatografiéispiva velkou mdrou k jejimu

Sirokému pouziti. Nejjednodussi tepelwvodivostni detektor d¥e detekovat
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nekolik ¢astic v milionu, s detektorem elektronového zachmgbo NP detektorem
mohou byt ndfeny biliontiny nebo pikogramy rozpuse latky. Tato Uroue
vzorku je 1 mikrolitr nebo i mén

. Cas analyzy. Separace v3ech slozek ve vzorkientrvat kolik sekund az
desitky minut. Analyzy, které&ne trvaji hodinu nebo vice, mohou byt zkraceny
na zalezitost minut diky vysokému difuznimu pomv plynné fazi a rychlému
ustavovani rovnovahy mezi mobilni a stacionarni. faz

. Vhodnost. Pibéh plynové chromatografie je relat&njasna procedura. Neni
obtizné nadit netechnicky personal provétdutinni separace.

. Néklady. Ve srovnani s mnoha dnes dosaZitelnymiyackymi pristroji, ma
plynovy chromatograf vynikajici cenu.

. Univerzalnost. Plynova chromatografie se snadimpfisobuje pro analyzu vzoik
stalych plyr, stejré tak pro vysokovrouci kapaliny &kiavé pevné latky.

. Vysoka separmi &innost. Vzhledem k nizké viskogimobilni faze, mohou byt
pouzity dlouhé kolony s vynikajici sepana (¢innosti.

. Vybér citlivosti detekniho systému. Detektory pro plynovou chromatografiu
relativre jednoduché a vysoce citlivé a maji rychly stupedpowdi.

. Snadnost zapsani dat. Vystup z detektoru plynov@imomatografu rive byt
pohodIrt propojen se zapisovacim potenciometrem, intagna systémem,
pocitatem a se Sirokou Skalou modwutomaticky ukladajici data.

10.Automatizace. Plynovy chromatograf uhe byt pouZit pro automatické

monitorovani #iznych chemickych procés ze kterych mohou byt vzorky

periodicky odebirany a n@#tovany na kolonu pro separaci a detekci.[7]
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3.5 Teorie plynové chromatografie

Chromatograficka separacaibe byt hodnocena na zakkhdy parametr. Jednim
Z chto parametr je tvar piki v danych systémech. Tvar piku zavisi na izotermkieré
popisuji vztah mezi koncentraci rozpimé latky ve stacionarni fazi a koncentraci
rozpuséné latky v mobilni fazi. Jestlize je izoterma linei& pik mé tvar Gausovyrikky a
separace postupuje s malymi problémy nebo bez dédilize izoterma neni linearni, piky
jsou asymetrické. &které izotermy jsou lineérni, ale pouze vitém rozsahu, a problémy
se pak vyskytuji po celou dobu, po kterou pracujeamimo tento rozsah. Jestlize je
izoterma konkavni k plynné fazi koncerina osy (takze distribini pomér klesa se
stoupajici koncentraci rozpagé latky v mobilni fazi), zona latky bude mit ostnaredni
¢ast a dlouhy chvost chromatografického piku. Jesthaopak je izoterma konvexni
k plynné fazi koncentemi osy (takze distribtni pon€r stoupa se stoupajici koncentraci
rozpuséné latky v mobilni fazi), zonabude mit rozmyty zZsitek a ostry zadni okraj

chromatografického piku.

Jestlize je chromatograficka teorie vydovana na zakladdiskontinualniho modelu,
zde je pro 8 nékolik predpokladi:
l.rovnovazna koncentrace rozpumg latky mezi déma fazemi je dosahovana
okamzi¢
2.difuze rozpugné latky v mobilni fazi kolem kolonové (sloupcowsy je minimalni

3.kolona je plgna nebo potazena rovnéme

VSechny tyto podminky nejsou vzdy sgiy u vSech chromatografickych separaci.
Jestlize je porr konstant pro sorpci a desorpci maly, rovnovahairfé&&emi nemusi byt
dosazena okaméit Tento efekt jecasto nazyvan odpor protitgzodu hmoty, a tudiz
transport rozpushé latky z jedné faze do druhé ma charakter diftlak rozpusné latka
migruje kolonou, je sorbovana z mobilni faze daistaarni. Tok je skrz prdzdny objem
tuhych ¢astic, molekuly rozpu&nhé latky difunduji skrz mezery aby dosahly povrchu
stacionarni faze. Podobnmusi rozpu®na latka difundovat z vritiho prostoru

stacionarni faze #pdo mobilni faze.
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Pri chromatografickém procesu dochazi k rém&ani zoén chromatografovanych
latek vlivem tech hlavnich faktdr. turbulentni diftzi, molekulové difazi a odporuogr

pievodu hmoty na fazovém rozhrani.

3.5.1 Diftzni (dynamicka) teorie

Ackoli teoreticka patra jsou uziteym pojetim, jedna se o empiricky faktor. ProtoZze
metoda teoretickych pater nevy#uje mechanismus, ktery duje tyto faktory, musime
pouzivat mnohem sofistikov&si postup, difuzni teorii, ktera vy&iuje chromatografické
chovéni. Tato teorie je zaloZena na takovych patracte jako je porr rozdleni latky
mezi stacionarni a mobilni fazi, difazni p&mrozpuséné latky v kolo®, rychlostitoku

nosného plynu a hydrodynamice mobilni faze.

Uvazujeme-li oitech faktorech vySe zminych, které mohou z&jginit rozSiovani
zény. molekulova difuze, turbulentni difiize a odpor prgvodu. V nasledujicim textu je

tato problematikaifblizena z hlediska tzv.“random-walk teorie".

1. Molekulova difuze. Tento proces vznika, jestlizeisaqi mista s vysokou
koncentraci a mista s nizkou koncentraci. Pohybrjgst s vysSi koncentraci do
mist s niZSi koncentraci v podélnémésmkolony. Difuze nastava na molekularni
arovni, vznika z pohybu molekul po srazce. Jakmvilezime vzorek na vrchol

kolony (s minimalnim pé&em teoretickych pater), vznikaji tyto gradientmlatasti.

2. Turbulentni difuze. redstavme si kolonu naginou kulickami stejného gmeru.
Prazdny prostor podél kolony je v podstgednotny (74% objemu kolony je
tvofeno kultkami a 26% je oteeny nebo prdzdny objem). Se zmen3Sovanim
objemu kultek (¢astic), je stale vice obtizné dohlizet na jednotmelikost a
piedchazet drceni a rozbijetastic. To plati hlavd pro kolony plgné materialy,
které se snadno drtiipobenim nadgrnych vibraci nebo #égi, které mohou
vznikat @i procesu plani. Je obtizné ziské&astice stejného pméru s ohledem na
velikost ¢astic pouzivanych v kolonach pro plynovou chrometfig (0.25-
0.17mm). Celkovy efekt je takovy, Ze prostor pokiglony neni jednotny. Kdyz
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vzorek putuje skrz kolonou, z tohotdwbdu, kazda molekula ,vidi“ jinou cestu a
kazda cesta je jinak dlouhaéieré molekuly jdou delSi cestou a jiné kratSiuJso
zde také rozdily v fitokové rychlosti mobilni faze vramcidahto cestiek.

Celkovy vysledek je takovy, Zeckteré molekuly se zpdiaiji za stedem zény,
zatimco jiné se pohybujifed zénou. Proto tedy procesivé difuze vyplyva z toku

v prostoru kolengastic izné velikosti v koloa.

3. Odpor proti pevodu hmoty na fazovém rozhrani. Jak zéna rozpéastatky
migruje kolonou (fiblizné Gausova kvka), existuji izné koncentréni profily od
pocateEniho okraje, fes sted ke zadnimu okraji. Jak zona palue v pohybu dai
kolonou, inasi to neustéle seémici koncentréni profil pri kontaktu s dalséasti
kolony. Tento efekt zpsobuje @zné rovnovazné potry podél kolony. Tudiz
kazda ¢ast (teoretické patro) kolony se neustdle pokow&studo rovnovahy
s riznou koncentraci zony v mobilni fazi. V jednu chdibsdhne zéna rovnovahy
s nizkou koncentraci v mobilni fazi a pak, v jinéase s vysokou koncentraci.
Jestlize neni Zadny ok, rovnovazny stav bude igirvdvat, avSak jsme
v dynamickém systému a je zde vzditgmen pfitok. Celko¥ vedou tyto procesy
k nerovnhovaze na kazdém teoretickéntgaCelkovy pitbéh je ugen kinetickym
ponerem proces, které jsou zodpadné za pohyb molekul rozpdge latky mezi
dvéma fazemi v kolo#, totiz pongr presunu hmoty z mobilni faze do stacionéarni je

odlisny od pondru ze stacionarni faze do mobilni.

Vezmeme-li v ivahu vSechny efekty diskutované viiéstaneme vyraz

2, 8 _ k [df
H=2Ad_ + S+ — — |
P u ™ ([1+k)? EEDI

Rovniceiika, Zze pro maximalnidinnost kolony, musime minimalizovatippsvek
kazdého ¢lenu g zachovani konstantniho linearnihotufmku. Prvni ¢len zahrnuje
geometrii napla kolony, druhyc¢len je molekulovaifize v plynné fazi aiéti pro odpor

proti pfevodu hmoty.
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Obecny tvar pro tuto tzv. van Deemterovu rovnici je

H=A+2+cm
u

kde A = 2d, = prispévek turbulentni difuze
B = ZDg = pispvek molekulové difuze
C = (8#%)[k/(1+k)?](d; D) = prispsvek odporu proti fevodu hmoty

Znazorrgni této rovnice je na obrazku Obr. 2, ktery ukazdie pratokové rychlosti
plynu na @innost kolony. Van Deemterova rovniceie@stavuje hyperbolu, kterd& ma
minimum @i pritokové rychlosti u = (B/CF a minimalni hodnotu H ip A+2(BC)"2
Konstanty mohou byt graficky vypteny z experimentalniho grafu zavislosti H na Inméa
pratokoveé rychlosti.

Graf zavislosti H na 1/u je také uZitgy Obr. 3. V obou fipadech se Usek v linearni
¢asti rovna 2d,. Takze pokud je znama hodnota dmuze byt vypétena a ziskana mira
stejnongrnosti plreni. Ze sklonu linearniéasti Kivky H-u miZzeme také odhadnout
tlou&’ku filmu (vrstvy) d, jestlize zname hodnotu,; @& k (odpor proti fevodu hmoty
v kapalné fazi).

Konstanty A, B, C mohou byt také d@ny metodou nejmensSictiverail. Fiblizny
odhad parametru B ivie byt vypd@teno ze zavislosti H-Cu nebo proti 1/u, a Gze byt

odhadnuto ze zavislosti H-Bu nebo na u.

Obr. 2 — Znazorni van Deemterovy rovnice
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Obr. 3 — Rovnice difuzni teorie, zavislost H na 1/u

Podivame-li se z jiného uhlu pohledu #lany van Deemterovy rovnice, na jejich
efekt na poet teoretickych pater. iRBpivek ¢lena 2Ad, mize byt snizen zmenSenim
velikosti ¢astic. Nicmén se zmenSovanimastic se zvysSuje tlak na koknHodnotai
obvykle stoupéa se snizujicim sg dZe ti ¢leni z rovnice pouze ten prvni je nezavisly na

linearnim phtoku.

Druhy ¢len, 2Dg/u, je @ispivkem molekularni difize na ro¥évani zény. Tento
¢len mize byt snizen zmenSenim difuzniho koeficiengy Dkinetické teorie ply@ je
znamo, Ze hodnotalxavisi na povaze par a te@la tlaku systému. Difuze v plynech
s nizkou molekulovou hmotnosti {Ha He) je vy3Si ve srovnani splyny s vysSi
molekulovou hmotnosti (Nnebo CQ). Jestlize by toto bylo jediné kritérium pro volbu
nosného plynu, volili bychom A\hebo CQ radtji neZz He. Toto dokazuje fakt, Ze optimalni
pratokova rychlost plynu je (B/GY. Hodnotu (B/CY? Ize ziskat z rovnice s ohledem ma
a dosazeni dH/du = Og(Hmin) je potom rovno (B/CF. AvSak jiné faktory ovliviuji
volbu nosného plynu, jako je efekt citlivosti pagkio detektoru. Jestlize v jednotlivém
systému je&len C maly a je povolen vysokyiiok nosného plynu (to snizuggen 2yDg/u),
pak povaha nosného plynu neni tdikedita. Pro kolony s nizkou permeabilitou, je nejlie
volbou plyn s nizkou molekulovou hmotnosti (nizkéskozitou), nap. He. Jestliz&len C
je velky a jsou pouzity nizké jmokove rychlosti, paklen 2yDg/u se stavaidezity a mize
se projevit vliv nosného plynu na vyskovy ekvivdlézoretického patra (HETP). V tomto
piipact, plyny s vySSi molekulovou hmotnosti, hapl, nebo CQ budou preferovany,
protoZe koeficient difuze rozpusee latky bude maly.
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Treti ¢len v rovnici odpovida odporu protigvodu hmotyv kapalné fazi. Obvykly
zpiusob ke snizeni tohotdlenu, je zmenSeni tlotisy kapalného filmud:. To zpisobuje
snizenik (reteréni faktor) a vziist ve ¢lenu k/(1+k)%. Nicméré s pouZivanim kolon
s tenkou vrstvou filmu zvySuje prasgbdobnost adsorbce molekul rozpm& latky na
povrch nosného materidlu, coz seuzm projevit ve vysledném chvostovani

chromatografickych pik.

Clen kje zavisly na tepldt takZe se snizovanim teplofyroste ak(1+k)® klesa.
SniZzovani teploty zvySuje viskozitu a tim dochapioklesu koeficientu DProto se efekty
téchto faktoti k/(1+k)? a 1/D vzajems rusi.

Na zaklad téchto informaci vidime, Ze hodnota HETP je nejenzkaé plreni
kolony, ale zavisi také na podminkach a vlastnbstezpu&né latky. To je dvod pra
jsou ziskany izné hodnoty HETP (neboizny pdaet teoretickych pater vztaZzeny

k jednotce délky kolony) praizné kolony.

3.5.2 Efektivni poéet teoretickych pater

Pro &innost chromatografického systému je stale vyuZzitggmin z teorie idedlni
chromatografie a to tzv. teoretické patf@rmin skutény patet teoretickych pateXes se
zatal pouzivat k charakterizaci kapilarnich kolon. &t souvislosti se k teni pa@tu
teoretickych pater pouziva upraveny (skofg reterkni objem \k misto celkového

reteréniho objemu.
VAR )
N, ”“E—Rj :ME_R]
a, Wy,
HodnotaNer je uzit&na pro srovnani napbvych a kapilarnich kolon, nebo dvou
podobnych kolon, které jsou &pouzivany pro stejnou separaci. Kapilarni kolohyydle

maji vysSi poet teoretickych pater. ¥ eme si pepciitat kéZny paet patemN na efektivni
pocet patemMes pomoci vyrazu

k 2
N, =NIJ——
o Eﬁhk)
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a steji tak vysku patra na efektivni vySku patra:

1+k )’
H, =HIJ—
o [ékj

Stejre tak mizeme vyjadt pocet teoretickych pater za jednotkasu:

N ulk)f
te ta(L+k)

kde u je primérna linearni pitokova rychlost plynu. Tento vztah ukazuje na

charakteristické parametry kolony, coZ nabizi megsoovnavatizné typy kolon.

3.5.3 Rozliseni

Casto pouzivany vyraz pro rozlideni je:

= e

kdeN ak odpovidaji pozéi se elujici sloZzce z paru. Protozeak jsou konstanty pro

danou kolonu (za izotermickych podminek), rozliSgiisi na p&tu teoretickych pateN.
Clen k obvykle vziista s poklesem teploty st&jtak o, ale v mensim rozsahu. Vysledek je
ten, Ze za nizkych teplot je pro stejnou separgkadovano ménteoretickych pater nebo

kratSi kolona.[7]
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3.6 Chromatograficka u¢innost kapilarnich kolon

3.6.1 Golayova rovnice versus van Deemté@wv vyraz

Zakladni rovnice vychozi pro provedeni chromatdgkgth kolon je van Deemtév
vyraz, ktery nizeme vyjadit jako
H=A+ E +Cu
u

kde H = vysSkovy ekvivalent k teoretickému patru

A = pgispivek turbulentni difuze

B = gisptvek molekulové difuze

C = odpor protiigvodu hmoty

u = ptimérna linearni pitokova rychlost nosného plynu

V pripadt kapilarni kolony jec¢len A roven nule, protoZze zde neni Zadny plnici
(packing) material. Proto se rovnice zjednodugaje

H= E +Cu

u

Tento zkraceny vyraz jéasto uvadny jako Golayova rovniceClen B maze byt
vyjadien jako Dg/u, kdeDyg je koeficient binarni difize rozpusie latky v nosném plynu.
Rozstovani piku zpisobené molekulovou diflzi je nasledek doby pobgapustné latky
uvnité kolony a povahou nosného plynu. Tento efektijengreny jen pi nizké lineérni
pratokoveé rychlosti a je méreretelny i vysoké ptitokove rychlosti.

Nicmérg, hlavni grispivajici faktor k roz$ovani zon jetlen C, ve kterém odpor proti
pievodu hmoty mize byt reprezentovan jako sloZzka odporu prigivpdu hmoty v mobilni
fazi Cq a v stacionarni fazt;:

C=Cy+ G

kde
_r2fi+ 6k +11k?)

° D, 24(1+k)"
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2kd?u
31+k)’D,

kde D, je difazni koeficient rozpu&né latky ve stacionarni faje retegni faktor
rozpuséneé latky, d: je tlou§ka filmu stacionarni faze m je polongr kapilarni kolony.
U kapilarnich kolon jeC; malé a stava se vyznamné jen u kapilarnich kdttare maji

silny film stacionarni faze. Golayova rovnicdéide byt potom fepsana jako

B, . -_2D, r21+6k+1%’)m
u D, 24(1+k)?

Optimalni linearni pitokova rychlost koresponduje s minimem zavislastversusu

a miZe byt ziskana dosazenéH/du = 0 areSenim prau

d_H: +C
du

g

0=

S| m

TudiZ Uy = (B/Cy)*? a hodnotaH koresponduijici s optimalni linearnipskovou

rychlostiHmin je

o 1+ 6k +11k?
m 3(1+k)?

Nasledkem toho se zmenSujicim sénmirem kapilary vziista maximum &nnosti
kolony N a maximum efektivni &innosti Ner, 08 maxima jsou také zavisla na zadrzi
jednotlivych rozpu&nych latekk. Retence v kapité pro GC je obvykle vyjaéna jako
retereni faktor k, kde

k=(ts —ty )/t,, -

Pro separace vyzadujici vysoké rozliSeni, jsou d@owany kolony s malym
vnittnim pimérem. Vyjadovani &innosti v terminech jako get pater na metr dovoluje

srovnavat tinnost kolon éznych délek.

37



3.6.2 Volba nosného plynu

Uginnost kapilarni kolony zavisi na pouzitém nosnéymip, na délce a vrihim
praméru kolony, retetinim faktoru jednotlivé rozpu&té latky vybrané pro vyget patu
teoretickych pater a na tlaice filmu stacionarni faze. Zavislostidnosti na linearnim
pratoku, pro ti rizné nosné plyny na kapilarni kotors tenkou vrstvou filmu, je na
obrazku Obr. 4. Akoli nejniZsi minimum a tim ne§#Si &innost byla dosaZena s dusikem,
rychlost analyzy je nejmensi. ZvySujici se hodnidtapri rastu piitokové rychlosti je
vyznamigj$i u dusiku, coz vyZzaduje pracovat blizkgy;ua tudiz ztrata dinnosti (a
rozliSeni) z tohoto z&vu rychle vyplyva. Na druhé stranjestlize akceptujeme nepatrnou
ztratu v paétu teoretickych pater, mnohentijpteln¢jSi ¢as analyzy dosdhneme s vodikem
a heliem jako nosnym plynem, protozeyse vyskytuje i vysSsi linearni pitokove
rychlosti. Navic pispsvek odporu proti fevodu hmoty fi pouziti helia nebo vodiku
dovoluje pracovat kolemé&siho rozsahu lineérni {iokové rychlosti bez podstatného

zhorSeni vysledk

Obr. 4 — Zavislost ginnosti na linearni gitokové rychlosti nosnych plyin
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Obr. 5 — Efekt nosného plynu na separacoptimalni linearni pitokové rychlosti

Hydrogsen at 47 em g1

1. Benzene
2. Toluena
3. Vinylcyclohexene
4, Ethyl benzens
5. m-Xylane
3 6. Btyrene
3 £ 7. lsépropylbanzansg

8. Banzaldehyde
I lﬁ 9. n-Propyl benzena

o
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P¥i srovnavani d&chto nosnych plyin je zjevna je& jedna vyhoda i linearni
pratokové rychlosti korespondujici se stejnymi hodnotaysSky teoretického patra.

U lektich nosnych plya maze byt rozpusha latka eluovanaipnizSich teplotach
kolony bthem programované teploty s uzSim skupinovym profileatimco mZzeme
pouzit vySSi linearni ptokovou rychlost. A proto je dopafavano bd helium nebo
vodik pred dusikem a skute¢ jsou tyto plyny dnes pouZzivany jako nosné plyng pr
kapilarni plynovou chromatografii. Vyhodott pouZziti vodiku je, Ze se mémeéni paet
pater se vArstem linearni pitokové rychlosti narozdil od helia. PouZiti vodiklaboratdi

pro jakykoliv (tel vzdy vyZaduje bezgaostni opatni pro pipad netsnosti.

3.6.3 Méfeni linearni priatokové rychlosti

M¢éteni patoku v kapilarni kolos, jejiz vnittni polomer je mensi nez 0,53 mm, je
obtizné pesré a reprodukovateth stanovit BZnymi diive pouzivanymi fistroji. Misto
toho se pitok nosného plynu kapilarni kolonou obvykle vyjai@ radiji jako linearni

pratokova rychlost nez objemovyok. Linearni piitokova rychlost mize byt vypa@itana
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nastiknutim tkavé, nezadrZzované rozptdé latky, a zaznamenanim jejiho retgiho
¢asuty (sekundy). Pro kapilarni kolonu o délce centimetrech, ziskame

u(cm/s):L

M

Napriklad lineéarni piitokova rychlost nosného plynu ve 30-ti metrové kdjkde je
retertni ¢as methanu 2 min. je 3000 cm/120s neboli 25 cnisstlize je to Zzadouci,
objemovy ptitok F (ml/min) mize byt vyp@itan ze vztahu,

F(ml / min) = 607701 2u
kde r je polomir kolony v centimetrech. N&g#t methanu je vhodny pro FID k&eni ty
a/nebo nmMze byt pro ECD a NPD pouzit ,headspace” filasmethylenchloridu a
acetonitrilu. Dusik a kyslik (vzduch) mohou byt pity s MS, zatimco ethylenové a
acetylenoveé pary mohou byt ndkhuty s PID. Doporéované linearni gitokové rychlosti

helia a vodiku pro kapilarni kolonyznych ptiméra jsou v tabulce Tab. 8.

Tab. 8 - Doportiované lineérni gitokove rychlosti a gitoky pro helium a pro vodik

Vnittni pramér | Linearni pfitokova rychlost (cm/s) Rtok (ml/min)

kolony (mm) Helium Vodik Helium Vodik
0,18 20-45 40-60 0,3-0,7 0,6-0,9
0,25 20-45 40-60 0,7-1,3 1,2-2,0
0,32 20-45 40-60 1,2-2,2 2,2-3,0
0,53 20-45 40-60 4,0-8,0 6,0-9,0

3.6.4 Distribu éni pomér v GC

Povaha nosného plynucignost kolony a hlavwh rozliSeni a kapacita vzorku
kapilarni kolony jsou ovlivény fyzikalni povahou kolony, jmeno¥ivnitinim piimérem a
tlou&’kou filmu stacionarni faze. @keni distribéniho koeficientuKp, jako funkci
chromatografickych paramétje zde uzitené. Kp je konstantou pro dany par rozptrsh

latka-stacionarni faze a je zavisla pouze na tegioiony.
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Ko mizeme definovat jako
Kp = koncentrace rozpugté latky ve stacionarni fazi/ koncentrace rozgnétatky
v nosném plynu nebo
Kp = mnoZstvi rozpudhé latky ve stacionarni fazi/ mnoZzstvi rozguost latky
v mobilni fazi- objem nosného plynu/ objem stacionarni faze vikolo
Ko maze byt také vyjateno jako

r
K, =kB=k——
o =Kk

kdep je distribwni pon®r a je roverr/2d;, r je polongr kolony ad: je tlou§’ka filmu
stacionarni faze. P dané teplat kolony vziistd zadrZz se sniZujicim se distdhim
pomérem, coZz miZze byt manipulovatelné dusniZzenim piméru kolony nebo zvySenim
tloug’ky filmu stacionarni faze; podobrsnizeni zadrze je pozorovano se vzestupgem
ZatimcoKp je konstantou ip dané teplat kolony, tlou$ka filmu a pamér kolony hraji
klicovou roli v ugovani sepakmi sily a kapacity vzorku.iPvybéru kapilarni kolony se

zvazuije distribani pontr.

Se snizujici se tlotikou filmu se pi konstantni tepl@ délce kolony, vninim
praméru sniZzuje ik nebo reteéni faktor. Naopak se zvysujici se tlékdu filmu v sérii
kolon, které maji stejné rozmy, zadrz se za stejnych teplotnich podminek zeySuj
Pramér kolony limituje maximalni mnoZstvi stacionarnizéa kterou mize byt pokryta
vnitini séna. Kolony s malym gimérem obvykle obsahuji tén film stacionarni faze,
zatimco silgjSi film miaze pokryvat SirSi kolony. Distrildai porér dovoluje srovnavat

kolony stejné délky z hlediska kapacity vzorku zligeni.

Uginnost kolony vziista se zmen3ujicim seipiérem kolony. Osejsi piky ginasi
zlepSeni detetich limiti. AvSak se snizujicim senérem kolony se snizuje i kapacita
vzorku. Teplotni podminky na koldra linearni pitokova rychlost nosného plynu mohou

byt obvykle gizpasobeny, abychom dosahliipnivéhoc¢asu analyzy.
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3.6.5

3.6.6

Pramér kolony

Kapacita vzorku roste se zvySujicim sdmrem kolony. Vzorky obsahujici
slozky ve stejném rozsahu koncentrace mohou bytyzmany na kolo&
kazdého piméru. Volba zavisi na poZzadovaném rozliSeni. Obdenkapacita
vzorku kazdé kapilarni kolony timactverci nad polorrem kolony.

Pro komplexni vzorky vybirdme kolony s menSimim¥rem a kapacitou vzorku
adekvatni ke koncentraci slozek ve vzorku.

Vzorky, jejichz slozky se Siroce liSi v koncentraobhou byt analyzovany na
kolor¢ o WwtSim vnitnim priméru (>0,25mm), abychom se vyhnuligtizeni
rozpusénou latkou s vysSi koncentraci.

Vybér vnitiniho paméru kolony miZze byt zaloZzen na typu systémiivodu
vzorku. Obec# kolony o vnitnim piméru 0,25 nebo 0,32mm mohou byt
pouZzity pro techniku nésku split a splitless, 0,32mm pro splitless a tamn-
column® nastik a 0,53mm pro my nastik.

Kapilarni kolony o vninim piméru 0,18 a 0,25mm mohou byt pouzity pro
pro vakuovy systém.

Kapilarni kolony o vnitnim piméru 0,1mm se pouzivaji pro rychlé analyzy,
protoze stejného rozliSenitite byt dosazeno v kratSitase.

Druh& odmocnina rozliseni je @ma vnitnimu paméru kolony. Cim je mensi
pramér kolony, tim \tSi je &innost kolony, a tim kratSi jgas analyzy pro dany
stupai rozliSeni.

Tloustka filmu stacionarni faze

. Retence a kapacita vzorku roste srostouci flaus filmu se sotasnym

snizenim Ginnosti kolony.
Tlou&’ka filmu je nepimo Unerna pa@tu pater a v podstatpiimo Unérna casu

analyzy.
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3. Kolony s tenkym filmem poskytuji vysSi rozliSenisokovroucich rozpu&ych
latek, ale nizsi rozliSeni pro viagkave slozky za jakychkoli teplotnich podminek
na kolorg.

4. Kapacita vzorku u kolon stenkym filmemu#e byt nefiméiend a vyzaduje
teplotni kontrolu na termostatu kolony.

5. Tlou&ka filmu mensi nez 0,2um dovoluje pouziti delSich kolon pro slozité
vzorky.

6. Rozpustna latka se bude eluovat pizSi el&ni teplo€ se snizujici se tlotiEou
filmu, a proto jsou kolony s tenkym filmem vhodné® wysokovrouci petrolejové
frakce, triglyceridy a jiné slaieniny.

7. Kolony se silnym filmem (které jsou neodmyslit&lmice inertni) mohou byt
pouZzity pro vzorky majicitadu koncentraci rozpu$te latky. Silgjsi film
stacionarni faze (xIm) miZe byt pouZit pro analyzu vicékavych rozpugnych
latek. Velmi silny film (>@um) miZe byt zvolen pro analyzu provedenou za
pokojové teploty.

8. Kolony se silgjSim filmem vyZaduji vysSi etini teploty, ale nasledkem e
byt nekompletni eluce vSech slozek vzorku.

9. VySSi elkni teploty v dlouhotrvajicicikasovych periodach apobuji snizenou
Zivotnost kolony a &Si poSkozovani kolony.

10.Kapilarni kolony dlouhé 30 m nebo vice s tenkyrmém stacionarni faze nabizi
alternativu k teplotni kontrole pratély zakoncentrovani rozpudse latky, kterd
je zvlast dulezita u vzork spojenych scisttnim a frakcionacici termalni

desorpci.

3.6.7 Délka kolony

RozliSeni je funkci druhé odmocniny gbo teoretickych pater nebo délky kolony.
Musime zvazit kompromis vistu celkového rozliSeni v separaci s rag#ti se délkou
kolony a se satasnym tistem ¢asu analyzy za izotermickych podminek. Opatrnost se
vyZaduje pi pouziti kratSich kolon, které davaji nezbytné ligeni. Kapacita vzorku
kapilarnich kolon roste s délkou kolony. &$enim délky kapilarni kolony z 15 na 30m,
nagiklad, se projevi ve zlepSeni rozliSeni na 1,4 {dr@dmocnina za dvou), at@as
analyzy se také zdvojnasobil, coZize limitovat vykonnost vzorkovani v labor#toKe

zdvojnasobeni rozliSeni mezi @aa sousednimi piky, pebujemedtyinasobnou délku
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kolony. Jestlize pouzivame kolonu o délce 30métsani kolony na 120m je absurdni.
Tady kolona stejné gateini délky (rekdy kratSi), majici jinou stacionarni fazi bude mit
jinou selektivitu a viesi dany problém. Situace je trochu odliSna za raragvanych

teplotnich podminek, kde zlepSeni rozliSenizeme &kdy dos&dhnout pouze mirnym

prodlouZzenintasu analyzy.

Nejlepsi pistup je volba 25 az 30m dlouhé kolony pro obearadydické separace a
pro identifikaci vyuzit chromatograimvytvorenych za stejnych chromatografickych
podminek pro srovnani vzarkKratSi kolony mohou byt pouZity pro rychlé péevani
nebo jednoduché sisi, nebo 60m dlouhé kolony pro velmi komplikovangorky.

Programovana teplota na kotomtze byt gizptisobena k optimalizaci rozliSeni.[7]
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3.7 Statiny

3.7.1 Charakteristika

Jedna se o skupinu Rlsnizujicich mnozstvi cholesterolu v krvi (hypotipmika).
Inhibici syntézy cholesterolu (blokada HMG-CoA-rkthzy) se zvySuje pet LDL
receptott (LDL je lipoprotein s nizkou hustotouignasi v krvi tuky, a je vychytavan LDL
receptory), coZz vede ke zvySené clearance sérowdtadesterolu. SniZuji rowx
koncentraci triacylglycerél Krom¢ piimého @inku na lipidovy metabolismus se
uplatiuje Zejm¢ i G¢inek na endotel, dinek antiagregéni a antiproliferani. Indikovany
jsou zejména u hypercholesterolémii. Mohou se koot s pryskiicemi.
K nezaddoucim &inkam pati myopatie (je fieba opatrés kombinovat s fibraty), zemy
jaternich enzyrin Pati k nim nap. lovastatin, simvastatin, fluvastatin, k druhé grawmi
pafti atorvastatin.

[Fec.statizo stat, zastavit] [12]

Inhibici 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-koenzymA redidizy (HMG-CoA reduktazy)
je vyrazré redukovana az blokovana syntéza cholesterolu réathku metabolického
rétézce. Deficit cholesterolu v jatrech vede ke vzestymitu receptolt pro LDL na
povrchu bugk s naslednym zvySenym nitrobidnym prinikem LDL-cholesterolu.
Snizuje se hladina proaterogenniho LDL-cholestemlavySuje se hladina ochranného
HDL-cholesterolu. ZvySené vychytavani VLDL vedeskdZeni triacylglycerolémie.

Léciva této skupiny vyraznsnizuji hladinu cholesterolu vazaného v LDL, z\ySu
hladinu cholesterolu v HDL a v menSiimsnizuji i hladinu triacylglyceral

Dokumentovan je ifiznivy efekt statii na regresi aterosklerézy, na vyskyt
piekonanych i smrticich kardiovaskularnidatihpd a na pokles celkové mortality nejen u
nemocnych se &dre zavaznou hypercholesterolémii, ale i u nemocnygbinsmirnou
hypercholesterolémii. Dokumentovan byl réZnvysoce vyznamny pokles morbidity a
mortality, ktery je vysutlovan stabilizaci aterosklerotického platui RizSim obsahu

lipida v platu se totiz vyraznsniZuje riziko jeho ruptury a nasedajici tromb§iZ3]
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3.7.2 Vzorce

Obr. 6 — Strukturni vzorce vybranych stétin

O
& 1* 9 '}
Ha{: e H3C "f,
HiC H M3l OH
Hie ¥ HiC
Lowvastatin Simvastatin

Pravastatin Fluvastatin

Atlorvastatin
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3.7.3 Metabolismus

Simvastatin

Simvastatin podléh&d extensivnimu metabolismu veiouc k vice jak 10
metabolitim. Simvastatin podléha hydroxylaci na 6 uhlikugiizé tvori metabolit 6°-
exomethylen a methylova skupina na 6°uhliku je oxéha na hydroxymethylovou
skupinu nebo na karboxylovou kyselinu. V lidskéZjgou hlavni metabolity §-karboxy
a 6B-hydroxy simvastatin, zahrnuji 30% celkové radidat ve ZIwi po podani davky
1“C simvastatinu. @-karboxy a 6p-hydroxy simvastatin té 27% a 52% aktivity
simvastatinu. V lidské Zti byli kromé téchto dvou metabolit nalezeny ictyti hlavni a
n¢kolik vedlejSich neaktivnich metabdiit Hlavni metabolicka cesta je na obrazku.
Simvastatin je metabolizovan na 6 -exomethylen astatin. Enzymy cytochromu CYP
preméni 6 -exomethylen na hypoteticky meziprodukt aldkhstery se dale metabolizuje
na 6pB-karboxy simvastatin nebo je redukovan reduktdazau 6-hydroxymethyl
simvastatin. Enzymy CYP, které jsou zapojené daabwismu simvastatinu j@Shebyly
presré identifikovany. Standardni metody vyZadované pdentifikaci CYP enzyrn
v metabolismu witého I&€iva byly navrzeny Wrightonem a spol..[14] Ve stuidiivitro,
Transon a kolektiv [15] nasli interakci simvastatin CYP2C9, CYP2D6, a CYP3A. Tyto
studie ukazuji, Ze simvastatin inhibuje metabolismtisluSnych specifickych substéat

diklofenaku, dextromethorfanu a midazolamu.[16]
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Obr. 7 — Metabolické cesty simvastatinu, které vekitnlavnimu aktivnimu metabolitu ve
Zlugi, 6'p-karboxysimvastatinu. Ve ztujsou tyto metabolity detekovany v jejich kyselé

otewené forng.

6'- exomethylene simvastatin

simvastatin

&'B-hydroxymethyl simvastatin &'p-carboxy simvastatin

Atorvastatin

Po podani 20 md’C atorvastatinu bylo detekovanékelik metaboliti v plazn,
moci a stolici. Plazmaticky polas atorvastatinu byl 12,6 hodin, plazmaticky pato
ekvivalenfi atorvastatinu byl 30 hodin a jejich radioaktivityla 62,5 hodin, coz
nasw¥dcuje pritomnosti dlouhodobych neaktivnich metahbiolfPo inkubaci v krysich, psich
a lidskych mikrozomech se tkicortho a para-hydroxy atorvastatin. &em studiiin vitro
na jaternich mikrozomech nebyly nalezeny Zadnéi daétabolity. Oba metabolity maji
srovnatelny efekt na inhibici HMG-CoA reduktazy g¢akatorvastatin. # inkubaci
s lidskymi jaternimi bitkami se vytvaéil dalSi vedlejSiB-oxidovany neaktivni metabolit.
Zadny z izolovanych primarnich metabblinebyl pozdji metabolizovan enzymy CYP.
Z enzymi CYP1A1, 1A2, 2A6, 2B6, 2E1 a 3A4, pouze CYP3A4 ahelizuje atorvastatin

na dva hlavni metabolitgrtho a para-hydroxy atorvastatin. Ortho-hydroxy atorvastatin
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byl tvoren desetkrat rychleji nez para-hydroxy atorvastafipecifické chemické CYP
inhibitory  furafylin  (CYP1A2), sulfafenazol (CYP2Q9 chinidin (2D6), a
diethyldithiokarbamat (CYP2E1) selhali v inhibicetabolismu atorvastatinu. Progestagen
a ethinylestradiol, oba specifické inhibitory CYRBAniZili tvorbu metabolito 90 a 60%
procent, z tohotoivodu povazujeme CYP3A4 za hlavni metabolickou casttvastatinu.
Tyto dva hlavni metabolity se také fitg pfi inkubaci s intestinalnimi mikrozomy, proto
piedpokladame roli CYP3A4 zavislého intestinalnihotabelismu a |ékovych interakci
v souvislosti s biologickou dostupnosti po perdralrpodani. Data o atorvastatinu jako
substratu pro ABC transportéry a roleé@ho transportu v jeho nizké biologické

dostupnosti po peroralnim podani nejsou zatim @ostji16]

Obr. 8 — Metabolické cesty atorvastatinu

CYP3A

atorvastatin
OH CH
19 1 T eoo
Qi o
o Q
F
ofho-hydroxy atorvastatin para-hydroxy atorvastatin
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4 Prakticka cast
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4.1 Pouzité chemikalie

Acetonitril HPLC gradient grade (Sigma Aldrich, RaaCeska Republika)

Uhli¢itan draselny bezvody p.a. (Balex, Pardubice-Rasite, Ceska Republika)

BSA (N,O-bis(trimethylsilyl)acetamid) (Supelco, Bellefonte, USA

BSTFA (bis(trimethylsilyl)triflouoroacetamid) (Supelco, Beltmte, USA)

BSTFA+TMCS, 99:1 (Sylon BFT, (BSTFA+trimethylchldes) (Supelco, Bellefonte,
USA)

BSA+TMCS+TMSI, 3:2:3 (Sylon BTZ) (BSA+TMCS+ n-trirtieylsilylimidazol)
(Supelco, Bellefonte, USA)

N-(tert-butyldimethylsilyl)-N-methyltrifluoroacetamid, deatization grade (Sigma
Aldrich, Praha(eska Republika)

N-methylN-(trimethylsilyl)trifluoroacetamid, p.a. pro GC (iHa, Sigma Aldrich, Praha,
Ceska Republika)

Kyselina mefenamova 98 %(Sigma Aldrich, Prabaeska Republika)

Kyselina flufenamova 98 %(Sigma Aldrich, Prafi@ska Republika)

Simvacard ®, Simvastatinum 20mg v 1 potahovanéetalfZentiva, Dolni Mcholupy,
Ceska Republika)

Torvacard ®, Atorvastatinum calcicum 20 mg v 1 potzané tablét (Zentiva, Dolni

Mécholupy,Ceska Republika)
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4.2 Pouzité roztoky

4.2.1 Priprava roztokua lé¢iv

Priprava roztoku simvastatinu

Do 20,0 ml odmarné baiky byla vloZena jedna tableta Simvacardu® obsahg{img
simvastatinu a byla rozpu$ia v acetonitrilu za pomoci ultrazvukové l&za poté byla
baika doplrgna acetonitrilem po zgku. Suspenze byla igfiltrovana pes filtr

k odstragni nerozpustnych podilkablety.
Priprava roztoku atorvastatinu

Do 20,0 ml odnarné baiky byla vloZena jedna tableta Torvacardu® obsah@ong
atorvastatinu a byla rozpgsa v acetonitrilu za pomoci ultrazvukové l&za poté byla
batka doplrna acetonitriiem po zkku. Suspenze byla rgfiltrovana pes filtr
k odstragni nerozpustnych podiltablety.

Priprava vnitniho standardu

Jako vnitni standard byl pouZit 0,1% roztok kyseliny mefeoaé) ktery byl
piipraven rozpughim 1mg kyseliny mefenamové v 1 ml acetonitrilu.

Poté bylo pipetovano 250ul tohoto roztoku do viakygidano stejné mnoZzZstvi
derivatiz&niho ¢inidla a rekolik zrnek uhlgitanu draselného. Pouzité derivatimac¢inidlo
je shodné ginidlem pouzitym pi derivatizaci I€iva. Derivatizace probihalaips0 °C po
dobu 60 minut.

50ul tohoto roztoku derivatizované kyseliny mefepaénbylo gidavano ke 400l

roztoku derivatizovanéhodia.
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4.2.2 Priprava vzorki

Derivatizace vzork pro GC

Do vialky o objemu 3,5 ml bylo napipetovano 300 rpktoku I€iva. K tomuto
roztoku byla postupnpridavana #izna derivatizéni cinidla v fizném pondru. Do vialky
bylo pridano  rkolik zrnek bezvodého uliitanu draselného k podfm prabehu
derivatiz&ni reakce. Derivatizace probihalé fplotach 60, 90, 120 °C a po dobu 30, 60,
90 a 120 minut. Snahou bylo zjistit optimalni podkyi pro derivatizaci.

400 pl derivatizovaného roztokuciéa bylo napipetovano do vialky a k tomu bylo
pripipetovano 50 pl vnihiho standardu.

200 pul této sresi bylo napipetovano do vialky pro plynovou chroagaifii a pouzito
k nastiku na GC.
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4.3 Pouzité pristroje

GC systém: Shimadzu GC-17A (Japonsko), detektor, Hiiector AOC-20i, kolona
Equity-5 poly (5% bifenyl / 95% dimethylpolysiloxa@,32mm ID x 30m; 1,0mmx
software CSW, verze 1.7 for Windows (Data Apexhr&R)

Analytické vahy SARTORIUS 2004 MP

Ultrazvukové laz# Bandelin Sonore Digitex, Berlin

Susarna Memmert, model 200, Schwabacimétko
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5 Vysledky a diskuse
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5.1 Analyza statini plynovou chromatografii

Vzhledem k tomu, Ze statiny jsou latky obsahujieisvé molekule polarni skupiny a
majici vysokou molekulovou hmotnost, je mozné analynetodou GC provét az po
pievedeni nac¢kavé derivaty. V této praci bylo vyzkouSenegkalik derivatiz&nich
¢inidel, se snahou nalézt optimatidlo pro dané l&vo. Dale byl hodnocen vliv teploty
a casu, pi kterém derivatizace probihala, a také mnoZstviivdgzacniho cinidla
pottebného pro mibéh reakce. Dale byla prace z&mna na optimalizaci
chromatografickych podminek jako je teplota a ttek kolor¢, doba analyzy, mnoZzstvi
nastikovaného vzorku, testovani nékbvych technik split-splitless.

Jako mobilni faze bylo pouzito helium. Analyty bylgetekovany plameno-

ionizatnim detektorem termostatovanym na 320°C.

5.1.1 Vybér derivatizaéniho ¢inidla

Pti vybéru vhodného derivatizaiho cinidla bylo vychazeno ze zkuSenosti analyzy
latek podobnych vlastnosti vySe uvedenych — latedabujicich ve své molekule polarni
funkéni skupiny, natkavé o vysSi molekulové hmotnosti.

V praci Quintana a kol.[17], kter4 se zabyvala et@mi estrogeinve vod pomoci
plynové chromatografie, bylo mimo jiné jako derizatni cinidlo pouzito BSTFA a
BSTFA+TMCS, ktery slouzi jako katalyzator, a takéTBSTFA. Podob# i v praci
Shareefa a kol.[18], ktera se zabyvala vhodnoskienych derivatizénich ¢inidel pro
stanoveni estrogénplynovou chromatografii, bylo s vyhodou pouzito T8\ a také
MTBSTFA. Obdobné informace byly také nalezeny \cfrh Zhanga a kol.[19] a Hanse a
kol.[20], zabyvajicich se rovié problematikou analyzy estrogenZ prace Morrise a
kol.[21] vyplyvéa , Ze pro lepSi pbe¢h derivatiz&ni reakce je vhodnéfipat rekolik zrnek
bezvodého uhtitanu draselného jako katalyzatoru. Z vySe jmengeailanki vychazela

také volba pdateni reakini teploty acasu pro derivatizaci.
V prvé fad bylo tedy nutné zjistit zda ¢&o s derivatizanim cinidlem reagujeci

nikoli. Pro derivatizaci byla zvolena teplota 60&Cderivatizace probihala po dobu 1

hodiny. Na zaatku byla teplota na kol@rb0°C a ta se linearni rychlosti zvySovala o 10°C
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za minutu na 260°C a tato teplota byla drzena 1BumiProtoZze za¢thto podminek

nebylo dosazeno vysletlk byl pouzit gidavek bezvodého ukiltanu draselného jako

katalyzator a teplota na kolérbyla nastavena na gétku na 250°C po dobu 1 minuty a

poté se linearnim teplotnim gradientem 10°C/minSpwpla az na 300°C. Detektor a

injektor byl termostatovan na 320°C. Mnozstvi Hieevaného vzorku bylo 1ul a mod

splitless nastaven na dobu 0,5 min. &ihto podminek jiz byly ziskany prvni produkty.

Schopnost jednotlivyctinidel reagovat s vy je shrnuta v tabulce Tab. 9

Tab. 9 - Reaktivit&inidel s I&ivy

derivatiz&ni ¢inidlo / tr(min.)

lécivo BSTFA | BSTFA+TMCS| BSA+TMCS+TMSI| MSTFA MTBSTFA
simvastatin| 16,85 16,80 17,10 nereaguje nereaguije
20,95 20,93 21,57
atorvastatin nereagujg 22,90 nereaguje nereaguje 19,39
22,89

Pro simvastatin bylo vybrano derivatirécinidlo BSTFA+TMCS, a MTBSTFA pro

atorvastatin. B pouziti £chto derivatizanich ¢inidel bylo dosazeno dobré odezvy a piky

na chromatografickych zaznamech jsou ostré a sigkétr

Jak v gipact derivatizace simvastatinu, tak atorvastatinu, ropoani se slepym

pokusem (blank), se na chromatogramu vyskytovatgicty piki. V piipadt simvastatinu

reaguje karboxylova skupina vznikajicii phydrolyze laktonového kruhu v prosti

uhlicitanu draselného a praygbdobrg druhé reaktivni misto fgjm¢ predstavuje

hydroxylova skupina na C4. U atorvastatinu je drpii velmi maly, #ejm¢ se jedna o

vedlejSi reakni produkt jedné z hydroxylovych skupin nebo rodkia produkt. (strukturni

vzorce viz. Obr. 6)
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Obr. 9 — Chromatograficky zaznam simvastatinti pouziti BSTFA+TMCS jako

derivatiz&niho¢inidla
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10 — Chromatograficky zaznam atorvastatinti pouziti MTBSTFA jako

derivatiz&niho¢inidla
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5.1.2 Vybér vhodného vnitiniho standardu

Aby bylo moZné kvantitativh posoudit piibéh derivatizace a analyzy diga za
danych podminek, bylo nutné nalézt latku pouZitelrjeko vnitni standard. Byly
zkouSeny latky podobného charakteru, tedy latkedst polarni, kyselého charakteru,
konkrétre kyselina mefenamova, flufenamova. Kyselina flufeoaa se vSak eluovala
v tésné blizkosti pik derivatiz&niho c¢inidla. Vhodnou latkou se ukézala kyselina
mefenamova, kterd ma dostateu teplotu varu a jeji reténi cas lezi mimo piky l&va i
derivatiz&niho ¢inidla.

Kyselina mefenamova byla také derivatizovana, aZdy stejnym derivatizaim
¢inidlem jako l€ivo, po dobu 60 minutip60°C.

Obr. 11 — Chromatograficky zdznam kyseliny mefenamo

500 ﬁ

400 ‘

Voltage [mV]

300

200+

100+

\ \ \ \ \ 1
0,0 2,5 5,0 7,5 10,0 12,5 15,0
Cas [min.]

5.1.3 Vybér optimalni teploty pro derivatizaci

DalSi postup byl zasten na nalezeni optimalni teploty pro derivatizagicemz je
Zadouci aby derivatizace pg#ita kvantitative v nejwtSi mozné vyznosti vzniklého
produktu. Byl posuzovan fibéh derivatizace iy 60, 90, 120°C po dobu 60 minut. Pro
zjisteni kvantitativniho pibéhu derivatizace bylo pouzita plocha pik&ivé@ v pongru
k ploSe piku IS.

59



Tab. 10 - Porér plochy piki simvastatinu k ploSe piku ISiglané teplat

plocha pik A realéni teplota

60°C 90°C 120°C
Ais 522,62 612,52 793,01
A1 pik 601,01 634,50 718,65
Az pik 540,13 1223,68 1367,57
pomer plochy piku I€iva a vnitniho standardu
A1pid Ais 1,15 1,04 0,91
Az pix /Al 1,03 1,99 1,74

Z vyjadrenych pondra plochy piku I€iva a IS vyplyva, Ze ip 90°C vznika nejutsi

mnoZstvi produktu a byla pro dalSi praci vyuzivéaia reakni teplota.

Tab. 11- Pon®r plochy piki atorvastatinu k ploSe piku 1Siplané teplat

plocha pik A realkéni teplota

60°C 90°C 120°C
Ais 731,34 868,24 773,30
A1 pik 630,16 794,22 164,19
Az pik 82,16 86,04 22,39
pomer plochy piku I€iva a vnitniho standardu
A1pid Ais 0,86 0,91 0,21
Az pik Als 0,11 0,10 0,03

Pro atorvastatin je také vhodna rémikteplota 90°C, b vysSich teplotach uz ale

ziejm¢ dochazi k rozkladu ééva, protoZe plocha piku se zmensSila.

5.1.4 Volba ¢asu nutného pro derivatizaci

Pro ol I&Civa byla tedy zvolena rea&ki teplota 90°C a dale byla prace z#ema na
nalezeni vhodnéhd@asu derivatizace za dané teploty tak, aby se amahmte&ne
neprodluZovala, ale reakce p#bla s dostatsou vytZznosti. Byl posuzovan fibch
derivatizace p optimalni teplo¢ po dobu 30, 60, 90, 120 minut.
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V piipact simvastatinu byla platé faze dosazena po 60 mihyta atorvastatinu
probihla reakce dostate¢ po 30 minutach.

ProtoZe atorvastatin poskytoval malou odezvu, Bgkik vzorku zvySen na 8 pl.

Obr. 12 - Chromatograficky zaznam simvastatinu,lotap derivatizace 90°Cgas

derivatizace 60 min., n&# 1 pl
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Obr. 13 - Chromatograficky zaznam atorvastatinu, teplota vadidace 90°C,cas

derivatizace 30 min., n&s 8 pl
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5.1.5 Mnozstvi derivatizaéniho ¢inidla

VSechna néfeni az doposud byla provath v pongru 1:1, I€ivo : derivatiz&ni
¢inidlo. DalSi prace byla zaftena na zji&ni, zda ¥tSi piidavek derivatizéniho ¢inidla
nevede k ¥tSi odpo¥di nebo naopak neni dostgici jiz menSi pidavek derivatizéniho
¢inidla. M¢teni bylo provadno se vzorky, kde pognléciva ku derivatizanimucinidlu byl
2:1, 1:1, 1:2 a 1:3. Z hodnot ploch pikvedenych v tabulce Tab. 12, vyplyva, Ze je zcela
dost&ujici pon®r léciva a derivatizaniho cinidla 2:1. Ri pouziti pongru 1:1 jsou
vysledky velmi obdobné, a proto je i z ekonomickydiivodi vhodné pouzit mensi

mnozstvi derivatizenihoginidla.

Tab. 12 - Porr plochy piki simvastatinu a IS, ip riznych porgrech I&€iva a
derivatiz&niho¢inidla, nastik 1 pl

plocha piki A pomeér simvastatinu a derivatizaiho¢inidla

2:1 1:1 1:2 1:3
Ais 405,56 437,12 696,75 497,88
A1 pik 705,45 544,35 534,32 260,69
Az pik 1073,63 1233,07 942,17 563,66
pomer plochy piku I€iva a vnitniho standardu
A1pid Ais 1,74 1,25 0,77 0,52
Az pik Als 2,65 2,82 1,35 1,13

Tab. 13 - Porr plochy piki atorvastatinu a IS, fp riznych pordrech |&€iva a

derivatiz&nihocinidla, nastik 8 ul

plocha pik A pongr atorvastatinu a derivatigaihocinidla

2:1 11 1:2 1:3
Ais 1371,91 1457,36 1500,61 1400,46
A1 pik 2696,60 2937,52 1051,02 808,46
pomer plochy piku I€iva a vnitniho standardu
A1pid Ais 1,97 2,02 0,70 0,58
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Obr. 14 — Chromatograficky zaznam simvastatirfu gouziti derivatizaniho ¢inidla

v poreru 2:1 (I&€ivo:derivatiz&ni ¢inidlo), nastik 1 pl
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Obr. 15- Chromatograficky zaznam atorvastatinti pouziti derivatizaniho ¢inidla

v poneru 2:1 (I&€ivo:derivatiza&ni ¢inidlo), nastik 8 ul

1,00 F

Voltage [1E3 mV]

0,75+

7,66

0,50

M&m , ,

0,00

19,70

63



5.1.6 Optimalizace citlivosti metody

Déle byl sledovan vliv mnozstvi vzorku, které sstdoe na kolonu, k velikosti piku.

MnozZstvi vzorku nagikovaného na kolonu. Aby bylo dosaZenssy citlivosti bylo
mnozstvi vzorku simvastatinu n&kbvaného na kolonu zvySeno z 1ul na 8ul. U
atorvastatinu byl nask zvySen na 8 pl jiz idve, protoZze menSi néit neposkytoval
dostaténou odezvu.

Doba splitlessu. Spolu €téim nagsikem byla i zvySovana doba splitlessu, tedy doba
po kterou je uzaena \¥tev pro odchod nadbywieého vzorku, a tudiz se vice vzorku
dostava na kolonu. Za optimalni byla zvolena dgiflesssu 1,5.

Poner splitu. DalSim faktorem, ktery oviiwije citlivost metody, je poin splitu, tedy
pomer toku nosného plynu ventilem splitu ku toku kolan@im je ponér splitu mens3i,
tim vice vzorku se dostava na kolonu. Tento gamyl snizen z fwodnich 22 na 10.

Vysokotlaky mod. Nasiknuti wtSiho mnoZstvi vzorku Ize dosdhnout i pouzitim
vysokotlakého médu, kdy je tlak po dobu st vétSi nez v pitbéhu analyzy. R nastiku
byl pouzit tlak 150 kPa po dobu jedné minuty. PtoZitohoto modu byla u oboudi&
ziskana dostatea odezva.

Tab. 14 - Shrnuti optimélnich podminek

parametr simvastatin atorvastatin

derivatiza&ni ¢inidlo BSTFA+TMCS N-tert.butyldimethylsilyl-N-
methyltrifluoracetamid

teplota derivatizace 90°C 90°C

¢as derivatizace 60 min. 30 min.

katalyza KCOs KoCOs

kvantifikace, IS kys. mefenamovgkys. mefenamov4,

derivatizovana stejnym® | derivatizovana stejnym®

nastik 8ul 8ul
doba splitlessu 1,5 15
nastikovy mod vysokotlaky mod, spl-r 10 vysokotlaky mégpl-r 10
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16 — Chromatograficky zaznam simvastatinugalnich podminek, spl-r 10
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18 — Chromatograficky zaznam atorvastatinapganalnich podminek, spl-r 10
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19 — Chromatograficky zaznam atorvastatinapganalnich podminek, vysokotlaky
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5.1.7 Limit detekce a kvantifikace piku

Mez detekce a stanovitelnosti piku séuje z vypd@tu porneru signalu k Sumu.

H — vySka piku

h — rozggti Sumu pozadi[22]

Mez detekce piku odpovida pém signalu k Sumu = 3.

Mez stanovitelnosti piku odpovida p&m signalu k Sumu = 10.

Tab. 15 - Limity detekce a kvantifikace

h (mV) H (mV) LOD (pg/ml) LOQ (ung/ml)
simvastatin - 0,6 146,743 6,4644 21,5479
1.pik
simvastatin - 0,6 303,539 3,1251 10,4171
2.pik
atorvastatin 0,6 389,152 2,4376 8,1254

Koncentrace I&va ve vzorku je 527ug/ml.

Vypocet limitu detekce (LOD):

LOD=(

3xh)x527

Vypocet limitu kvantifikace (LOQ):

LOQ =

(10xh)x527

Z vypcctenych limith vyplyva, Ze citlivost této metody je srovnateln&itBvosti
HPLC-UV (citlivost spektrofotometrickych detekfoje 10° az 10 g/ml [1]). V&t&i
odezvy bychom dosahlifppouziti ECD detektoru, protoZze pouzita derivatistinidla

obsahuji ve své molekule halogeny. Jinou mozZnotowlby mohlo byt vyuZiti MS

detekce z @ivodu vysoke citlivosti a selektivnosti, a to jaksmojeni s GC tak i HPLC.
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6 Zaver
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V této préaci byly ziskany nasledujici vysledky:

» Optimalnich vysledk pii analyze statifh bylo dosazeno ip nasledujicim
teplotnim gradientu:
e prvni minutu pi teplo€ 250°C
e dale se teplota zvySovala rychlosti 10°C/min. do
vysledné teploty 320°C s dalSi izotermick@sti
Plameno¥-ionizatni detektor byl termostatovan na teplotu 320°C.

» Jako optimalni derivatizai ¢inidlo bylo zvoleno BSTFA+TMCS pro
simvastatin, a N-tert-butyl(dimethylsilyl)trifluocatamid pro atorvastatin.

» Pridavkem bezvodého ubtiianu draselného bylo ziskano alkalické piedi,
které umoznilo derivatizaci.

» NejvhodrgjSi teplota pro derivatizaci je u obouike 90°C.

> Cas po ktery je nezbytné nechat pimbout derivatizaci je 60 minut u
simvastatinu a 30 minut u atorvastatinu.

> Kvantifikace byla v obouifppadech provedena pomoci kyseliny mefenamové
jako vnitniho standardu, ktera byla rasn derivatizovana, a to stejnym
derivatiz&nim c¢inidlem jako dané k&vo. Derivatizace IS probihalatip
teplo€ 60°C po dobu 60 minut.

> NejvetsSi vyznosti reakce bylo dosazendi pouZziti polovEniho mnoZstvi
derivatiz&nihocinidla nez je mnozstvi tva.

» Zdivodu lepSi odezvy byl pouzit négt vzorku o objemu 8ul a také
vysokotlaky mod nasiku, kdy tlak na poatku kolony byl 150 kPa po dobu
jedné minuty.

» Po derivatizaci se analyty eluovaly v podalvou pik.

» Limit detekce je 6,4644 pug/ml pro 1. pik simvastati3,1251 pug/ml pro 2.
pik simvastatinu a 4,6250 pg/ml pro atorvastatin.

» Limit kvantifikace je 21,5479 pg/ml pro 1. pik siastatinu; 10,4171 pg/ml
pro 2. pik simvastatinu a 8,1254 ug/ml pro atorsast
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