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Abstrakt

Univerzita Karlova
Farmaceutickéa fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy

Kandidat: Kristina MojSova

Skolitel: RNDr. Milan Mokry, CSc.

Nazov diplomovej prace: Analytické hodnotenie lieCiv s vyuzitim HPLC IV.

Tato praca sa zaoberd vyvojom vhodnej metédy pre analyzu ketoprofénu
pomocou vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie. Ako staciondrna faza bola
pouzita kolona LiChro CART® 125-4 Lichrospher® 100 RP-18 (5 um), mobilna
faza obsahovala zmes metanolu a roztoku KH>PO4 (pH 3,4) v pomere 60:40 (v/v).
Prietokova rychlost’ bola 1 ml/min, teplota kolony 25 °C a latky boli detegované pri
vlnovej dizke 254 nm. Za tychto podmienok bol vysledny retenény &as ketoprofénu
7,9 minut. Pre kvantitativne hodnotenie bol ako vhodny vnutorny Standard zvoleny
benetazon. V d’alSej Casti prace boli hl'adané podmienky pre chiralnu separdciu
analyzovaného lieciva za pouZitia normalneho ako aj reverzného modu. Pre analyzu
ketoprofénu bola zvolena kolona Chiralcel OD-R, 250 x 4,6 mm od firmy Daicel
Chemical industries a mobilnéd faza heptan : 2-propanol v pomere 97:3 s pridavkom
0,6 ml kyseliny mravcej. Pri prietoku 0,7 ml/min boli ziskané retenéné Casy okolo
20 minut. Na zaver bola vykonana extrakcia ketoprofénu z I'udskej plazmy, pre ktort
bola vybrand metéda extrakcie v systéme kvapalina-kvapalina s priemernou
vytaznostou 102,42 %. V ramci validacie vyvinutej metddy boli hodnotené
parametre ako presnost, spravnost’, linearita, selektivita a detekény a kvantitativny

limit.



Abstract

Charles University
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmaceutical Chemistry and Drug Analysis

Candidate: Kristina MojSova
Supervisor: RNDr. Milan Mokry, CSc.

Title of master‘s thesis: Analytical evaluation of drugs using HPLC IV.

This thesis describes development of the suitable method for ketoprofen
analysis by high performance liquid chromatography. For this aim a LiChro CART®
125-4 Lichrospher® 100 RP-18 (5 pm) column was used as a stationary phase and
mobile phase contained mixture of methanol and aqueous KH>PO4 buffer (pH 3.4) in
a ratio of 60:40 (v/v). The flow rate was set to 1 ml/min, temperature on the column
was 25 °C and substances were detected at a wave length of 254 nm. Under these
conditions final retention time of ketoprofen was 7,9 minutes. Benetazon was
chosen as an appropriate internal standard for the quantitative evaluation. In the next
part we were looking for suitable conditions for the chiral separation of the analyzed
drug by using normal and reverse mode. Separation of ketoprofen’s enantiomers was
carried out on a Chiralcel OD-R, 250 x 4,6 mm, from Daicel Chemical Industries
using a mobile phase of heptane and 2-propanol in a ratio of 97:3, with the addition
of 0,6 ml formic acid. At a flow rate of 0,7 ml/min, retention times took about
20 minutes. Finally, extraction of ketoprofen from human plasma was performed, as
the best method was chosen a liquid-liquid extraction with an average yield of
102,42 %. After the development of the method, these validation parameters were
evaluated: precision, accuracy, linearity, selectivity, limit of detection and limit of

quantification.
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1.Uvod

HPLC je bez pochyb jednou ztych analytickych metod, ktoré zaznamenali
v uplynulych rokoch najvacsi rozvoj. Klasické kolonova kvapalinova chromatografia
je najstarSou zo vSetkych chromatografickych metdd. Bola objavena Cvetom uz
vroku 1906, ktory ako prvy rozdelil na stipci sorbentu listové farbiva. Prvymi
kvapalinovymi chromatografimi boli automatické analyzatory aminokyselin, vyvinuté
zadiatkom pitdesiatich rokov. Tato technika bola avsak velmi pracna, zdihava
a ucinnost’ delenia bola vel'mi malad. Az po aplikacii mnozstva poznatkov z plynovej
chromatografie ¢i inych disciplin sa kvapalinova chromatografia stala dnes vysoko
ucinnou analytickou metddou s automatickou detekciou chromatografovanych latok.
Jej vyznam neustéle rastie, pretoze umoznuje analyzovat’ prakticky vSetky organické
latky v mnozstvach od desiatok percent do stotisicin percenta, ato v rozpéti
relativnych molekulovych hmotnosti od stovky do niekolko desiatok ¢i tisic.
Kvapalinovl chromatografiu je teda mozno pouzit’ k analyze vysokomolekulédrnych
a biochemicky vyznamnych latok, predovsetkym vo farmaceutickom priemysle,
klinickej chémii a biochémii, d’alej v farbiarskom, chemickom, potravinarskom

priemysle a tieZ pre kontrolu &istoty Zivotného prostredia. -2

Vo farmaceutickom odvetvi sa vyuziva hlavne pre kontrolne-analytické hodnotenie
lieCiv, teda pre overenie totoznosti, stanovenie obsahu a kontrolu cistoty danych
lie¢ivych latok. Ma vyznam takisto v analyze zloZenych lieCivych pripravkov, pri
monitorovani lie€iv a ich metabolitov v telovych tekutindch. Okrem toho nachadza
vyuZitie pri analyze latok z rastlinného materidlu a uplatiiuje sa tiez v stabilitnych

Studiach, kde poddva obraz o priebehu rozkladného procesu. *



2. Ciel prace

Ciel'om diplomovej prace bolo ndjdenie vhodnej metddy pre analyzu ketoprofénu
pomocou HPLC. Ulohou bolo uréit’ podmienky, pri ktorych by sa tato latka spolu so
vnatornym Standardom eluovala v prijatelnom retencnom case. To spocivalo
v optimalizacii zlozenia mobilnej fazy, vo vybere vhodného vnutorného Standardu
a v zostaveni kalibraénej krivky nutnej pre kvantifikdciu metédy. Dalsou ulohou bolo
najst podmienky pre chirdlnu separaciu ketoprofénu za zisku jeho dvoch
enanciomérov. Nakoniec bolo potrebné vykonat extrakciu analyzovanej latky

z I'udskej plazmy a zistené poznatky vyuzit’ k jej stanoveniu.



3. Teoreticka cast’

3.1 Definicia arozdelenie chromatografickych

metod

Chromatografia je separa¢na metoda, pri ktorej sa separuju zlozky obsiahnuté
vo vzorke. Zakladd sa na rozdielnej afinite jednotlivych latok k dvom
navzajom sa nemieSajucim fazam, s ktorymi su v styku a ktoré su relativne
proti sebe v neustalom pohybe. Jedna z faz, ktord je umiestnena v kolone alebo
v ploSnej vrstve sa nazyva staciondrna, druhd, ktora unasa separované latky
16Zou stacionarnej faze je mobilnd faza. Pri styku SF a MF s delenymi latkami
dochadza ku vzajomnym interakciam, ktoré st zdkladnym predpokladom pre

ich separaciu.

Podmienkou rozdelenia latok pri vysokoucinnej kvapalinovej chromatografii,
rovnako ako pri vSetkych chromatografickych metédach je skutocnost’, ze
jednotlivé zluceniny sa vyskytuju v relativne vid¢Som mnozstve v jednej
z obidvoch f4dz a maju tendenciu dospiet’ k rovnhovaznemu rozdeleniu medzi
obidve fazy. Tento proces je nepretrzity. Ak s jednotlivé zluceniny viac
rozpustné v mobilnej ako v staciondrnej faze, putuju rychlejSie, ak su
rozpustnejsie v stacionarnej faze viac ako v mobilnej faze, putuju pomalsie.
Vlastné rozdelenie latok pri tomto postupe je jednak vysledkom rozdielnej
rychlosti ich putovania kolonou, jednak vysledkom rozdielu pri vzniku
rovnovazneho stavu ajeho ustdlenia. Ak roztok obsahujici zmes latok
prichadza do styku s d’alSou tekutinou, s ktorou je nemieSatelny, alebo
s pevhym povrchom, mé kazd4 jednotliva zloZka roztoku tendenciu rozdelit’ sa

medzi povodnii a novi fazu. *

Distribiciu  zloziek medzi dve fazy mozno vyjadrit distribucnou

(rozdel’ovacou) konstantou Kp, kde c; je koncentracia zlozky v SF a ¢y v MF.

CS
KD=_

Cm
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Cim vys§ia je hodnota distribuénej konstanty pre danu latku, tym dlhsiu dobu
zotrvaju jej molekuly v SF, a tym vécsia bude jej retencia, ktord je hodnotena
pomocou retencnych faktorov (k). Pre delenie jednotlivych latok je teda nutné,

aby sa lisili svojimi distribuénymi konstantami. °

Rozdelenie chromatografickych metod

Podla podstaty separacného procesu:

a) Adsorpcnd chromatografia - zaloZzend na rozdielnej schopnosti

delenych latok putat’ sa na povrch adsorbentov

b) Rozdelovacia chromatografia - zaloZzend na rozdielnej schopnosti latok

rozdelit’ sa medzi dve tekuté fazy (medzi SF a MF)

c) Chromatografia vymeny ionov - zaloZzena na schopnosti latok vytvarat
heteropoldarne védzby so sorbentom, ktory obsahuje i6ny opaéného

naboja ako maju delené latky

d) Gélova chromatografia - zalozena na rozdielnej velkosti molekul
jednotlivych zmesi vzhl'adom na péry naplne, ktord je stacionarnou

fazou

e) Afinitna chromatografia - stacionarna faza je schopna viazat’ zo vzorku

prave ur€ité zlozky, ku ktorym ma tzko selektivny vztah (afinitu)
Podl’a skupenstva mobilnej faze:

a) Plynova chromatografia - mobilna faza je plyn

b) Kvapalinova chromatografia - mobilna faza je kvapalina
Podl’a usporiadania stacionarnej fazy:

a) Koldnovd (stlpcovad) chromatografia - stacionarna faza ma tvar stipca
b) Plosné techniky - stacionarna faza je umiestnena na sklenenej doske,

hlinikovej folii ¢i inom podklade(tenkovrstvova chromatografia TLC)

11



alebo je stfastou chromatografického papiera (papierova

chromatografia) ¢

Podl’a sposobu zavedenia vzorky na kolonu:

a) Frontalna chromatografia - vzorka sa nandsa na kolonu kontinualne,
je rozpustena v mobilnej faze

b) Wytesnovacia chromatografia - vzorka sa na kolonu nanasSa
diskontinudlne, pouzivaju sa MF s va¢Sou schopnost'ou sorbovat’ so
SF, nez ako maju zlozky vzorky

c) Elucna chromatografia - vzorka sa nanasa diskontinualne, jej zlozky

si na kolone silnejsie sorbované ako molekuly MF

Izokraticka elucia prebieha za konstantného zlozenia MF. Pri gradientovej

eliicii sa meni eluéna sila MF v priebehu separacie. 2

12



3.2 HPLC

Vysokoucinna kvapalinova chromatografia je analytickd separacnd metdda,
ktora sa v suCasnosti vel'mi uplatiiuje v analyze lie¢iv. Umoziuje kvalitativnu
1 kvantitativnu analyzu separovanych zloziek, ato vo vel'mi kratkom case,
s vysokou citlivostou a selektivitou. Jej hlavnou prednost'ou je Sirokd moznost’
vyuzitia r6znych vzajomnych interakcii MF so SF a s delenymi latkami, ¢o
umoziuje ovplyvilovat’ retenciu chromatografovanych latok a selektivitu ich
delenia. Vyhodna je taktiez mald spotreba vzorky, reprodukovatelnost’
rozdelenia a moznost’ automatizacie. Umoziluje separovat’ aj termolabilné
kvapalné a tuhé latky ajej vyhodou je presnost’ pri kvantitativnej analyze.
Moznosti vyuZitia st vicSie ako pri inych chromatografickych metodach, co je
dan¢ okrem iného malymi rozmermi Castic tvoriacich naplii kolony, ako aj
relativne vysSou rychlostou MF, ktord vyzaduje pouzit’ vysoké vstupné tlaky.
Hlavnou nevyhodou HPLC je predovsetkym vysokd obstardvacia cena
zariadenia v porovnani s niektorymi inymi analytickymi zariadeniami. Kolony
pre HPLC su taktieZ vel'mi nékladné, s relativne nizkou zivotnostou, vysoka je

i cena roztokov pouzivanych ako mobilné fiza pre HPLC analyzy. *
3.2.1 Pristrojové vybavenie HPLC

Kvapalinovy chromatograf sa sklada z ¢asti, ktoré maja nasledujtice funkcie:

a) uchovavanie a transport mobilnej fdze (zasobniky mobilnej faze,
vysokotlakové Cerpadlo, degaser)

b) davkovanie vzorky (autosampler, manudlny davkovaci ventil)

c) separdcia latok ( chromatograficka koldna, termostat kolony)

d) detekcia latok (detektor)

e) zaznam dét pre nasledné vyhodnotenie (po&ita¢ a software) °

13
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Obr.1 Schéma kvapalinového chromatografu
3.2.1.1  Zasobniky mobilnej fazy

Mobilna faza je uchovavana v zasobniku, ktory je spravidla tvoreny sklenou
nadobou spojenou pruznou trubicou s vysokotlakovym cerpadlom. Pruzna
trubica je v zdsobniku ukoncend fritou, ktord brani vstupu tuhych castic do
cerpadla. Zasobnik musi byt’ dobre uzavrety, aby kvapalina a jej pary neunikali
do okolitej atmosféry anedochddzalo ku kontaminacii mobilnej fazy. Pri
gradientovej elucii je nutné pouzit viacero zasobnikov, ku zmieSaniu

jednotlivych kvapalin dochddza v zmieSavacom zariadeni.

Pred samotnym meranim je potrebné mobilnll fazu odvzdusnit, aby pri zmene
tlaku v kolone nedochéadzalo k uvol'neniu bubliniek rozpusteného plynu, ktoré
by mohlo narusit’ funkciu Cerpadla ¢i detekciu analytu. V sti¢asnej dobe su
pouzivané dva principy odplynenia mobilnej faze — prebublavanie s héliom
alebo vakuovy degaser. Degaser odstranuje rozpustené plyny automaticky a to

tak, Ze mobilna faza je vedena cez poréznu trubicu v evakuovanom priestore.
6,7

3.2.1.2 Vysokotlakové Cerpadlo

Vysokotlakové Cerpadld zabezpecujii konStantné a kontinudlne pradenie
mobilnej fdzy zo zasobnikov na kolonu. Pracuju v Sirokom rozmedzi tlakov
1 az 100 MPa a dosahuju prietokov 0,1-10 ml/min. Konstrukény material,
z ktorého je Ccerpadlo zostavené, musi byt odolny voc¢i korozivnym

vlastnostiam dopravovanych kvapalin. Pokial’ nie je zaisteny stabilny prietok

14



mobilnej faze, dochadza ku kolisaniu retencnych ¢asov, nepresnym vysledkom

kvantitativnej analyzy a zvySovaniu Sumu u niektorych detektorov.

Cerpadla moZno rozdelit na bezpulzové a pulzové. Pulzové cerpadld maju
objem pracovnej komory pomerne maly a k dosiahnutiu potrebného prietoku
dochiadza mnohokrat opakovanym stlatenim a vypudenim mobilnej fazy
z pracovnej komory Cerpadla. Bezpulzové cerpadla pracuju s d’aleko vacSim
objemom pracovnej komory, ¢o umoziuje vykonat radu analyz bez

opitovného plnenia erpadla. >3
3.2.1.3 Davkovacie zariadenia

Davkovace sluzia na opakovatelné davkovanie vzorky do chromatografického
systtmu bez preruSenia toku mobilnej fazy. Davkovanie musi byt
reprodukovatel'né a presné, pretoze pri nedokonalom davkovani moze
dochadzat’ k vyznamnému rozmyvaniu pikov. V stucasnosti sa ako davkovacie
zariadenia pouzivaji manualne sluckové davkovace alebo, a to v d’aleko vacsej
miere, automatické davkovace roznej konstrukcie — tzv. autosamplery. Pracuji
na principe prepinacich ventilov. Slucka so zndmym konStantnym objemom sa
najprv naplni vzorkou, potom sa otofenim rotora prepoji s Cerpadlom

a mobilna fiza vytlaéi jej obsah do chromatografickej kolony. 8

Autosampler je spojeny so zasobnikom vzoriek, v ktorom st umiestnené vialky
s roztokom vzorky. Ten je pomocou ihly, ktord prepichne uzéaver vialky,
davkovany do pradu mobilnej fazy. Analyt je nasledne unaSany na kolénu, na

ktorej dochéadza k separécii jednotlivych zloziek .
3.2.1.4  Chromatograficka kolona

Koléna je zakladom celého chromatografického systému. Kolony pre HPLC st
rovné trubice s hladkym vnatornym povrchom zhotovené z materialov, ktoré
by mali byt odolné voci vysokym pracovnym tlakom ( az 100 MPa), ako aj
chemickym vplyvom mobilnej fazy aseparovanych latok. Vhodnymi
materidlmi st nehrdzavejuca ocel’ a Specialne tvrdené borosilikatové sklo.
Rozmery kolon zavisia od aplikdcie a od velkosti Castic naplne. HPLC

chromatografické kolony pre analytické ucely su najCastejSie dlhé 10-25 cm
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s vnitornym priemerom 3-5 mm amobilnd fiza nimi pretekd spravidla

rychlostou 1-2 ml/min. °

Kolony st naplnené vhodnymi sorbentmi. V HPLC sa najcastejSie pouzivaju
tzv. chemicky viazané stacionarne fazy. Na hydroxylové skupiny na povrchu
silikagélovych zrniek st vhodnou chemickou reakciou naviazané rozne
radikély. NajcastejSie sa jednd o uhl'ovodikové retazce obsahujuce spravidla 8
alebo 18 uhlikovych atomov. Jednd sa o nepolarne chemicky viazané fazy
( tzv. reverzné fazy). V pripade stredne polarnej fazy radikal obsahuje
trojuhlikovy retazec zakonceny skupinami — NHz, - CN ai. Menej Casto sa
pouzivaji polarne sorbenty ako silikagél ¢i oxid hlinity. Svoje vyuzitie
v HPLC nachéadzaju aj sorbenty ako oxid zirkonicity, oxid titani¢ity ¢i grafit.
Najvicsou vyhodou oxidu zirkonicitého je jeho chemicka a tepelna stabilita, na
rozdiel od silikagélu je stabilny v celom rozsahu pH, pri vysokom tlaku a tiez
pri teplotach do 200 °C. Dal$im materialom, ktory méze tvorit’ napli kolony,
si porézne polyméry, najcastejSie je to zosietovany polystyrén, menej Casto
substituované¢ methakrylaty a polyvinyalkoholy. Pre potreby chromatografie

vymeny i6nov sa ako sorbenty pouzivajii vhodné ionexy. 3

Aby sa zabranilo poSkodeniu kolény, st hodne pouzivané ochranné kolony
umiestnené medzi davkovacim zariadenim a kolonou, tzv. predkolony.
Sposobuju len malé rozSirenie pasov achrdnia koloénu pred necistotami

a nerozpustnymi materialmi. °
3.2.1.5  Detektor

Detektor sluzi k indikécii latok vychadzajicich z chromatografickej kolony.
Zaznamenava rozdiel v signdlu medzi priechodom Ccistej mobilnej fazy
a mobilnej fazy obsahujlcej analyt. Detektory mozno rozdelit’ na koncentracné
a hmotnostné. Koncentracné detektory reaguji na zmenu koncentracie zlozky
nezavisle na rychlosti mobilnej fazy, hmotnostné detektory zaznamenavaju
zmenu hmotnostného toku zlozky do detektoru. Iny spdsob delenia je na
detektory  nedestrukcné  a deStrukcné.  V nedeStrukénych  detektoroch
nedochadza k chemickej zmene detegovaného komponentu, zatial co

v destrukénych detektoroch sa detegovany komponent ireverzibilne meni. °
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Poziadavkou pre detektory v HPLC je dostato¢ne vysokd selektivita pre
analyty a malé citlivost’ vo¢i mobilnej faze. Prietokova cela musi byt dobre
utesnend a taktiez musi odolavat’ tlaku mobilnej fazy. Medzi najpouzivanejsie

detektory patri fotometricky, fluorescenény a hmotnostno-spektrometricky. ¢

Spektrofotometrické detektory st zalozené na principe absorpcie
elektromagnetického Ziarenia v oblasti vinovych dizok od 190 do 800 nm.
K detekcii lieCiv sa vyuziva predovsetkym UV oblast’ spektra, menej viditeI'na
oblast’ a minimalne infraCervend oblast spektra. Pouzivaju sa detektory
s fixnou vinovou dizkou (najéastejsie 254 nm alebo 280 nm) alebo detektory,
pri ktorych mozno menit vlnovi dizku podla potreby. Diode array detektor
snima celé absorpcné spektrum a hodnoti lieivo pri niekolko vlnovych
dizkach. Tento typ detektorov sa vyznaluje znaénou citlivostou

(10 az 107'° g/ml) a mozno ich pouzit’ pri gradientove;j eldcii.

Fluorescen¢né detektory nachadzaju vyuzitie v pripadoch, ked’ analyzované
liecivo vykazuje fluorescenciu. Latky, ktoré nefluoreskuju, mozno previest
reakciou s vhodnymi ¢inidlami na fluoreskujice derivaty. Tieto detektory su
menej univerzilne ako UV detektory, ale citlivejsie (10° az 10712 g/ml),

selektivnejSie a st taktiez pouziteI'né pri gradientovej elucii.

Velmi sofistikovanym detektorom, ktory mozno pouzit v plynovej
1 kvapalinovej chromatografii je hmotnostny spektrometer, ktory pracuje na
nasledovnom principe. Neutrdlne molekuly lie¢iva v plynnom stave su najprv
ionizované narazmi elektronov, za vyuZitia termoionizacie ¢i elektroionizacie.
Nabité Castice si v magnetickom alebo vo vysokofrekvencnom poli rozdelené
podl'a hmotnosti a naboja a vysledkom je hmotnostné spektrum. Spojenie
HPLC-MS je vysoko selektivne, vysoko citlivé a poskytuje radu udajov

potrebnych pre identifikaciu lieCiv.

Refraktometricky detektor meria rozdielny index lomu medzi Ccistou
mobilnou fazou a eludtom obsahujicim analyt. Je prakticky univerzalny, ale
pre jeho malu citlivost, nutnost’ termostatovania a nemoznost' pouzitia pri

gradientovej elucii sa vyuziva v analyze lieCiv len ojedinele.
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Elektrochemické detektory nachédzaju uplatnenie pri hodnoteni lieciv, ktoré
obsahuju zlozky oxidovatel'né ¢i redukovatelné na elektrode. Tieto detektory
su znacne citlivé (10°az 1072 g/ml), ale vd&$inu z nich nemozno pouZit pri

gradientovej elucii. 3
3.2.2 Hodnotenie HPLC chromatogramu

Zaznam z chromatografu sa nazyva chromatogram. Tento zdznam udava
Casovu zavislost intenzity veli¢iny, ktord je sledovand detektorom.
Chromatograficky zdznam je charakterizovany krivkami gausovského tvaru,

ktoré mozno nazvat’ elucné krivky ¢i piky.
3.2.2.1  Kvalitativna analyza

Kvalitativna analyza sluzi k identifikacii alebo dokazu urcitej latky vo vzorke.
Zakladnou kvalitativnou charakteristikou v HPLC je reten¢ny ¢as tr. Jedna sa
o relativnu veli¢inu, ktorad zavisi na zlozeni mobilnej fazy, prietokovej rychlosti
a type stacionarnej fazy, avSak pri identickych chromatografickych
podmienkach je pre dant substanciu konStantnd. NajcastejSim dokazom
totoznosti je zhoda retenénych casov chromatografického piku lieciva

v analyzovanej vzorke s retenénym ¢asom piku Standardu. 3
3.2.2.2  Kvantitativna analyza

Pri stanoveni mnozstva analytu vo vzorku je mozné pouzit’ viacero postupov
kvantitativnej analyzy. VSetky ale maju relativny charakter, pretoZze neznama
koncentracia sa stanovuje porovnanim ziskanych hodnot so Standardom.
Zakladom je vzdy vztah medzi nameranou plochou alebo vyskou
chromatografického piku a mnozstvom eluovanej latky. Sledovat’ vySku piku
pripadd v Gvahu len v pripade symetrickych pikov a tejto moZnosti sa vyuziva
minimdlne. Omnoho castejSie sa pre stanovenie pouziva plocha piku ziskana

integraciou pomocou chromatografického softwaru. °

Pri pouziti metédy vonkajSieho Standardu sa porovnava odozva piku
skimaného roztoku s odpovedajicou odozvou u porovnavacieho roztoku

Standardu. Najprv sa nastriekne roztok analyzovaného vzorku, signdl sa
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zaznamena a az potom nasleduje nastrek vonkajSieho Standardu a jeho

detekcia.

Avz
nvz = —— X Nsr
Ast

Avz je plocha piku u skiimaného roztoku, Asrt je plocha piku u porovnavacieho
roztoku Standardu, nvz je mnozstvo latky vo vzorke skimaného roztoku a nsr

je mnozstvo Standardu v porovnavacom roztoku.

Metoda vnutorného Standardu spociva v pridavku rovnakého mnozstva
vnutorného Standardu k skimanému roztoku a k porovnavaciemu roztoku.
Vnutorny Standard by mal napodobiiovat’ spravanie hodnotené¢ho analytu vo
vzorke, pretoze sa Casto stava, ze pocas pripravy vzorky analytu dochadza ku
kvantitativnym stratdm. Vhodne zvoleny vnutorny Standard moze tieto straty
kompenzovat. Nasledne sa porovnava pomer ploch stanovovanej latky a

vnutorného Standardu u skiimaného roztoku a porovnavacieho roztoku.

Avz XAis

= — X CsT
Ast XArs

Cvz

Avz je plocha pod pikom u skiimaného roztoku, Asr je plocha pod pikom u
porovnavacieho roztoku, Ajs je plocha piku vnutorného S$tandardu, cvz je
koncentracia vzorky analytu v skiimanom roztoku, cst je koncentracia

Standardu v porovnavacom roztoku. ° 1

Vnutorny $tandard by mal spiiiat’ nasledovné parametre:

- mal by byt’ Struktirne podobny analytu,

- mal by sa eluovat’ v blizkosti analytu, jeho pik by nemal interferovat’ s
pikmi analytu,

- nemal by byt’ pritomny v pdvodnej vzorke,

- mal by byt stabilny, nereaktivny vo vztahu ku zlozkam vzorky, vyplni
kolony, alebo mobilnej faze,

- jeho chemické spravanie by malo byt podobné spravaniu analytu,

- pozaduje sa, aby bol dostupny v dostatocnej Cistote.
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Metéda normalizacie spociva vo vypocitani percentualneho obsahu skiimane;j

latky z celkovej plochy vsetkych pikov, ktora tvori 100 %.

Al+ A2+ A3=100%
Al=x%
Kalibraénym postupom sa stanovi obsah skumanej latky na zéklade

kalibra¢nej zavislosti koncentracie a odozvy.

y=kx+q:>x=yT

pricom y je velkost odozvy, x je koncentracia analytu, k reprezentuje sklon

priamky a q je konstanta popisujiica podmienky merania. '
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3.3 Zakladné chromatografické charakteristiky
3.3.1 Retencné charakteristiky

Zakladnou charakteristickou veli¢inou pre kazda delenu latku je retencny Cas
tr Ci retencny objem VRr. Retenény ¢as je doba, ktord uplynie od néstreku
vzorku do dosiahnutia maxima elu¢nej krivky (vrcholu piku). Retenény objem

je potom objem mobilnej faze, ktora pretecie koldonou za tuto dobu.
Medzi tymito dvoma veli¢inami existuje vztah :
VR = Fm . tR

Fm udava objemovy prietok mobilnej fdze v ml/min, teda mnoZstvo mobilnej

faze preteCené kolonou za jednotku Casu.

Obecnym vyjadrenim retencie latky je retenény faktor k. Udava relativne

zadrzanie zlozky na kolone a mézeme ho vyjadrit’ ako:

k_tR-to_VR-Vo
"t Vo

Retenény cas/objem inertnej latky, ktord nie je na kolone zadrZovana
a pohybuje sa rovnakou rychlostou ako mobilna faza je oznacovany ako mrtvy

retencny ¢as to, resp. mrtvy retenény objem Vo.

Doba, ktoru delené latky stravia v stacionarnej faze, je redukovany retencny
Cas t'r. Je vyjadrovany ako rozdiel reten¢ného Casu danej latky a mftveho

retenéného ¢asu. °
3.3.2  U&innost’ chromatografickej kolény

Utinnostou kolény charakterizujeme jej schopnost’ separovat’ zlozky zmesi.
MoZno ju vyjadrit ako bezrozmernu veli¢inu — pocet teoretickych
priehradiek N. Teoretickd priehradka je pomyselna cast' kolony, v ktorej
dochadza k ustanoveniu rovnovahy medzi staciondrnou a mobilnou fazou.

Tato velic¢ina charakterizuje mieru rozSirovania elu¢nych zén aje teda

21



ukazovatelom kvality chromatografickej separacie. Cim vys§i je pocet
teoretickych priehradiek, tym nastava mens$ie rozmyvanie elu¢nej zony analytu,
a tym je kolona ucinnejsia. Pocet teoretickych priehradiek zavisi na mnohych
faktoroch, ako napriklad retenény faktor danej latky, dizka kolony, rychlost
prietoku mobilnej faze, teplota a viskozita mobilnej faze. Obecne ho mozno

vypocitat’ pomocou nasledujiceho vzt'ahu :

Va2
N = konst (—)
w

kde w je sirka piku v jeho prislusnej vyske. NajcastejSie sa vyuziva hodnota v

50 % jeho vysky, oznacovana ako wn.

Aby sa dali jednotlivé kolony rdznej dizky porovnavat, bol zavedeny
parameter vySkovy ekvivalent teoretickej priehradky, ktory mozno
definovat’ ako dizku kolony pripadajiicu na jednu prichradku.
= L
N
Praktickou veli¢inou kvality chromatografickej separacie je tzv. asymetria
piku. Existuji dve metdédy vyjadrenia asymetrie piku, ato sice faktor
chvostovania Tr a faktor asymetrie A Idealna symetria piku je ziskana, ak je
hodnota faktoru asymetrie A rovna jednej . Ak je hodnota A vécSia ako jedna,

dochadza k chvostovaniu piku, pri hodnote mensej nez jedna dochadza

k frontovaniu piku. > ¢
3.3.3 RozliSenie

RozliSenie je bezrozmernd veli¢ina, ktora kvantifikuje schopnost
chromatografického systému vzijomne oddelit’ dva analyty. Pre dostatocnu
separaciu latok by mala mat’ hodnotu Ri > 1,5, pri ktorej dochadza k 0,1 %
prekrytiu dvoch separujtcich sa pikov. Vyjadruje sa ako rozdiel retencnych
casov separovanych latok tri, tr2 deleny hodnotou Sirky pikov v ich polovi¢ne;j

vyske Whi, Wh2,
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R = 1,18 (tgz — tr1)
* Wh1 t Wpa

3.3.4 Pomer signalu k Sumu

Sum v priebehu analyzy zna&i kolisanie odozvy detektoru, &¢m vyrazne
limituje citlivost’ detektoru a znizuje presnost’ stanovenia. Tato nepravidelnost’
je sposobena zmenou elektrického signalu, nestabilitou lampy detektoru,
vlastnostou detekénej cely, teplotnymi fluktudciami a mnohymi d’alSimi
faktormi. Ku spolahlivému kvalitativnemu hodnoteniu musi byt vyska piku
minimalne trikrat vys$Sia nez vySka Sumu a pre kvantitativne hodnotenie obsahu

musi mat’ pik vysku aspon desat’krat vacsiu ako je vyska Sumu.

Pomer signalu k Sumu mozno vypocitat’ podla vztahu :

kde H predstavuje vySku piku, ktory odpovedd zlozke na chromatograme
predpisaného porovnédvacieho roztoku a h znamena rozpitie Sumu pozadia

pocas slepej skuisky. °
3.3.5 Opakovatelnost’

Opakovatel’'nost’ odozvy sa vyjadruje ako odhad relativnej smerodajnej
odchylky RSDy, pre radu naslednych merani porovnavacieho roztoku. Pre
rozny pocet merani vramci opakovatelnosti je povolend maximdalna

smerodajna odchylka.

Vypocita sa podl'a vzorca :

100 (X — y)?
y n—1

RSD% =

kde yi znaci jednotlivé hodnoty vyjadrené ako plocha piku, vyska piku ¢i
pomer ploch, y predstavuje priemer jednotlivych hodnét, m je pocet

jednotlivych hodnét. '?
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3.3.6 Selektivita

Selektivita ( tiez oznacovana ako relativna retencia ¢i retenény pomer) sa znaci
symbolom 01,2 a vyjadruje, nakol'ko su od seba vzdialené t'aziska pikov dvoch
latok. Cim je tato hodnota vyssia, tym je systém selektivnejsi.

Je dana vztahom:

ke

o12=—
ki1

kde ki, k2 st retencné faktory latok 1 a 2.
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3.4 Sucasné trendy v kvapalinovej chromatografii

V poslednom obdobi je vyskum v oblasti kvapalinovej chromatografie
zamerany na vyvinutie novych technolégii, ktoré by mali urychlit proces
separacie. Ciel'om je ziskanie ¢o najrychlejSej chromatografickej separacie, pri
ktorej by =zostali zachované ¢i dokonca zlepSené vlastnosti, ¢o sa tyka
ucinnosti, rozliSenia, ale aj citlivosti daného merania. Néstrojom pre ziskanie
tychto vlastnosti bolo zmenSenie Castic sorbentu az na velkost’ menSiu nez
2 um, ¢o vSak prinieslo so sebou podstatné zvysenie spitného tlaku v systéme.
Nasledne bola vyvinutda UHPLC, separacnd metoda, ktorej pristrojové
vybavenie umoziluje pracovat aj pri velmi vysokych tlakoch. Sucasne
dochadzalo k rozvoju technologii, ktoré¢ urychluji proces separdcie inym
spdsobom, a to bud’ pomocou zvysenej teploty alebo s vyuZzitim stacionarnych
faz, u ktorych je dosahované vel'mi vysokych prietokov mobilnej faze. Tieto
nové technoldgie sa nazyvaju Fast LC alebo smery rychlej chromatografie.
Inymi modernymi smermi v oblasti kvapalinovej chromatografie st
dvojdimenziadlna kvapalinovd chromatografia 2D-LC a miniaturizované
techniky (kapilarne anano-LC). Umoznuji ziskanie vel'mi vysokych
separacnych ucinnosti a ich vyuzitie spociva v separaciach vel'mi komplexnych

zmesi. °
3.4.1 UHPLC

Ultra-vysokou¢inna kvapalinovd chromatografia vyuZiva pre zvySenie
ucinnosti chromatografického systému cCastice mensie nez 2 um. Optimalna
separacnd ucinnost’ je dosahovana pri vyssich prietokovych rychlostiach. Tato
ucinnost’ je zachovana v SirSom rozsahu linearnych prietokovych rychlosti, a to
vd’aka nizkemu odporu proti prevode hmoty. Preto moZzu byt astice menSie
ako 2 um pouZzivané pre dosiahnutie lepSej Ucinnosti, rozliSenia pikov ¢i
skratenia doby analyzy. Vd’aka ucinnosti tychto Castic mozno vyrazne skratit

dlZku koldénu, a tym moZno pouZit’ mensi objem rozpust'adiel.

UHPLC, na rozdiel od HPLC, ktora pracuje pri tlakoch 30 - 40 MPa , vyuZziva
tlaky okolo 100 MPa. UHPLC systém musi okrem schopnosti pracovat’ za

ultra-vysokych tlakov spliovat d’alSie poziadavky ako robustné cerpadlo
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a davkovaci systém, rychle davkovacie cykly ¢i presné davkovanie velmi
malych objemov. Taktiez musi mat ¢o najmenSie meSkanie gradientu
aminimalne mimokolonové prispevky. Ddlezity je aj vyber vhodnej
stacionarnej fazy, ktora by mala byt mechanicky stabilna pri vysokych tlakoch.
NajcastejSie sa ako zakladny materidl pouziva silikagél alebo hybridny
material. Nevyhodou oproti HPLC je vSak vysSia obstaravacia cena kolony

a pristroja, ktory by vyvinul dostatoéne vysoky tlak. °
3.4.2 Povrchovo porézne Castice

Dal§im spésobom ako zvysit' rychlost’ a uéinnost’ chromatografickej separécie
je pouzitie kolon naplnenych povrchovo poréznymi Casticami. Tieto Castice su
tvorené neporéznym jadrom a vrstvou porézneho silikagélu. Vdaka pevnému
jadru Castice sa znizuje odpor proti prevodu hmoty a je mozno pouzivat’ vyssie
prietoky mobilnej fazy bez straty chromatografickej ucinnosti. Dodlezité
faktory, ktoré zodpovedaju za vyssSiu u¢innost’ tychto Castic, su relativne maly
priemer castic, pritomnost poréznej slupky, atiez daleko pravidelnejsia
distribicia a hustota naplnenia kolény v porovnani s celkovo poréznymi
Casticami silikagélu. Hlavnou vyhodou je teda vysokd Uc¢innost’ a rychlost
chromatografickej analyzy bez nérastu spdtného tlaku v systému, ako je tomu
u UHPLC. Naopak nevyhodou je fakt, Ze vSetky zatial' dostupné stacionarne
fazy s vyuzitim tychto castic st na baze silikagélu. To prindSa so sebou

obmedzenia ¢o sa tyka chemickej a teplotne;j stability. °
3.43 Monolitické kolony

Na rozdiel od konvencnych stacionarnych faz, monolitické kolony tvori jediny
kus poroviteého materidlu, ktory zapliuje celé vnutro separacnej kolony.
Monolitické kolony maji dva typy porov : vel'ké pory, ktoré zrychl'uja prenos
hmoty medzi stacionarnou a mobilnou fazou a stredne vel'ké pory s dostatocne
vel'kym povrchom, vd’aka comu poskytuju vysoku separacnu kapacitu. Této
Struktira umoznuje pouzitie monolitov pri znacne vysokych rychlostiach
mobilnych faz bez vyrazného zvySenia tlaku a zdroven bez straty separacnej

ucinnosti, a to i pre separované makromolekuly.
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Vyhodou monolitov je ich jednoducha priprava, Siroké moznosti modifikacie
povrchu castic, vysSia permeabilita ako aj vyrazné skratenie doby analyzy.
Vyhodna je tiez moznost’ aplikacie prietokovych gradientov ¢i spojenie
niekol’ko kolén pre ziskanie ucinnosti vradoch az stotisic teoretickych
priehradiek. Naopak nevyhodou je obmedzené mnozstvo komercéne dostupnych
stacionarnych  fdz, inkompatibilita s detekciou pomocou hmotnostnej
spektrometrie €1 vysokd spotreba rozpustadiel. Komercéne dostupné
monolitické kolony st vacsinou zalozené na baze silikagélu, ¢o znacne limituje

oblast’ ich vyuzitia. >
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3.5 Chiralna chromatografia

Chiralna chromatografia nachadza vyuzitie v analyze opticky aktivnych lieciv,
kde je snaha o rozliSenie jednotlivych optickych izomérov, ktoré vykazuju
rozdielne ucinky na l'udsky organizmus. Jednotlivé stereoizoméry sa mozu lisit’
nielen farmakodynamickymi, farmakokinetickymi vlastnostami, ale aj
vyskytom vedl'ajSich ucinkov. Preto sa dnes k lieCebnym ucelom stale CastejSie
vyuziva len samotny eutomér, izomér, ktory ma vysSiu pozadovanu aktivitu.
Druhé zlozka, distomer, ktord je bud’ neucinna, s vedl'ajsSimi G¢inkami alebo

toxicka, sa vylucuje.

Vicsina pouzivanych chirdlnych lie¢iv sa nachddza vo forme racematu, teda
ako zmes dvoch enanciomérov v rovnakom pomere. Separovat’ enancioméry za
beznych chromatografickych podmienok nie je mozné, pretoze v achiralnom
prostredi maji rovnaké fyzikalne a chemické vlastnosti. Pre ich delenie sa
vyuziva interakcia stzv. chirdlnym selektorom. Principom je vznik dvoch
diastereoizomérov, ktoré¢ uz majl iné chemické vlastnosti a mozno ich teda od

seba oddelit’ ako dve odlisné latky.
3.5.1 Mechanizmy chiralnej separacie

Chiralna separacia prebieha na zdklade interakcie analytu so stacionarnou
fazou, ktord je chirdlna. Dochadza k tvorbe docasného diastereomérneho
komplexu, na ktorom sa podiel’aji rozne typy molekuldrnych interakcii. Medzi
nich patri tvorba vodikovych vidzieb, komplexov, pdsobenie n-m interakcii,
sférickych efektov a dipolovych interakcii. K rozliSeniu dvoch enanciomérov je
nutné, aby medzi analytom a chirdlnym selektorom doSlo ku kontaktu
pomocou minimalne troch réznych vézieb, pricom minimalne jedna z nich
musi byt stereochemicky definovana. Tento model byva oznaovany ako

model trojbodovej interakcie. >
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3.5.2 Nepriame metody chiralnej separacie

Principom nepriamych metdéd analyzy chiralnych latok je transformacia
enanciomerického paru na stabilné diastereoizoméry derivatizaciou
s chirdlnym selektorom este pred zaciatkom separacie. Tieto izoméry mézu byt’
nasledne separované pomocou konvenénej chromatografie ako na normalnych,
tak 1na reverznych fazach. Jednd sa o nepriamu techniku delenia, separacia
prebieha v achirdlnom prostredi. Vyhodou tohto postupu je dobra selektivita
diastereizomérov, moznost znizenia detekéného limitu analyzovanych latok
ako aj jednoduchd zamena elu¢ného poradia enanciomérov. Nevyhody
spoc¢ivaju v nutnosti validacie derivatizaéného kroku (vytazok reakcie, tvorba
vedlajSich produktov, mozZznost racemizacie), v narokoch na Ccistotu

derivatizaéného &inidla, v asovej a pristrojovej naroénosti metody. '
3.5.3 Priame metdédy chiridlnej separacie

Priame metody analyzy enanciomérov si zalozené na ich priamej separacii
v chirdlnom prostredi. Jednotlivé izoméry su delené na zdklade tvorby tzv.
tranzitného diastereoizoméru, ktory vznika medzi chirdlnym selektorom
a enanciomérom pocas separacie. Chirdlny selektor m6ze byt pridany do

mobilnej fazy ¢i naviazany na stacionarnej faze.

Omnoho castejSie sa pouziva kombindcia nechirdlnej mobilnej fazy a chiralne;j
stacionarnej fazy, kde je chirdlny selektor naviazany na inertnom nosici,
najcastejsie na silikagéli. V pripade pridania chiralneho selektoru do mobilnej
fazy vznikd diastereomérny komplex, ktory mozno separovat’ na konvencne;j
chromatografickej kolone. Tento spdsob vSak nie je vel'mi rozsireny z dévodu
niZzSej selektivity a u€innosti chromatografického systému. Chirdlne aditiva st
taktiez prili§ drahé, Casto komeréne nedostupné a v mobilnej faze mdze

dochadzat’ k ich rozkladu.

Vyhodu priamej separdcie predstavuje jednoduchost’ a rychlost metody,
nevyzaduje sa derivatizacia, ale na druhej strane moze dochadzat’ k racemizacii

pocas separécie a chirdlne kolény su podstatne finanéne naro¢nejsie. °
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3.5.4 Chiralne selektory

Chirdlne selektory mozno rozdelit podla ich pdvodu na prirodné,
polosyntetické a syntetické. Medzi prirodné selektory radime cyklodextriny,
makrocyklické antibiotika, proteiny a polysacharidy, medzi polosyntetické
selektory su radené derivatizované cyklodextriny, derivaty polysacharidov
a modifikované makrocyklické antibiotikd. Do poslednej skupiny patria
napriklad chirdlne polyéthery a methakrylatové polyméry. Prirodné chirdlne
selektory vykazuju nizku selektivitu, preto su viac pouzivané selektory

polosyntetické a syntetické. °
3.5.4.1  Makrocyklické antibiotika

Zo skupiny makrocyklickych antibiotik st ako chirdlne staciondrne fazy
pouzivané vankomycin, teikoplanin a ristocetin A. Tieto molekuly obsahuji
velky pocet chirdlnych centier a ponukaju i mnozstvo interakcii ako i6nové,
H-vdzby, n-n, dipdlové a hydrofobne interakcie. Preto u nich existuje velka
pravdepodobnost’ tvorby diastereomérnych komplexov s analytom, ateda
1 vysokd pravdepodobnost’ chirdlnej separacie. VSetky tri antibiotika sa
skladaju  z aglykonovej ,misky“ tvorenej makrocyklickym kruhom
a peptidickym ret'azcom, na ktory su éterovou vézbou pripojené rozne pocty
cukrovych jednotiek. Tieto CSP su vel'mi selektivne vo vSetkych separa¢nych
moddoch. Ich selektivitu ovplyviiuje hlavne zlozenie mobilnej fazy, pH,
organicky modifikétor a teplota. Z dovodu hydrolyzy nosica a selektoru musi
byt pH mobilnej fazy v rozmedzi 3,5-7. V polarne organickom mode sa ako
mobilna faza pouziva bezvody metanol alebo acetonitril s pridavkom kyseliny,
bazy ¢i pufru. K vyhoddm tychto CSP patri moZnost' dosiahnut’ lepSiu
selektivitu vymenou kolony bez zmeny mobilnej fazy, ako aj moZnost
zapojenia dvoch ¢i troch glykopeptidovych faz do série, co ma vyznam pre

screening vhodnej CSP pre vel'ké série vzoriek.
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3.5.4.2  Polysacharidy a ich derivaty

Dal§imi stacionarnymi fazami pouZivanymi v chiralnej chromatografii su
polysacharidy, predovSetkym amyléza a celuloza. Jedna sa o opticky aktivne
prirodné polysacharidy, ktoré mozno pouzit' pre analyzu enanciomérov prave
vd’aka ich asymetrickej Struktare. Celuléza je polymér, ktory je tvoreny
D-(+) gluk6zovymi jednotkami spojenymi [-1,4-glykozidickou vézbou.
Amyléza je tvorend D-(+) glukézovymi jednotkami, ktoré st medzi sebou
spojené a-1,4-glykozidickou vézbou. Pre nizku selektivitu a problémy
s manipuldciou sa vSak ako CSP nepouzivaji samotné polysacharidy, ale

uplatnenie nachadzaju ich derivaty.

Tieto chemické derivaty polysacharidov st dnes jedny z najpouzivanejsich
chirdlnych stacionarnych faz. Na trhu st komeréne dostupné napriklad kolony
Chiralpak® (derivaty amylozy) alebo Chiralcel® (derivaty celuldzy).
Derivatizacia prebicha na volnych hydroxylovych skupinach pomocou roéznych
chiralnych selektorov, ktorymi su napriklad fenylkarbamaty, organické estery,
nitraty ¢i étery. Okrem chirdlneho selektoru je podstatna tiez vol'ba polysacharidu,
pricom celuléza so svojim usporiadanim do skrutkovice ma odlisnu separacnu

schopnost’ nez linearna celul6za.

Polysacharidy m6Zu by na nosi¢ chirdlnej stacionarnej fazy naviazané dvoma
sposobmi. Prvym spdsobom je pokrytie nosica, najcastejsie silikagélu, danym
chirdlnym selektorom — tzv. coating. Tato stacionarna faza je vSak malo
stabilnd, polysacharid je nachylny k rozpusteniu a vyber vhodnej mobilnej fazy
je znatne obmedzeny. VicSinou je teda vyuZzivany druhy variant, kde je
chiralny selektor kovalentne viazany (imobilizovany) na hydroxylové skupiny
sacharidu. Tieto CSP su stabilnejSie, avSak ich selektivita mdze byt obecne

niz§ia kvoli zhorSene;j stereospecifickej konfiguracii. > 4
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3.5.4.3  Cyklodextriny

Cyklodextriny su cyklické oligosacharidy vznikajice enzymatickou
hydrolyzou Skrobu za pritomnosti niektorych mikroorganizmov. Medzi tie
najznamejsie patri a-, B- a y- cyklodextrin, ktoré sa liSia poctom glukézovych
jednotiek. a-CD obsahuje Sest’ jednotiek, B-CD sedem a y-CD obsahuje osem
glukoézovych jednotiek, ktoré su medzi sebou viazané a-1,4-glykozidickou
vizbou. Struktura cyklodextrinov pripomina tvar zrezaného kuZzela. Vonkajsi
okraj kavity obsahuje sekundarne hydroxylové skupiny, vo vnutornom okraji
sa nachadzaji primarne hydroxylové skupiny, ¢o ma za nasledok to, Ze vnutro
kavity vykazuje lipofilné vlastnosti, zatial ¢o vonkajSia cast’ kavity ma

hydrofilny charakter.

Enancioselektivita cyklodextrinov je dana asymetrickymi uhlikmi glukozy
a hydroxylovymi skupinami primarnych a sekundarnych alkoholov na
vstupnych prstencoch kavity. Afinita cyklodextrinovej kavity k analytu vzrasta
s jeho narastajicou hydrofobicitou. Chirdlny analyt méze byt do kavity
inkludovany uplne, alebo c¢iasto¢ne, priCom vznikajuci komplex je
stabilizovany van der Waalsovymi silami, disperznymi ¢i vodikovymi
vizbami. Derivatizaciou hydroxylovych skupin dochadza k zmene
molekularnej Struktury, o sa néasledne odraZza napr. v zmene velkosti kavity,
novej ponuke stereoselektivnych centier umoziujucich d’alSie interakcie, alebo
v ich solvatécii ¢i stabilite. U B-CD sa navySe Casto zvysi ich rozpustnost’ vo
vodnom prostredi. Priaznivym ddsledkom chemickej modifikécie, najmé u p-
CD je vyznamné zvySenie selektivity separacie enanciomérov. Nabité derivaty
CD dalej rozsiruju moznosti pouzitia tychto CSP pre separédciu analytov, ktoré

sami nenesu vlastny naboj.

Chiralne separédcie na cyklodextrinoch prebiehaji vo vsetkych separa¢nych
modoch. Vreverznom mode st vyuzivané castejSie nederivatizované
cyklodextriny, zatial’ ¢o normalny mod pracuje predovsetkym s derivatmi CD.
spektra molekul. a-CD nasiel pouZitie pri separacii malych molekul, y-CD sa

pouziva pre separaciu molekul s tromi a viac aromatickymi kruhmi. > 4
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3.5.4.4  Glykoproteiny

Glykoproteiny su vysokomolekularne komplexy proteinov skladajuce sa
z retazcov L-aminokyselin, ktoré obsahuji kovalentne viazané sacharidové
jednotky. Ako CSP sa ztejto skupiny pouzivaju napriklad hovidzi sérovy
albumin (BSA), kysly al-glykoprotein (AGP), ovomukoid (OVM) a enzymy
ako pepsin, trypsin ¢i chymotrypsiny.

Tieto staciondrne fazy maju vel'mi nizku kapacitu maximalne 0,1 mg/ml
a tlakovy limit kolony maximalne 4 MPa. Pracuju v rozmedzi pH 4 do 7.
Medzi pouzivané organické modifikatory patria napriklad alkoholy metanol,
etanol ¢i propanol, pouziva sa aj acetonitril. AvSak prili§ velky narast
koncentracie organického rozpustadla vyrazne znizuje retenciu analytu.
Dolezitym faktorom separacie je naboj stacionarnej faze. Pre dosiahnutie
potrebnej selektivity by mali mat CSP aanalyt opané naboje. Kolony
zalozené na glykoproteinoch disponujii menSou kapacitou a vzorka nesmie byt
v prili§ vysokej koncentracii, pretoze so zvysujucou koncentraciou rapidne
klesa ucinnost’ systému. Separacia prebieha spravidla za laboratérnej teploty,
pretoze pri teplote vysSej ako 40 °C by mohlo dojst’ k racemizacii analytov ¢i

dokonca k denaturacii stacionarnej faze. °

3.5.4.5  Crown étery

Crown étery patria medzi syntetické CSP a chemicky st to makrocyklické
polyétery, ktorych zakladnou Struktirnou jednotkou je ethylenoxidovy mostik.
Pocet tychto mostikov urcuje velkost” kavity, podobne ako u cyklodextrinov.
Principom chirdlneho rozpoznavania je viacnidsobna vdzba medzi éterovymi
kyslikmi, ktoré sluzia ako donory elektrénov a katibnovou skupinou analytu.
Pevné komplexy vznikaji predovSetkym s kationmi kovov a substituovanymi
amonnymi i6nmi. Ako mobilné fazy sa pouZzivaji roztoky kyselin ako kyselina
chloristd o pH 1-2, kyselina dusi¢n4, trifluéroctova alebo sirova. Pri nizSom pH
sa zvySuje selektivita, ale dochadza zaroven ku skrateniu Zivotnosti kolény.
Mobilnu fazu mozno modifikovat’ metanolom, ale pri mnozstve metanolu nad

15 % dochadza k vymyvaniu chirdlneho selektoru z kolony. Na selektivitu ma
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vplyv aj teplota, pri ktorej prebiecha dana chiralna analyza. U priméarnych

aminozlic¢enin sa selektivita i retencia analytov znizenim teploty zvysuje.

ZacClenenim chiralnej molekuly do Struktiry crown éterov sa z nich stavaju
chirdlne crown étery. Prikladom je (3,3-difenyl-1,1°-binaftyl)-20-crown-6-éter
pouzivany pre separdciu a-aminokyselin a primarnych aminov. V praxi sa
Casto pouziva aj (+)-(18-crown-6)-2,3,11,12-tetrakarboxylovd kyselina,

pomocou ktorej mozno separovat’ aminozlii¢eniny ako aj sekundarne aminy. °

3.5.4.6  Mechanizmus ligandovej vymeny

Principom ligandovej vymeny je vznik diastereomérnych kovovych
komplexov. Tieto koordina¢né komplexy pozostavaji minimalne z dvoch
ligandov ( chirdlny selektor a separovany enanciomér) a z centralneho ionu.
Tym byva katiéon prechodného kovu (Cu®*, Ni**, Zn**), pricom najstabilnejsie
komplexy vznikaju s Cu*" ié6nmi. Jednotlivé koordina¢né komplexy maji rozne
konstanty stability, separacia prebieha u tych komplexov, ktorych konstanty st
od seba dostato¢ne rozdielne . Enancioméry musia obsahovat’ minimalne dve

funkéné skupiny, ktoré mozu centralnemu kovu poskytnit’ elektronovy par.

Komeréne dostupné CSP obsahuju  chirdlne selektory L-hydroxyprolin,
L-prolin, N,N-decyl-L-histidin alebo D-penicilamin. Ako mobilnd faza sa
pouziva tlmivy roztok s malym pridavkom centralneho i6nu. Pre zvySenie
ucinnosti sa ako nosi¢ pouziva silikagél, pricom na selektivitu ma velky vplyv
to, akym spdsobom je naviazany chiralny ligand na silikagél. Cim dlh§im
alkylovym retazcom je ligand naviazany, tym sa prehlbuje hydrofobny

charakter CSP a takisto aj enancioselektivita. > 14
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3.6 Uprava biologickych vzoriek

Biologické vzorky ako krv, plazma alebo sérum su vel'mi komplexné a
nemézu byt preto vo vacSine pripadov priamo davkované do
chromatografického systému. Samotnej analyze tak musi predchadzat uprava
vzoriek, pri ktorej su z nich odstranené endogénne latky, ¢im sa zvysi citlivost’
analyzy. Izoldcia lie¢iva z biologického materidlu je limitovand mnohymi
faktormi, ako napriklad koncentracia lieCiva, pocet a Struktura stanovovanych
latok, druh materidlu a stabilita latky v danom materidli. Medzi zakladné
techniky upravy biologickych vzoriek patria deproteindcia, extrakcia v systéme
kvapalina-kvapalina (LLE) a extrakcia pevnou fadzou (SPE). Vyber vhodnej
techniky izolécie zavisi predovSetkym na fyzikdlne-chemickych vlastnostiach

analytu a moznostiach daného laboratéria. !

3.6.1 Priame davkovanie biologickej vzorky na kolonu

Bez predchéadzajicej Gpravy je mozné vzorku davkovat priamo na kolonu len
v ojedinelych pripadoch. Koncentracia stanovovanej latky musi byt avsak
relativne vysokd, pretoze je nastrekovany len maly objem biologického
materialu. Dalou podmienkou pre vzorku je fluorescencia alebo absorpcia
v ultrafialovej oblasti. Problémom je rychle znehodnocovanie kolony
neeluovatelnymi komponentami, ktoré sa prejavuje zvysSenim tlaku a zmenou
separacnych vlastnosti. Z tohto doévodu je vhodné pouzit’ predkolonu, ktora
tento problém eliminuje. Tento spdsob analyzy sa najCastejSie pouZiva pre

stanovenie lieciv, ktoré sa vo vysokej koncentracii vylu€ujii v. moci.

Metoda prepinania kolon (column switching) spo¢iva v moZnosti
kvantitativneho stanovenia vzorky priamo na koléonach HPLC chromatografu.
Je to dalsi sposob, ako ochranit’ analytickii kolénu a stfasne priamo

nastreknut’ biologicku vzorku do chromatografického systému.
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3.6.2 Deproteinacia

Deproteinacia predstavuje najjednoduchsiu metédu upravy biologického
materidlu. Pouzivaji sa vhodné deproteinacné Ccinidla, ktoré odstrania
bielkoviny zo vzorky a tym zabrania vyzraZaniu proteinov na koléne. Dal$im
sposobom je denaturdcia pomocou enzymov ¢i ultrafiltracia na membranach.
Odstranenie proteinov zo vzorky musi byt kompletné vratané tych s malou
molekulovou hmotnost'ou. Ddlezity je tiez vyber deproteinacného cinidla,
ktoré nesmie poOsobit’ na sledované lieCivo, ovplyviiovat d’alSie pracovné
postupy, interferovat’ pri detekcii ani inak ovplyviiovat’ analytickl vytaznost'.
Pri voI'be vhodnej deproteinacnej techniky sa musi brat do uvahy chemické
zloZenie analyzovanej latky, jej stabilita, vdzba na proteiny, filtracné

membrany a vytaznost’ latky po deproteinacii.
3.6.2.1 Precipitacna deproteindcia

Ako deproteina¢né Ccinidla sa pouzivaju organické rozpustadla (metanol,
etanol, acetdn, acetonitril), kyseliny (trifluoroctovéd, trichloroctova, chlorista,
mravc¢ia), soli tazkych kovov (siran zinoc¢naty, hydroxid litny, chlorid
hlinity...) alebo ich kombinacie. Po centrifugécii je Cast’ ¢irej tekutiny nad
koagulatom, #zv. supernatant, bud’ priamo nastreknuty na kolonu alebo je
odpareny do sucha a nésledne rozpusteny v malom mnoZstve mobilnej fazy.
Pred vlastnym zrdZanim je vhodné vzorku zriedit, ¢im sa ziska jemnejsi

precipitat a znizi sa moznost’ adsorpcie na vzniknuty koagulat.
3.6.2.2  Enzymovda deproteindcia (proteolyza)

Dal$ou metodou odstranenia proteinov z biologickej vzorky je deproteinacia,
ktora prebieha s vyuzitim proteolytickych enzymov. K proteolyze sa pouzivaju
enzymy ako trypsin, papain ¢i ketoddza. Tato metdda je velmi vyhodna pre
zakladny toxikologicky screening, kde je vzhl'adom k Sirokej palete zlucenin

a Casovej tiesni tazké upresnit’ deproteinacné a extrakéné podmienky.
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3.6.2.3 Ultrafiltracia

Ultrafiltracia vyuziva pre zachytenie proteinov zo vzorky semipermeabilné
membrany. Tie su pripravené tak, aby zadrzali minimalne mnozstvo filtratu
a pri opakovanom pouziti nevykazovali kontaminaciu. Musia byt odolné voci
kyselindm, zasaddm, alkoholom a moznosti pouzitia pri zvysenej teplote.
Taktiez by mali byt schopné zachytit' az 99 % sérovych bielkovin. Vyhodou
ultrafiltracie je, ze na rozdiel od vysSie spominanych typov deproteinécie tu
nedochddza ku zmene koncentracie vzorky jej zriedenim. Tato metoda je
vhodné pre stanovenie latok, ktoré nie su viazané na proteiny i pre stanovenie
vol'ného podielu z celkového mnozstva lieCiva, pricom zvySny podiel je

viazany na bielkoviny krvnej plazmy. 1

3.6.3 Extrakcia kvapalina — kvapalina (LLE)

V tuprave biologickych vzoriek zaujimaju extrak¢né metdody vel'mi vyznamné
miesto ato vd’aka tomu, ze st nenarocné na potrebné vybavenie, su rychle

a mozno ich pouzit’ k separacii vacsieho ako aj stopového mnozstva lieciv.

Extrakcia v systéme kvapalina-kvapalina je rovnovazna technika zalozena na
deleni latok medzi dve vzijomne nemieSatelné kvapaliny podla ich
rozdel'ovacich konstant, ktoré definuje Nernstov zakon,
Co
Kp= —
Caq
kde Kp predstavuje distribucnu konStantu, co je celkova koncentricia lieciva

v organickej faze , caq je zasa celkova koncentracia vo vodnej faze .

Nernstov rozdel'ovaci zdkon plati pre idedlne roztoky, kde extrahovana latka
nereaguje so ziadnou zloZkou v oboch fazach aje obsiahnutd v roztoku
v nizkej koncentracii. Pri vybere rozpustadiel je nutné prihliadat’ na
rozpustnost’ extrahovanych latok v oboch fazach a takisto na rozdiel ich
rozdel'ovacich konstant. Idedlne je, ked je tento rozdiel o najvicsi. Pri
hodnote Kp vysSej ako jedna prechddza latka spontdnne z povodného roztoku

do rozpustadla. Extrakcia je teda zjednodusSend, pretoZe na prevedenie latky
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bez zvysku do rozpustadla stac¢i jednoduché pretrepanie obidvoch faz.
V pripade, Ze je jej hodnota mensSia nez jedna, musi byt vykonana pre

rozdelenie danej latky viacstupniova extrakcia.

Délezitym faktorom extrakcie je spravna vol'ba extrakéného rozpustadla, ktoré
by malo spliovat’ nasledujuce poziadavky. Pozadovana je jeho nemieSatel'nost’
s vodnou fazou, dostatocna selektivita, kapacita a extrakéna ucinnost’, vhodné
povrchové napitie, d'alej teplotnd, chemicka stabilita ako aj nizka cena
a toxicita. Vytaznost' extrakcie mozno ovplyvnit zmenou pH vzorky. Do
organickych rozpustadiel prechddza analyt v nedisociovanej forme, preto
zvySenim pH ( napriklad pridanim urcit¢ého mnoZzstva baze) sa zvysi extrakéna
ucinnost’ zéasaditych latok anaopak ukyslych lie¢iv sa extrakcia zlepsi
znizenim pH roztoku ( napriklad pridanim kyseliny). Dalsim sposobom ako
zvysit' extrahovatelnost’ latky je vhodne zvoleny pomer vodnej a organickej
fazy. Pri vicSom mnozZstve organického rozpustadla mozno dosiahnut’ vyssich
vytazkov anizSej nachylnosti k tvorbe emulzii, neziadica je vSak nizSia

koncentracia extrahovanej latky. I 1°
3.6.4 Extrakcia pevnou fazou (SPE)

SPE vyuZiva kratke extrakéné kolony vo tvare injekénych striekaciek naplnené
sorbentom, ktoré funguji na podobnom principe ako HPLC. Analyt sa
adsorbuje na pevna fazu (sorbent) z kvapalnej fazy, v ktorej je rozpusteny.
Intermolekuldrne interakcie medzi pevnou fdzou a analytom musia byt
silnejSie ako interakcie s kvapalnou fazou. NajcastejSie interakéné mechanizmy
v SPE su van der Waalsove sily, vodikové mostiky, vizby dipdl-dipol a viazby
kation-anion. Sorbentom cCasto byva reverznd stacionarna féza, ako je
Cig-silikagél alebo materidl na baze polyméru. Na rozdiel od HPLC st vSak
jeho Castice vicsie (okolo 40 um) a nepracuje sa za vysokych tlakov. Sorbenty
musia spliovat’ poziadavky ako napriklad nerozpustnost’ v elu¢nom systéme,

inertnost’ vo¢i analyzovanym latkam a vel’ka sorpéna kapacita. '°

Samotna extrakcia pevnou fazou prebieha v niekolkych krokoch. Prvym
krokom je kondicionécia, kde je kolona najskor premyta polarnym organickym
rozpustadlom (metanol, acetonitril) k aktivacii funkénych skupin sorbentu
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a nasledne vodnym roztokom k vymytiu nadbytku tohto rozpustadla. Druhou
fazou je nanesenie roztoku vzorky, ktory postupuje sorbentom. Analyty su
pritom zachytené na stacionarnej faze, zatial Co ostatné zlozky matrice
prechadzaju bez zadrzania. V tretom kroku su zvys$né balastné latky vymyvané
vhodnym rozpustadlom. Poslednym krokom je elucia, pri ktorej sa systém
premyje malym mnozstvom roztoku, vd’aka ktorému dojde k rozruSeniu véizby

analytu na sorbent.

Extrakcia biologickych vzoriek na pevnych extrakénych kolonach je
jednoduchd, rychla metoda, vykazuje dobri vytaznost a reprodukovatelnost’.
Jej vyhodou oproti LLE je znizena spotreba organickych rozpustadiel, ktoré su
Skodlivé pre 'udské zdravie i pre Zivotné prostredie. Pri tejto metéde dochadza
ku skoncentrovaniu vzorky, ¢im sa zvysi jej analyticka citlivost’. Vyhodna je aj
moznost’ automatizacie extrakcie a extrahovania viac vzoriek naraz. Preto je
tento sposob extrakcie povazovany za jeden z najvhodnejSich pre izolaciu

lie¢iv a ich metabolitov z biologickych tekutin. 718

3.6.5 Mikroextrakcia na tuhej faze (SPME)

Mikroextrakcia na tuhej faze SPME (,,solid phase microextraction®) je nova
extrakénd technika, ktort vyvinul v roku 1989 Pawliszyn s kolektivom.
Technika je kombinaciou extrakcie a predkoncentracie v jednom kroku. Pocas
extrakcie si analyty zo vzoriek nasorbované priamo na vldkno z kremena
potiahnutého vrstvou chemicky viazanej stacionarnej faze. Nedochadza pritom
k tplnej extrakcii, ale k ustdleniu rozdelovacej rovnovahy analytu medzi
vodnou matricou vzorky a stacionarnou fazou vlakna. Pocet molekul, ktoré
prejdi do staciondrnej fazy je priamo umerny rozdel'ovaciemu koeficientu,
objemu stacionarnej fazy a koncentracii analytu vo vodnej faze. Po expozicii sa
vlakno vlozi do vyhriateho injektora plynového chromatografu (GC) alebo GC
v spojeni s hmotnostnym spektrometrom (GC/MS), kde st analyty tepelne
desorbované a nasledne nesené pridom mobilnej fize na GC kolénu. Pri
analyze pomocou HPLC sa analyt eluuje vhodnym rozpustadlom ¢i priamo

mobilnou fdzou, vzniknuty roztok je nastrekovany do HPLC systému.
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Vvhody tejto techniky su rychlost’, citlivost, eliminacia pouzitia rozpustadiel,
moznost pouzitia pre rychlu orientacnu analyzu, moznost automatizacie.
SPME eliminuje nevyhody vacsinou pouzivanych extrakénych technik, a byva

Casto spojovana s kvapalinovou ako aj plynovou chromatografiou.

Na SPME sa pouzivaju komer¢ne dostupné zariadenia vo tvare striekaciek,
ktoré pozostavaju z dlhSiecho kremenného vldkna a stojanu. VIdkno je
potiahnuté vrstvou polymérnej stacionarnej fazy rozneho typu a roznej hrabky
polymérnej vrstvy. Z polymérov sa pouziva polydimetylsiloxan (PDMS) pre
nepolarne analyty, polyakrylat (PA) zasa pre polarne analyty. Pri spradvnom

pouzivani je mozné jedno zariadenie na SPME pouzZit na 50 az 100 extrakcii. '
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3.7 Charakteristika analyzovanej latky

0 CH,
OH

O

Obr. 2 Struktiirny vzorec ketoprofénu

Liekopisny nazov : Ketoprofenum

Chemicky nazov : kyselina (2RS)-2-(3-benzoylfenyl)propanova '2

Sumarny vzorec : C¢Hi403
ATC skupina : M: Muskuloskeletalny systém
MO1 Antiflogistika a antireumatika
MO1A Nesteroidové antiflogistika a antireumatika
MO1AE Derivaty kyseliny propionovej
MO1AE03 Ketoprofén 2°

Vlastnosti: Biely alebo takmer biely kryStalicky praSok. Je prakticky
nerozpustny vo vode, lahko rozpustny v aceténe, v 96% etanole 1
v dichlérmetane. Ketoprofén je slaba kyselina, ktorej pKa dosahuje hodnot

4,45 12

Mechanizmus u¢inku: U¢inok NSAID je zalozeny na inhibicii cyklooxygenéz
katalyzujacich premenu kyseliny arachidonovej na eikosanoidy, prostaglandiny
a tromboxany. Ketoprofén sa viaZe na cyklooxygendzu-1 i na cyklooxygenazu-
2 atym dochadza k potlaceniu tvorby prostaglandinov a potlaceniu
protizépalovej odpovedi organizmu. Inhibiciou COX-1 v krvnych dostickach
znizuje tieZz syntézu tromboxanu A2, vdaka ¢omu ma aj reverzibilny

antiagrega¢ny Gi¢inok. 2!
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Indikacie: Vd'aka jeho schopnosti prenikat’ do synovialnej tekutiny v kiboch
sa vyuziva pre symptomaticki terapiu akutnej a chronickej reumatoidnej
artritidy, osteoartrézy ¢i ankylozujucej spondylitidy. Ako analgetikum sa
nasadzuje na zmiernenie bolesti pri primarnej dysmenorei, pri pooperacnych

stavoch ako aj na zmiernenie bolesti po porode. 2!

Farmakologické vlastnosti: Biologickd dostupnost’ po peroralnom podani
ketoprofénu je 90% asdavkou sa linedrne zvySuje. Lahko sa absorbuje
z gastrointestindlneho traktu a maximélna plazmatickd koncentracia sa
dosiahne za 1 hodinu a 22 minat. Ak sa ketoprofén podava s jedlom, jeho
absorpcia je pomalSia a plazmaticka koncentracia mierne klesa, ale jeho
biologickd dostupnost’ sa nemeni. Penetruje do vSetkych tkaniv vratane
synovialnej tekutiny, kde je jeho u¢inky pretrvavajui i po poklese plazmatickej
hladiny. Ketoprofén sa masivne metabolizuje v peceni prostrednictvom
hepatdlnych mikrozomdalnych enzymov. Viaze sa na kyselinu glukurénovu a
z tela sa eliminuje vo forme glukuronidu. Kvoli rychlemu metabolizmu je
biologicky pol¢as len dve hodiny. Az 80 % ketoprofénu sa vylucuje mocom a
priblizne 10 % sa vylucuje stolicou. U pacientov s rendlnou insuficienciou sa
ketoprofén vyluéuje pomalsie a jeho biologicky polas je predizeny o hodinu.
U pacientov s hepatalnou insuficienciou sa moze akumulovat’ v tkanivach.
Jeho metabolizmus a eliminacia st u starSich pacientov pomalSie, ¢o vSak ma

klinicky vyznam iba u pacientov so zniZenou renalnou funkciou. %>

NezZiadice ucinky a toxicita: Neziaduce ucinky s0 zvyCajne mierne
a postihuju hlavne gastrointestinalny systém. Medzi najcastejSie patria poruchy
travenia ako hnacka, vracanie, zapcha ¢i flatulencia. V ojedinelych pripadoch
sa mozu vyskytnit’ aj bolesti hlavy, zavraty, ospalost’, tiez kozné problémy ako
opuch, svrbenie a vyrazka. DoleZitym neZiaducim ucinkom, u inych NSAID
nezvycajnym, je mozny vznik fotosenzitivnych reakcii pri vystaveni koze
slne¢nému Ziareniu. Pri predavkovani ketoprofénom sa objavia priznaky ako

vracanie, bolest’ brucha ¢&i ospalost’. 2!

Dostupné formy: V Ceskej republike s registrované lie¢ivé pripravky
s obsahom topického ketoprofénu : Fastum gel, Keplat (lieiva néplast’),

Ketonal 5% krém a Prontoflex 10% (koZny sprej). V niektorych krajinach sa
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pouziva i enantiomérne Cisty (S)-(+)-ketoprofén pod ndzvom dexketoprofén,

ktory je ucinnejsi nez racemicky ketoprofén.
3.7.1 Ketoprofén a dexketoprofén

Ako aj uinych derivatov kyseliny propionovej je ketoprofén racemickou
zmesou dvoch optickych enanciomérov. Za jeho farmakologicky ucinok je
zodpovedny S-(+)-enanciomér, pricom u R-(-)-enancioméru ucinok takmer
chyba. Klinické Studie ukazali, Zze ani ten nie je celkom bez analgetického
ucinku, pretoze 10 az 13 % je vorganizmu premenené na ucinnej$i
S-(+)-izomér. Vinych  stadiach bola taktiez overovand ucinnost’
dexketoprofénu v terapii muskuloskeletalnej, pooperacnej, nadorovej bolesti,
bolesti hlavy ako aj dysmenorey. U R-(-)-enancioméru bol pozorovany
omnoho niz$i analgeticky ucinok, ktory sa prejavil len v pripade jeho
metabolickej konverzie na S-(+)-enanciomér. Dexketoprofén je asi 30x silnejsi

inhibitor COX-1 a asi 100x silnejsi inhibitor COX-2 ako racemicky ketoprofén.

Hlavnou indikaciou dexketoprofénu je tiSenie akutnych kratkodobych bolesti
miernej az strednej intenzity. Pre pouzitie u akttnych bolesti ma vyhodnu
farmakokinetiku. Prejavuje sa rychlym nastupom u¢inku porovnate'nym
s intramuskularnou aplikéciou ajednym z najkratSich ¢asov k dosiahnutiu
maximalnej plazmatickej koncentracie (0,25-0,75 hod). Chemickd forma
trometaminovej soli eSte zvySuje rozpustnost’ a urychl'uje nastup ucinku. Tiez
dosahuje vysSiu plazmaticka hladinu ako racemat, v dosledku coho

analgetikum T'ahsie prenikd do miesta svojho pdsobenia. *
3.7.2 Prace zaoberajuce sa HPLC analyzou ketoprofénu

V nasledujtce;j Casti st chronologicky uvedené prace, ktoré sa zaoberaja HPLC
analyzou ketoprofénu. Pozornost’ je venovand predovSetkym pouZzitym

stacionarnym a mobilnym fazam a spdsobu detekcie latok.
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2001

F. Péhourcq, C. Jarry a B. Bannwarth predstavili vo svojej praci nova HPLC
metodu pre chiralnu separéaciu ketoprofénu a flurbiprofénu s vyuzitim koloén na
baze glykopeptidovych stacionarnych faz. Pre analyzu bola pouzita koldna
Chirobiotic V, ktord vyuziva ako CSP vankomycin naviazany na silikagéli.
Prietokova rychlost’ bola nastavend na 1 ml/min, latky boli detegované pri
275 nm. Pre optimalizéciu separacie bolo vyskusané viacero mobilnych faz
v roznych pomeroch, koncentracidch ¢i sréznymi pH hodnotami vodnej
zlozky. Optimdlneho rozliSenia a selektivity bolo dosiahnuté pri pouziti fazy
zlozenej z 100 mM amoniumnitratového pufru ( pH 5,0) a tetrahydrofuranu

(80 : 20, v/v). Doba analyzy za tychto podmienok bola necelych 12 min. 2*
2005

V roku 2005 publikovali Zhansheng Guo, Hai Wang, Yunsheng Zhang pracu,
v ktorej predstavili HPLC metddu pre chirdlnu separaciu ketoprofénu . Pre
analyzu bola pouzitd achirdlna koléona Hypersil BDS C8 a mobilnd faza
pozostavajlica z acetonitrilu a triethylaminacetatového pufru o pH 5,2 (35:65,
v/v) s pridavkom 2,0 mM norvankomycinu ako chirdlneho selektoru. Analyza
prebiehala pri teplote 25°C pri prietoku 1 ml/min. K detekcii bola zvolena
vlnova dizka 290 nm, kde ketoprofén vykazuje silnd absorbanciu. Doba
separacie pri tychto podmienkach bola necelych 15 min, pricom rozliSenie
enanciomérov dosahovalo hodnét az 1,9. Dal§ia &ast prace porovnava
schopnost’ enancioseparacie u norvankomycinu a vankomycinu. Bolo zistené,
ze na dosiahnutie optimalnej enancioseparacie je potrebna mensia koncentracia

norvankomycinu ako pri pouziti vankomycinu. »

B. Kafkova, Z. Bosdkova, E. Tesafova, P. Coufal pouzivali ako chiralny
selektor teikoplanin v kapilarnej kvapalinovej chromatografii a skimali okrem
beta-adrenergnych antagonistov a herbicidov odvodenych od kyseliny
chlorofenoxypropidnovej tiez profénové nesteroidové antiflogistika. Zasobné
roztoky boli pripravené v koncentracii 0,2 mg/ml v metanole. Analyzy boli
vykonané za pouzitia kapilarnej kolony vyplnenej silikagélom 25 x 300 pum,
5 um Nucleosil 100 Cs HD, prietok bol pre nich nastaveny na 5 pl/min. Dalej
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bola pouzita kolona s teikoplaninom viazanym na silikagéli 22,5 cm x 320 um
Chirobiotic T, pre ktoru sa pracovalo za prietoku 4 pl/min. Pre profénové
nesteroidové antiflogistika bola zvolena vinova dizka 230-270 nm. Analyza
ketoprofénu bola uskutocnend za nasledujucich podmienok: CSP zalozena na
teikoplaninu, mobilna fiza zlozena z metanolu a 1% vodného roztoku TEAA
(pH 6,6) v pomere 20:80 (v/v), priCom rozliSenie enanciomérov dosahovalo

hodnoty 1,66. 2

2009

Allegrini, Nuzzo, Zucchelli , Scaringi a kol. sa snazili najst’ rychlu a preciznu
metddu pre stanovenie ketoprofénu z 'udskej plazmy, pouzitelnu pre Studie
systematickej biodostupnosti. Pre extrakciu z plazmy bola zvolena SPE
s pouzitim 2 ml metanolu ako elu¢ného ¢inidla. K naslednej HPLC analyze
bola pouzitd monolitickd Cig kolona a mobilna faza so zlozenim: acetonitril/
0,01M fosfatovy pufer (pH 3,5) v pomere 40:60. Prietokova rychlost’ bola
zvolena 5 ml/min, nastrekovany objem 90 pl, detekcia pomocou DAD
detektoru pri 254 nm. Doba analyzy za tychto podmienok bola kratSia ako
5 minat. Nasledovala validicia metddy, ako vnutorny Standard bol zvoleny
flurbiprofén. Linearita metdody bola stanovend v rozmedzi 1-500 ng/ml,

retenéné ¢asy dosiahli u ketoprofénu 0,9 min, u flurbiprofénu 1,9 min. ’

2010

Jincui Ye, Wenying Yu, Guosheng Chen, Zhengrong Shen a Su Zeng sa
vo svojej praci zaoberali chirdlnou separaciou nesteroidovych antiflogistik
Struktiirne odvodenych od 2-arylpropidnovej kyseliny za pouzitia mobilnej
fazy s pridavkom hydroxypropyl-pB-cyklodextrinu (HP-B-CD). Analyzy boli
zmerané pomocou pristroja Agilent 1100 HPLC (Agilent Technologies, Palo
Alto, CA, USA), pre ketoprofén bola zvolena vinova dizka 258 nm. Bol
pripraveny zasobny roztok v koncentracii 500 pg/ml v metanole a uchovavany
pri teplote 4°C, pred meranim bol nechany priizbovej teplote. Separéacia
ketoprofénu bola uskuto¢nend na kolone Shimpak CLC-ODS (150 x 4,6 mm,
5 um), s vyuZzitim mobilnej fazy zloZenej z metanolu a fosfatového pufru
v pomere 10 : 90 s pridavkom 25 mM HP-B-cyklodextrinu. pH mobilnej fazy

bolo upravené na 4,6, prietok bol nastaveny na 1 ml/min a objem néstreku
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¢inil 20 pl. Dosiahnuty retencny Cas enanciomérov bol v intervale 21,9-24,3

mintt a piky boli separované s rozlisenim 1,4. 28
2013

J. Zhoul, X. Zheng, Q. Liu, Z. Zhang sa snazili najst vo svojom vyskume
podmienky pre chirdlnu separaciu ketoprofénu v kvapalinovej chromatografii
na normalnej faze. Separacie boli vykonané izokratickou eluciou pri izbovej
teplote, rychlost’ prietoku bola od 0,2-1,2 ml/min. Analyzovana latka bola
rozpustend v etanole v koncentracii 200 pg/ml a nastrekovany objem bol 10 ul,
detekcia bola vykonana pri 268 nm. Pri separaciach bol pozorovany vplyv
zlozenia mobilnej fazy, prietoku a teploty na rozliSenie. Ako optimalne boli
stanovené tieto podmienky : mobilnd faza n-hexan - 2-propanol (90/10, v/v;

0,1% TFA), CSP- Chiralpak IC, prietok 0,8 ml/min, teplota 25°C. %
2014

R. Sardella, A. Carotti, P. Blasi a B. Natalini pri svojom vyskume skiimali
monoliticki koléonu s chemicky viazanym 2,6-diisopropylfenylkarbamatom
chininu sliziacim ako i6novo-vymenny selektor. Pre ketoprofén pouzili tieto
podmienky: mobilnd faza zlozend zvody ( spridavkom 60 mM
amoéniumacetatu) a acetonitrilu v pomere 60:40 o pH 5,5; prietok 1 ml/min,

teplota 25°C, detekcia pri 254 nm, priCom rozliSenie enanciomérov ¢inilo 1,6.
30

Sally A. Helmy a Heba M. El-Bedaiwy predstavili so svojej praci HPLC
metodu pre analyzu niekol’kych NSAID zludskej plazmy. Jednym
z analyzovanych lieCiv bol aj ketoprofén. Snazili sa o vyvinutie jednoduche;j
univerzalnej metody, ktord mala byt nésledne vyuzita pre farkomakinetické
Studie ¢i monitorovanie lieCiv. Preto bola ako metdda extrakcie lieciv zvolena
deproteinacia s vyuzitim acetonitrilu ako extrakéného ¢inidla. HPLC analyza
prebiehala izokratickou eluciou za prietoku 1 ml/min za izbovej teploty. Ako
SF bola pouzita kolona Hypersil BDS Cis, mobilna faza bola zlozena z 20 mM
amoniumfosfatového pufru (pH 3) a acetonitrilu ( 35:65, v/v), UV detekcia pri
265 nm. Metdda bola nésledne podla FDA poziadaviek validovand, ako

vnutorny $tandard bol vybrany betametason dipropionat. 3!
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2015

A. Hussain, M.F. Al-Ajmi, S.Amir, . Ali sa vo svojej praci zaoberali
extrakciou profénov z krvnej plazmy a ich naslednou HPLC analyzou. Jednym
zo skiimanych profénov bol aj ketoprofén. Ako metdda extrakcie tychto lieciv
bola zvolenda SPMMTE (solid-phase membrane microtip extraction). K analyze
profénov bola pouzita Cig kolona, mobilnd faza pozostdvala z vody
a acetonitrilu v pomere 55:45 o pH 3,0 s pridavkom kyseliny trifluéroctove;.
Prietokova rychlost’” bola nastavena na 0,5 ml/min, latky boli detegované pri
225 nm. Doba analyzy u vSetkych profénov bola maximalne 7 min.
Pri ketoproféne bola dosiahnuta selektivita 1,99 a hodnota rozliSenia Cinila 1,5.

Dalej bol skimany vplyv chromatografickych podmienok na rozligenie. *2

K. Kalikova, R. Geryk, J. Vozka aE. Tesatovd publikovali pracu
porovnavajucu separa¢ni ucinnost’ amylézovych kolon Chiralpak AD-RH
a Chiralpak TA v reverznom mode HPLC. Hlavny rozdiel medzi tymito
koléonami spociva v sposobu nanesenia chirdlneho selektoru na silikagél. Zatial
¢o Chiralpak AD-RH je potiahnuta amylézou, ktord je na silikagél len
fyzikalne ukotvena, na imobilizovanu kolénu Chiralpak [A je amyldza
naviazana kovalentne. Pre porovnanie tychto koléon bolo vybranych 37
analytov, medzi nimi sa nachadzal aj ketoprofén. V&c8i enancioseparacny
potencial u ketoprofénu ako aj u inych profénov vykazovala kolona Chiralpak
AD-RH. Ako mobilnd faza bola pouzitd zmes kyseliny mravée; (pH 2,1)
a acetonitrilu v pomere 60 : 40, takisto v pomere 70:30. RozliSenia sa od seba
prilis nelisili, ale za vd¢Sieho obsahu vodnej zlozky doslo ku zvySeniu retencie

enanciomérov. >3

2016

I. Matarashvili, D. Ghughunishvili, L. Chankvetadze, N. Takaishvili, T.
Khatiashvili, M. Tsintsadze, T. Farkas a B. Chankvetadze sa vo svojom
vyskume zaoberali separdciou enanciomérov slabych kyselin na kolonach
zalozenych na polysacharidoch. Pracovali na pristroji Agilent 1200 HPLC
(Agilent Technologies, Némecko). Separacie prebiehali priteplote 20 °C
za prietoku 1 ml/min, UV detekcia bola vykonana pri 240 nm. Mobilna faza
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vzdy obsahovala 0,1% roztok kyseliny mravcej, a dalej MeOH ¢i ACN
s roznym percentudlnym obsahom vody a d’alSia mobilna faza obsahovala i
pridavok hexanu. Ako CSP boli pouzité Lux-Amylose-1, Lux Amylose-2, Lux
Cellulose-1,Lux Cellulose-2, Lux Cellulose-3 a Lux Cellulose-4
(Phenomexnex Inc. USA), kolona bola pripravend kovalentnym naviazanim
celulozy tris(3,5-dichlorfenylkarbamatu) na silikagél (Enantiosep GmbH,
Némecko), vSetky mali rozmery 250 x 4.6 mm; 5 um. Do Studie bol zaradeny 1

ketoprofén. 3

201

D. Camacho-Mufioz a B. Kasprzyk-Hordern vypracovali metdédu pre chirdlnu
analyzu viacerych liecivych latok obsiahnutych vo vzorkach odpadovej vody
(NSAID vratane ketoprofénu, anthelmintikd, antibiotikd...) pomocou LC-
MS/MS za vyuzitia reverzného moédu. Ich cielom bolo vyvinat metddu,
pomocou ktorej by mohlo byt sicasne analyzované ¢o najvicSie mnozstvo
latok. Najskor boli lieciva extrahované z odpadovej vody pomocou SPE za
vyuzitia kolon Visiprep SPE Vacuum Manifold (Sigma-Aldrich) a Oasis
HLBMAX, ako elu¢né €inidlo bol pouZity samotny metanol ¢i metanol s 2%
kyselinou mravcou. Nasledne boli vzorky odparené do sucha a rozpustené
v 0,5 ml mobilnej fazy. Pre nédslednt HPLC analyzu bola vybratd kolona na
baze teikoplaninu ako CSP, za prietoku 0,8 ml/min. Ako vhodné mobilné fazy
boli skisané zmesi amonium acetatu s primarnymi alkoholmi ¢i acetonitrilom
v roznych pomeroch, pH ¢&i koncentracidch organickej zloZzky. NajlepSie
hodnoty rozliSenia a selektivity boli dosiahnuté pri pouZiti fazy so zlozenim
10 mM amoéniumacetat (pH 4,2): metanol (70:30, v/v). Za vysSie uvedenych
podmienok atejto fazy bolo separované 9 zo 16 analyzovanych lieciv.
Retenéné casy uketoprofénu dosiahli u S-(+)-izoméru 27,2 min au
R-(-)-izoméru 29,2 min. Nasledne bola porovnand enanciosepara¢na schopnost’
kolon s naviazanym teikoplaninom ako CSP a s naviazanym CSP- al-kyselym

glykoproteinom. 3°
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4. Experimentalna Cast’

Prvou ulohou v experimentalnej ¢asti bolo najst’ vhodné podmienky pre HPLC
stanovenie  ketoprofénu. Doélezitym  faktorom bol vyber vhodnej
chromatografickej kolony, pre ktoru boli skimané podmienky pre optimalnu
separaciu analyzovaného liediva. Dal§im cielom bolo najdenie podmienok pre
izolaciu jeho enanciomérov na chiralnych stacionarnych fazach v reverznom ¢i
normadlnom mode. Tretou a zaroven poslednou ulohou bolo néjst vhodny
sposob extrakcie ketoprofénu z plazmy a uskutocnit’ jeho naslednti analyzu

pomocou HPLC.

4.1 Pouzité pristroje, chemikalie, pomocky

4.1.1 Pristroje

e Kvapalinovy chromatograf Prominence, Shimadzu, Japonsko
Degaser DGU-20A3

- Cerpadlo LC-20AD

- Autosampler SIL-20AC

- Kolonovy priestor CBM-20A

- DAD detektor SPD-M20A

- Riadiaca jednotka CTO-20AC

- Software: LC Solution Version 1.22 SP1
e Analytické vahy, Kern ALS 220-4N, Nemecko

e Acidimeter 333 Druopta, Praha, Ceska republika

e Ultrazvukovy ktipel’ K10, Kraintek, Slovenska republika

e Centrifiga CL31R Multispeed, Trigon-plus®, Ri¢any u Prahy, Ceské
republika

e Trepacka Kavalier, Sklarny Kavalier a.s., sidlo Sdzava, zdvod Votice,

Ceska republika
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4.1.2 Chromatografické kolony

LiChro CART® 125-4 Lichrospher® 100 RP-18 (5 pm), Merck
Chiralcel OD-R, 250 x 4,6 mm, (10 um), Daicel Chemical industries

4.1.3 Chemikalie

Metanol CHROMASOLV®, > 99,9%, SIGMA-ALDRICH, Nemecko
Acetonitril CHROMASOLV®, > 99,9%, SIGMA-ALDRICH,
Nemecko

2-Propanol, SCHARLAU, Nemecko

n-heptan, 99%, SCHARLAU, Nemecko

n-hexan, > 97,0%, SIGMA-ALDRICH, Nemecko

Voda Cistena reverznou osmozou

Kyselina mrav¢ia, 84-87%, LACHEMA n.p. Brno, Ceska republika
Kyselina chlorista, LACHEMA n.p. Brno, Ceska republika
Kyselina fosfore¢na, LACHEMA n.p. Brno, Ceska republika
KH,POy4, Dr. Kulich Pharma, s.r.o., Ceska republika

Na;HPOy4 . 12 H>0, Dr. Kulich Pharma, s.r.o, Ceska republika
KPFs, > 99,9%, ALDRICH CHEMISTRY, Nemecko

NaClO4, SIGMA-ALDRICH, Nemecko

Hydroxid sodny, Dr. Kulich Pharma, s.r.o., Ceska republika
Dietyléter, Lach-ner s.r.0., Neratovice, Ceska republika

Dichlormetan, MERCK, Nemecko

4.1.4 Standardy

Ketoprofén, SIGMA-ALDRICH, Nemecko
Benetazon, SIGMA-ALDRICH, Nemecko
Metylparabén, SIGMA-ALDRICH, Nemecko
Propylparabén, SIGMA-ALDRICH, Nemecko
Butylparabén, SIGMA-ALDRICH, Nemecko
Fenacetin, SIGMA-ALDRICH, Nemecko
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e Chloramfenikol, Galenicka laboratof Ostrava, Ceska republika
e Diklofenak, SIGMA-ALDRICH, Nemecko

e Molsidomin, SIGMA-ALDRICH, Nemecko

e Acetanilid, SIGMA-ALDRICH, Nemecko

e Omeprazol, SIGMA-ALDRICH, Nemecko

e Indometacin, min. 99% TLC, SIGMA-ALDRICH, Nemecko

e Piroxikam, SIGMA-ALDRICH, Nemecko

e Kyselina niflumovéa, SIGMA-ALDRICH, Nemecko

4.1.5 Pomocky

Z laboratorneho skla boli pouzité k experimentalnej casti odmerné banky,
odmerné valce o réznych objemoch, pipety o objeme 1-10 ml, mikropipety
o objeme 100-1000 pl, sklenené naddoby na mobilné fazy o objeme 500 ml.
Okrem iného boli tiez pouzité kadic¢ky, lieviky a pre meranie v kvapalinovom
chromatografe vialky. Taktiez boli potrebné pomocky ako lyzicka, kopistka,

pipetovaci balonik a miesadlo.
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4.2 Chromatografické podmienky pre HPLC

analyzu ketoprofénu

Priprava zasobného roztoku ketoprofénu o koncentracii 0,1 mg/ml

Na analytickych vahach bolo navazené 5 mg ketoprofénu a néasledne doplnené

metanolom po rysku 50ml odmernej banky.
Priprava pufru pre mobilnu fazu

Vodny roztok KH2PO4 o koncentracii 0,01M bol pripraveny navdzenim 1,361g
Cistej substancie, jej rozpustenim v Cistenej vode pre HPLC a doplnenim do
objemu 1000 ml v odmernej banke. Nasledne bol roztok filtrovany cez
nylonovy filter 0,45 pum. Pripraveny roztok bol okysleny zriedenou kyselinou
H3PO4 na hodnotu pH 3,4, aby bola potlacend ionizacia ketoprofénu vo
vodnom roztoku. Mobilna f4za bola pripravena zmieSanim pufru a organickej

zloZzky v uvedenom pomere.

4.2.1 Vyber mobilnej fazy

e MeOH : ¢istena voda pre HPLC, pomer 50:50 (v/v)

e MeOH : Cistend voda okyslend pridavkom zriedenej H3POs na pH 3,5;
pomer 50:50 (v/v)

e MeOH : ¢istena voda okyslend pridavkom zriedenej H3PO4 na pH 3,5;
pomer 70:30 (v/v)

e MeOH : ¢istena voda okyslend pridavkom zriedenej H3PO4 na pH 3,5;
pomer 60:40 (v/v)

e MeOH : distena voda okyslend pridavkom zriedenej H3PO4 na pH 3,5;
pomer 55:45 (v/v)

e MeOH : roztok KH2PO4 0,01M okysleny pridavkom zriedenej H3PO4
na pH 3,4; pomer 50:50 (v/v)

e MeOH : roztok KH2PO4 0,01M okysleny pridavkom zriedenej H3PO4
na pH 3,4 ; pomer 60:40 (v/v)

e ACN : roztok KH2PO4 0,01M okysleny pridavkom zriedenej H3POj4 na
pH 3.4; pomer 60:40 (v/v)
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Jednotlivé analyzy boli uskutocnené na koléone LiChro CART® 125-4
Lichrospher® 100 RP-18 (5 pm) pri teplote 25°C, pri prietoku 1 ml/min.
Nastrekovany objem vzorky bol 10 pl.

4.2.2 Vyber vnutorného Standardu

Pri vybere vnutorného Standardu bolo testované niekol’ko zlucenin. Bolo vzdy
navazené priblizne 2,5 mg substancie, ktord bola nasledne rozpustend v 50 ml
metanolu. Vysledné koncentracie pripravenych vzorieck sa pohybovali
v rozmedzi 34-70 pg/ml. Pouzitou mobilnou fazou bol roztok MeOH a
KH2POs4 (pH = 3,4) v pomere 60:40, nastrekovany objem bol 10 ul a teplota
kolony bola nastavend na 25°C. Pouzita bola koléona LiChro CART® 125-4
Lichrospher® 100 RP-18 (5 um), rychlost’ prietoku 1 ml/min. SkuSané boli

nasledovné zluceniny :

e Metylparabén

e Propylparabén
e Butylparabén

e Piroxikam

e Kyselina niflumové
e Fenacetin

e Acetanilid

e Molsidomin

e Chloramfenikol
e Diklofenak

e Omeprazol

e Benetazon

e Indometacin

4.2.3 Overenie linearity

5 mg ketoprofénu bolo rozpustené v 50 ml metanolu, ¢im vznikol zasobny

roztok ketoprofénu o koncentracii 100 pg/ml.

10 mg benetazonu bolo rozpustené v 50 ml metanolu, ¢im vznikol zdsobny

roztok benetazonu o koncentracii 200 pg/ml.
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Zo z4sobného metanolického roztoku ketoprofénu (100 pg/ml) bolo pipetované
Iml; 1,5ml; 2,5ml; 3,5ml a 5 ml roztoku a prevedené do piatich odmernych
baniek o objemu 10 ml. Do kazdej odmernej banky bolo potom pridané 2,5 ml
zasobného roztoku benetazonu (200 pg/ml) a objem bol doplneny metanolom
na vysledny objem 10 ml. Vznikla tak rada piatich roztokov s koncentraciami
10; 15; 25; 35 a50 pg/ml ketoprofénu a s konStantnou koncentraciou

benetazonu 50 pg/ml.

Tieto roztoky bolo nasledne analyzované na kolone LiChro CART® 125-4
Lichrospher® 100 RP-18 (5 pum) za pouzitia mobilnej fazy metanol: vodny
roztok KH>PO4 (pH = 3,4) v pomere 60:40 (v/v) a s prietokom 1 ml/min.

4.2.4 Vypracovanie podmienok pre separaciu enanciomérov
Priprava zasobnych roztokov

Pre analyzu v reverznom mode bol pouzity zésobny roztok ketoprofénu
o koncentracii 0,1 mg/ml. Ten bol pripraveny rozpustenim 5 mg Cistej

substancie v 50 ml metanolu.

Zo zasobného roztoku ketoprofénu o koncentracii 0,1 mg/ml bol odobrany 1 ml
roztoku a nasledne zriedeny metanolom na objem 10 ml. Tak vznikol zadsobny
roztok ketoprofénu o koncentracii 0,01 mg/ml, ktory sluzil pre separaciu

v normalnom mode.
Priprava pufrov pre mobilné fazy

Vodny roztok NaClO4 o koncentracii 1 mol/l bol pripraveny navdzenim 140g
NaClOs, jeho rozpustenim v €istenej vode pre HPLC a doplnenim na objem
1000 ml. Nasledne bol roztok filtrovany cez nylonovy filter. Aby sa predislo
ionizécii ketoprofénu v roztoku, bol tento pripraveny roztok okysleny

koncentrovanou kyselinou HC1O4 na hodnotu pH 3,03.

Vodny roztok KPFs o koncentracii 0,1M bol pripraveny navdzenim 9,2 g
substancie, jej rozpustenim v Cistenej vode pre HPLC a doplnenim na objem
500 ml. Potom bol roztok filtrovany a okysleny zriedenou kyselinou H3PO4 na

hodnotu pH 4,06.
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4.2.4.1 Vyber mobilnej fazy

Reverzny mod

e MecOH : roztok NaClO4 1M (pH 3,03); pomer 50:50 (v/v)
e MecOH : roztok NaClO4 1M (pH 3,03); pomer 65:35 (v/v)
e MeOH : roztok NaClO4 IM (pH 3,03); pomer 60:40 (v/v)
e MeOH : roztok NaClO4 IM (pH 3,03); pomer 70:30 (v/v)
e MeOH : roztok NaClO4 IM (pH 3,03); pomer 75:25 (v/v)
e ACN : roztok NaClO4 IM (pH 3,03); pomer 50:50 (v/v)

e ACN : roztok NaClO4 IM (pH 3,03); pomer 35:65 (v/v)

e ACN : roztok NaClO4 1M (pH 3,03); pomer 45:55 (v/v)

e ACN : roztok NaClO4 1M (pH 3,03); pomer 40:60 (v/v)

e ACN : roztok NaClO4 0,5M (pH 3,03); pomer 45:55 (v/v)
e ACN : roztok NaClO4 1M (pH 5,01); pomer 40:60 (v/v)

e MeOH : roztok KPFs 0,1M (pH 4,06); pomer 50:50 (v/v)
e MeOH : roztok KPFs 0,1M (pH 4,06); pomer 65:35 (v/v)
e MeOH : roztok KPFs 0,1M (pH 4,06); pomer 60:40 (v/v)
e MeOH : roztok KPFs 0,1M (pH 4,06); pomer 70:30 (v/v)
e ACN : roztok KPFes 0,1M (pH 4,06); pomer 50:50 (v/v)

e ACN : roztok KPFs 0,1M (pH 4,06); pomer 40:60 (v/v)

Analyzy prebiehali pri prietoku 0,5 ml/min.

Normdalny mod

e 17 -heptan : IPA: HCOOH; pomer 98:2:0,6ml (v/v); prietok 0,5 ml/min
e 7 -heptan : IPA: HCOOH; pomer 98:2:0,6ml (v/v); prietok 1 ml/min
e 7 -heptan : IPA: HCOOH; pomer 98:2:0,6ml (v/v); prietok 0,7 ml/min
e 7 -heptan : IPA: HCOOH; pomer 97:3:0,6ml (v/v); prietok 0,7 ml/min
e 17 -heptan : IPA: HCOOH; pomer 99:1:0,6ml (v/v); prietok 0,7 ml/min
n -heptan : IPA: HCOOH; pomer 99:1:0,6ml (v/v); prietok 1 ml/min

Jednotlivé analyzy boli uskutocnené na koléne Chiralcel OD-R, 250 x 4,6 mm
(10 pm) pri teplote 25°C, pri uvedenych prietokoch. Nastrekovany objem
vzorky bol 10 pl.
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4.2.5 Analyza v biologickom materiali

Priprava zasobnych roztokov

Zasobny roztok ketoprofénu o koncentracii 1 mg/ml bol pripraveny
rozpustenim 10 mg tejto substancie v 10 ml metanolu. Podobne bol pripraveny

1 zasobny roztok benetazonu o koncentracii 1 mg/ml.

Deproteinacia

Do dvoch plastovych skimaviek bolo pipetované po 0,5 ml rozmrazenej
plazmy. Prva skimavka sluzila ako porovnédvaci roztok s Cistou plazmou,
0,5 ml H3;POs a2,0 ml metanolu/acetonitrilu, ktory plnil funkciu
precipitaéného cinidla. Druhd skimavka obsahovala 0,5 ml plazmy, 25 pl
zasobného roztoku ketoprofénu o koncentracii 1 mg/ml, 50 pl zasobného
roztoku benetazonu o koncentracii I mg/ml , 0,5 ml H3POs a 2,0 ml
metanolu/acetonitrilu. Potom boli obe skimavky premiestené do trepacky, kde
bol ich obsah po dobu 10 minat intenzivne pretrepavany. Po desiatich
minutach trepania boli skimavky prenesené do centrifugacného zariadenia, kde
boli 10 minut centrifugované pri otdckach 10 000 za minatu. Do distych
skimaviek bola potom pipetou odobrand ¢ira vrstva metanolu/acetonitrilu,
ktord bola prudom dusiku odparena do sucha. Ziskany extrakt bol nésledne
rozpusteny v 1 ml mobilnej fazy. Tieto vzorky boli analyzované pomocou
HPLC na kolone LiChro CART® 125-4 Lichrospher® 100 RP-18 (5 um) za
pouzitia mobilnej fdzy metanol : vodny roztok KH>PO4 (pH = 3,4) v pomere
60:40 (v/v) a s prietokom 1 ml/min. Pre stanovenie vytaznosti skuSanych latok
zplazmy bolo vykonané meranie porovnavacieho roztoku ketoprofénu
v metanole o koncentracii 25 pug/ml a benetazonu v metanole o koncentracii

50 pg/ml.
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Extrakcia kvapalina — kvapalina (LLE)

Do skiimavky bolo odmerané 0,5 ml rozmrazenej plazmy, ku ktorej bolo
pomocou mikropipety pridané 25 pl zasobného roztoku ketoprofénu 1 mg/ml a
50 pl zasobného roztoku benetazonu 1 mg/ml. Potom bol roztok okysleny
pridanim 0,5 ml zriedenej kyseliny H3PO4 z dovodu potlacenia ionizacie
analyzovanych latok. Podobne bol v druhej skimavke pripraveny kontrolny
blankovy roztok so zlozenim 0,5 ml rozmrazenej plazmy a 0,5 ml H;PO4. Do
obidvoch sktimaviek boli néasledne pridané 2,0 ml organického rozpustadla,
ktoré tvoril dietyléter alebo dichlérmetan. Vzorky boli po dobu 10 minut
intenzivne pretrepavané na trepaCke, potom boli na 10 minat vlozené do
centrifugy, kde boli odstred’ované pri 10 000 otackach za minatu. Organické
vrstvy obsahujice extrakt boli prenesené do Cistych skiimaviek a vysuSené
plynnym dusikom. Extrakty boli potom rozpustené v 1 ml mobilnej fazy. Takto
vzniknuté vzorky boli nasledne analyzované na kolone LiChro CART® 125-4
Lichrospher® 100 RP-18 (5 pm) za pouzitia mobilnej fazy metanol : vodny
roztok KH>PO4 (pH = 3,4) v pomere 60:40 (v/v) a s prietokom 1 ml/min. Pre
stanovenie vytaznosti skiSanych latok zplazmy bolo vykonané meranie
porovnavacieho roztoku ketoprofénu v metanole o koncentracii 25 pg/ml

a benetazonu v metanole o koncentracii 50 pg/ml.
Overenie linearity v plazme

Pre zostrojenie kalibracnej zavislosti v plazme bola pripravend séria piatich
vzoriek s konStantnou koncentraciou benetazonu 50 pg/ml a koncentraciou
ketoprofénu 10,0; 15,0; 25,0; 35,0 a 50 pg/ml. Do piatich skiimaviek bolo
najprv pipetované 0,5 ml plazmy a okyslené pridavkom 0,5 ml zriedenej
kyseliny H3POs4. Potom bolo do skiimaviek pridané 50 pl zasobného roztoku
benetazonu 1 mg/ml aknemu 10; 15; 25; 35, respektive 50 pl zasobného
roztoku ketoprofénu o koncentracii 1 mg/ml. Ku vSetkym vzorkdm boli pridané
2 ml dietyléteru ako extrakéného ¢inidla. Potom bolo vzorky extrahované
pomocou LLE a analyzované na koléne LiChro CART® 125-4 Lichrospher®
100 RP-18 (5 um) za pouZitia mobilnej fazy metanol: vodny roztok KH>PO4
(pH =3,4) v pomere 60:40 (v/v) a s prietokom 1 ml/min.
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Roztok pre stanovenie detekéného a kvantifika¢ného limitu

Roztok ketoprofénu o koncentracii 0,2 pg/ml bol pripraveny nariedenim 10 ul
zasobného roztoku Standardu 100 pg/ml ( zdsobny roztok pre extrakciu
z plazmy) do 5 ml metanolu. Tento roztok bol d’alej riedeny metanolom na
koncentracie 0,4 pug/ml a 0,16 pg/ml. Vzorky boli nasledne analyzované na
koléne LiChro CART® 125-4 Lichrospher® 100 RP-18 (5 um) za pouzitia
mobilnej fazy metanol: vodny roztok KH>POs (pH = 3,4) v pomere 60:40
(v/v) asprietokom 1 ml/min. Vysledky sluzili pre vypocet detekéného

a kvantifikaéného limitu.
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5. Vysledky a diskusia
5.1 Chromatografické podmienky pre HPLC

analyzu ketoprofénu

5.1.1 Stacionarna a mobilna faza

Pri hl'adani chromatografickych podmienok pre analyzu ketoprofénu bolo
najprv nutné¢ ndjst vhodnu stacionarnu a mobilnu fdzu. Ako najvhodnejsia
stacionarna faza bola zvolena kolona LiChro CART® 125-4 Lichrospher® 100
RP-18 s velkostou Castic 5 um. Bolo potrebné najst’ takii mobilna fazu, pri
ktorej by dochadzalo k uplnému rozdeleniu analyzovanej latky a vnitorného
Standardu a s pouzitim ktorej by boli dosiahnuté prijatel'né retenéné ¢asy oboch
latok. Pri vyberu mobilnej faze bolo skiSanych mnozstvo zmesi obsahujticich
vodnu zlozku s r6znym pH a organické rozpustadlo v ré6znych pomeroch. Ako
najvhodnejsia mobilna faza bola zvolend zmes metanolu a vodného roztoku
KH>POs4 ( okysleneného zriedenou kyselinou H3PO4 na hodnotu pH 3.4)
v pomere 60:40 (v/v). Teplota bola nastavend na 25 °C, analyza prebiehala za
prietoku 1 ml/min, nastrekovany objem vzorky cinil 10 pl. Pri tychto
podmienkach dosiahol ketoprofén prijatelny retencny Cas ato priblizne 7,9

minut.
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Obr. 3 Chromatogram analyzy ketoprofénu 0,1 mg/ml; kolona LiChro CART®
125-4 Lichrospher® 100 RP-18 (5 um),; mobilna faza : MeOH : 0,01M
KH>POy (pH 3,4), 60:40 (v/v)

5.1.2 Vnutorny Standard

Ako potencidlne vnutorné Standardy bolo vyskusané niekolko latok. Bolo
nutné vybrat’ taka latku, ktord sa bude eluovat’ v blizkosti ketoprofénu, avSak
s dostatocnym rozdelenim na zékladnej linii, aby nedochadzalo k vzdjomnému
prekrytiu pikov. Piky by mali byt tiez dostatocne ostré a symetrické a zaroven
by mala analyza prebiehat’ v ¢o najkratSom Case. Ako najvhodnej$i vnitorny
Standard bol zo vSetkych skuSanych latok vybraty benetazon, ktory sa za

danych chromatografickych podmienok eluoval v ¢ase 12,08 mintt.

mAU
150 - 254nm,4nm (1.00)
100
s
0 -
00 25 50 75 100  min

Obr. 4 Chromatogram separdcie benetazonu za pouzitia chromatografickych

podmienok uvedenych na strane 53
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Obr. 5 Chromatogram separdcie ketoprofénu a benetazonu za pouzitia
chromatografickych podmienok uvedenych na strane 53

5.1.3 Vyber vinovej dizky

Pre HPLC analyzu ketoprofénu bola zvolena vlnova dizka 254 nm. Pri tejto

vinovej dizke bolo dosiahnuté dobrej citlivosti pre analyzovani latku.
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Obr. 6 Absorpcné spektrum ketoprofénu
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Obr. 7 Absorpcné spektrum benetazonu

5.1.4 Overenie linearity

Po najdeni vhodnych chromatografickych podmienok pre HPLC analyzu
ketoprofénu bolo nutné overit, ¢i vypracovand metdoda poskytuje v danom
koncentratnom rozmedzi linedrnu odozvu. Obvykle sa stanovuje minimélne
pat’ roznych koncentracii v rozmedzi 50-150 % deklarovaného obsahu. Preto
bola pripravena séria vzoriek so Standardom ketoprofénu o koncentracii
10- 50 pg/ml aso Standardom benetazonu o koncentracii 50 pg/ml. Vzorky
boli podrobené HPLC analyze azvysledkov bola nésledne zostavena
kalibratna zavislost pomeru ploch pikov ketoprofénu a benetazonu na
koncentracii ketoprofénu v roztoku. Bola tieZ vypocitana rovnica kalibracnej

priamky a koeficient determinicie R?, ktory nadobudol hodnoty 0,9641.
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Obr. 8 Kalibracna krivka standardného roztoku ketoprofénu a benetazonu,

priprava vid’ strana 54

5.2 Chiralna analyza Kketoprofénu pomocou

HPLC

5.2.1 Stacionarna a mobilna faza

Na zaklade skusenosti zpredoSlych diplomovych prac zaoberajucich sa
chirdlnou separaciou profénov bola pre analyzu ketoprofénu zvolend kolona
Chiralcel OD-R, 250 x 4,6 mm, (10 um), Daicel Chemical industries. Jednd sa
o kolonu zaloZzeni na baze imobilizovaného chirdlneho selektora na
silikagélovom nosi¢i. Ako chiralny selektor je v pripade vybranej; kolony
pouzity tris (3,5- dimetylfenylkarbaméat) celulézy naviazany na 10 um
silikagéli. Pre chirdlnu analyzu ketoprofénu bolo vyskuSané taktieZ rozsiahle
mnozstvo mobilnych faz v najr6znejSich pomeroch za pouzitia normalneho ako
aj reverzného médu. Ked'ze v pripade reverzného modu nedoslo ani k naznaku

rozdelenia enanciomérov, bol ako ucinnej$i zvoleny normélny moéd. Ako
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najvhodnejSia bola zvolend mobilnd faza zlozend zo zmesi heptanu a
2-propanolu v pomere 97:3 spridavkom 0,6 ml kyseliny mravcej pri
prietokovej rychlosti 0,7 ml/min. Za tychto podmienok sa eluoval ketoprofén
ako zmes dvoch enanciomérov v ¢ase priblizne 19,2 minut. Pri vySSom
prietoku sice dochadzalo ku skrateniu reten¢nych ¢asov, ale zaroven k zniZeniu
rozliSenia medzi enanciomérmi (vid’ tabulka 1). Za vybranych podmienok
nedoslo vSak k pInému rozdeleniu enanciomérov az na zékladnej linii, ale pre

nedostatok Casu nebolo mozné d’alej pokracovat’ vo vyvoji vhodnej metody.

mAU

Detector A:254nm

Obr. 9 Chromatograficky zdznam separdcie enanciomérov ketoprofénu za

pouzitia podmienok uvedenych na strane 55.

Tabul’ka 1 Porovnanie rozliSeni aretenénych c¢asov enanciomérov

ketoprofénu v zavislosti na prietoku mobilnej faze

prietok mobilnej fazy rozliSenie retencné ¢asy enanciomérov
(ml/min) (R) (min)
0,5 0,97 24,19 25,44
0,7 1,08 19,17 20,42
1,0 0,58 14,47 15,72
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5.3 Analyza v biologickom materiali

Aby bolo mozné déavkovat vzorku ketoprofénu v plazme do
chromatografického systému, bolo najprv nutné tito vzorku vhodnym
sposobom upravit’. Boli skusané dva sposoby upravy vzorky a to deproitenacia
a extrakcia kvapalina- kvapalina (LLE). Pri deproteinécii bol ako precipitacné
¢inidlo skuSany metanol a acetonitril, pricom lepsich vysledkov bolo
dosiahnuté¢ za pouzitia acetonitrilu. Vytaznost’ tejto metddy bola v priemere
85,84 %. LLE- extrakcia bola vykonana s pouzitim dietyléteru a dichlérmetanu
ako extrak¢ného rozpustadla, pricom za vhodnejsi sposob bola zvolena LLE-
extrakcia s pouzitim dietyléteru. Vytaznost tu bola vyssia ako pri deproteinacii

a ¢inila v priemere 102,42 %.

Analyza takto upravenych vzoriek prebichala na koléone LiChro CART®
125-4 Lichrospher® 100 RP-18 (5 pum) za pouzitia mobilnej fazy metanol:
vodny roztok KH;PO4 (pH = 3,4) vpomere 60:40 (v/v) as prietokom

1 ml/min.

Tabulka 2 Porovnanie hodndt vytaznosti pri extrakcii metddou deproitenacie

a metodou LLE- extrakcie

Deproteinécia - acetonitril LLE extrakcia - dietyléter

1. 2. priemer 1. 2. 3. priemer

98,21 % | 73,46 % | 85,84 % | 102,80% | 114,65% | 89,82% | 102,42%

mAU
50 : 254nm,4nm (1.00)
25 -
0 -
‘ T T T T T T
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 min

Obr. 10 Chromatogram ketoprofénu a benetazonu po extrakcii z plazmy
metodou deproteindcie, chromatografické podmienky uvedené na str. 56
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Obr.11 Chromatogram ketoprofénu a benetazonu po extrakcii z plazmy
metodou LLE extrakcie, chromatografické podmienky uvedené na str. 57

5.3.1 Opverenie linearity v plazme

Linearita charakterizuje schopnost’ davat’ vysledky priamo umerné koncentracii
stanovovanej latky. Téato schopnost’ bola overend kalibra¢nou krivkou, ktora
znazornuje zavislost' koncentracie ketoprofénu na pomeru plochy piku
ketoprofénu a plochy piku benetazonu. Nasledne bola vypocitana rovnica

kalibra¢nej krivky a koeficient determinacie R?.

3 -
2,5 - .
2 -
2
g 1,5 1
N y =0,055x + 0,0391
< 1 R2 = 0,9455
0,5 1 L 2
0 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
¢ (pg/ml)

Obr. 12 Kalibracna krivka po vykonani LLE extrakcie ketoprofénu

a benetazonu z plazmy , priprava vid' strana 57
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5.3.2 Selektivita

Selektivita metddy je vlastnost zmerat danu latku spravne a Specificky
v pritomnosti inych latok, ktoré mozno ocakavat vo vzorke. Pre overenie
selektivity vyvinutej metody bola vykonana analyza slepej vzorky obsahujicej
len extrakt z Cistej plazmy. Z uvedeného chromatogramu je zrejmé, ze pri
retenénom Case ketoprofénu ani benetazonu nevykazuje slepa vzorka plazmy

necistoty, ktoré by rusili priebeh analyzy.

mAU
50 , 254nm,4nm (1.00)
25 -
0
‘ . T T A L R
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 min

Obr. 13 Chromatograficky zaznam po vykonani extrakcie z Cistej plazmy,

podmienky merania uvedené na str. 57
5.3.3 Detekény a kvantitativny limit

Ako parameter citlivosti vyvinutej metddy bol vypocitany detekény
a kvantitativny limit pre ketoprofén. Detek¢ény limit je najniZSia detekovatelna
koncentracia latky, ktord sa nestanovuje kvantitativne. Vyjadruje sa ako
koncentracia analyzovanej latky, pri ktorej sa pomer signdlu k Sumu rovna
stanovit’ s prijatelnou presnostou a spravnostou. Vyjadruje sa ako

koncentrécia, pri ktorej sa pomer signdlu k Sumu rovna hodnote 10. 3

Tabulka 3 Hodnoty limitu detekcie (LOD) a limitu kvantifikacie (LOQ)

koncentracia .,
ketoprofénu | POMersigndluk |y on 1 oimi LOQ (pg/ml)
(ug/ml) sumd

0,160 2,176654 0,2083 0,7212
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5.3.4 Presnost’, spravnost’

Spravnost’ vyjadruje zhodu medzi ziskanym vysledkom a spravnou hodnotou.
Obvykle sa zisti analyzou najmenej Siestich vzoriek a vyjadri sa ako rozdiel
spravnej a ziskanej hodnoty alebo ako vytaznost. Presnost je miera zhody
medzi jednotlivymi vysledkami opakovane ziskanymi s jednou homogénnou
vzorkou. Presnost’ sa vyjadri ako relativna smerodajnd odchylka obvykle

Siestich stanoveni tejto vzorky. 3

Tabulka 4 Hodnoty vytaznosti a relativnej smerodajnej odchylky (RSD) na

troch koncentra¢nych trovniach po extrakcii z plazmy

(ng/m) pomer (g/ml) vyt'aznost’ RSD (%)
Co m c m ()
He Avz/Ais ne (0/0)
0,656201 11,22 112,20
ketoprofén
10 0,676642 11,59 115,92
0,702944 12,07 120,70 3,72
benetazon
50 0,641353 10,95 109,50
0,661150 11,31 113,10
priemer 0,667658 11,428 114,28
1,239749 21,83 87,32
ketoprofén
) 1,255705 22,12 88,48
5
1,274954 22,47 89,88 1,87
benetazon
50 1,213908 21,36 85,44
1,2524 22,06 88,24
priemer 1,247343 21,968 87,87
2,215454 39,57 98,93
ketoprofén
40 2,182998 38,98 97,45
2,152207 38,42 96,05 1,25
benetazon
50 2,209406 39,46 98,65
2,168700 38,72 96,80
priemer 2,185753 39,03 97,58
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Ziskané vysledky vyhovuju smernici Europskej liekovej agentary pre validaciu
bioanalytickych metéd. Podl'a nej by mala spravnost (vyjadrena ako
vytaznost) nadobudat’ hodnot + 15 9% skuto¢nej koncentracie a presnost

(vyjadrena ako relativna smerodajna odchylka) by nemala prekro¢it’ 15 %. '°
5.3.5 Opakovatel’nost’ nastreku

Opakovatel'nost’ nastreku je tu vyjadrena ako relativna smerodajna odchylka
pre pat’ merani vzorky ziskanej po extrakcii z plazmy na troch koncentracnych

urovniach.

Tabul’ka 5 Opakovatel'nost’ nastreku na troch koncentracnych urovniach po

extrakcii z plazmy

RSD
1. 2. 3. 4. 5. priemer SD
(%)
ketoprofén
238506 | 238304 | 240085 | 269696 | 240318 | 245381,8| 13622,14| 5,55
10 pg/ml
benetazon
363465| 352186| 341542 | 420511 | 363485 368237,8| 30611,2 | 8,31
50 pg/ml
ketoprofén
168462 | 168380| 169523 | 167228 | 158763 | 166471,2| 4384,9 | 2,63
25 pg/ml
benetazon
135884 | 134092 | 132964 | 137760| 126767| 133493,4| 4177,376| 3,13
50 pg/ml
ketoprofén
375690| 375801 | 374923 | 369976 | 373615| 374001 | 2413,111| 0,65
40 pg/ml
benetazon
169577| 172149 | 174204 | 167455| 172276| 171132,2| 2632,421| 1,54
50 pg/ml
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6.Zaver

V tejto diplomovej préci boli vypracované optimélne podmienky pre analyzu
ketoprofénu pomocou vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie. Ako
stacionarna faza bola zvolena kolona LiChro CART® 125-4 s napliou
Lichrospher® 100 RP-18 s velkostou cCastic 5 pm a pre mobilni fazu bola
pouzita zmes metanolu a vodného roztoku 0,01M KH>PO4 (pH 3,4) v pomere
60:40 (v/v). Prietokova rychlost’ bola nastavena na 1 ml/min a teplota kolony
na 25 °C. Na kolénu bolo nastrekované 10 pl vzorky a skiimané latky boli
detegované UV detektorom pri 254 nm. Ako vhodny vnutorny Standard bol
vybrany benetazon. Za pouzitia tychto podmienok boli dosiahnuté retencné

Casy ketoprofénu a benetazonu zhruba 7,9 a 12,08 minut.

Dalia Gast’ prace sa zaoberala chiralnou analyzou ketoprofénu, kde bolo
cielom najst podmienky pre separaciu jeho enanciomérov. Na zaklade
poznatkov zo $tadii a predoslych diplomovych prac zaoberajucich sa touto
tematikou bola ako najvhodnejSia zvolena koldéna Chiralcel OD-R, 250 x 4,6
mm, (10 pm). Mobilna fadza pozostavala z heptanu a 2-propanolu s pridavkom
0,6 ml kyseliny mravéej v pomere 97:3 (v/v). Pri prietokovej rychlosti
0,7 ml/min sa eluoval ketoprofén ako zmes dvoch enanciomérov v Case

priblizne 19,2 minut.

Pre upravu biologického materidlu bola vybrand metoda extrakcia v systéme
kvapalina-kvapalina. Ako extraké¢né cCinidlo bol zvoleny dietyléter, pricom
vytaznost Cinila v priemere 102,42 %. Nasledovala validdcia vyvinutej
metody, kde bola overovana linearita, presnost, spravnost’ ako aj selektivita

separacie.

70



7. Zo0znam skratiek

e SF =stacionarna faza

e MF = mobilna faza

e CSP = chiralna stacionarna faza

e (D = cyklodextriny

e MeOH = metanol

e ACN = acetonitril

e [PA =2-propanol

e HPLC = vysokoucinna kvapalinova chromatografia
e SPE = extrakcia tuhou fazou

e LLE = extrakcia v systéme kvapalina- kvapalina
e SPME = mikroextrakcia na tuhej faze

e TLC = tenkovrstvova chromatografia

e UHPLC = ultra-vysokouéinna kvapalinova chromatografia
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