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ABSTRAKT

Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra biofyziky a fyzikalni chemie
Kandidat: Tomds Kouril

Konzultant: Ing. Vladimir Kubicek, CSc.

Nazev diplomové prace: HPLC analyza léCiv

Diplomova prace popisuje hledani nejvhodnéjsich podminek pro separaci dvou enantiomeri
1é¢iv betaxololu a bisoprololu pomoci metody HPLC.

Cilem bylo najit vhodnou isokratickou separa¢ni metodu pro tyto latky po extrakci z plazmy,
ktera by mohla byt vyuZita pri farmakokinetickych experimentech. Byla pouZita kolona Dai-
cel Chiralcel ® OD-R 4,6 mm x 250 mm. NejlepSich vysledkd bylo dosaZeno se sloZenim
mobilni faze acetonitrilu a vodného roztoku chloristanu sodného (1 molarni) v poméru 50:50
pro betaxolol a poméru 35:65 pro bisoprolol. Kolona byla termostatovana na 25 °C. Béhem
experimentti byla pouZivana UV detekce (A = 190 nm). Jako vnitini standardy byly testovany
tramadol a O-desmethyltramadol. Dale byla zkouSena metoda LLE pro zpracovani biolo-

gickych vzorkt pred provedenim vlastni HPLC.



ABSTRACT

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Biophysics and Physical Chemistry
Candidate: Tomas Kouril

Consultant: Ing. Vladimir Kubicek, CSc.

Title of Thesis: HPLC analysis of Drugs

The diploma thesis describes selection of the most suitable conditions for determination of a two
enantiomers of drugs betaxolol and bisoprolol with a method HPLC.

The aim of the thesis was to find a suitable isocratic method for the substances for extraction
from plasma. The chromatographic column Daicel Chiralcel ® OD-R 4,6 mm x 250 m was
utilized. The best results were achieved with mobile phase consisting of acetonitrile and
aqueous solution of sodium perchlorate (1 molar) in volume ratio 50:50 for betaxolol and
35:65 for bisoprolol. The column was thermostated at 25 °C. UV detection (A = 190 nm) was
applied to get a sufficient sensitivity. Tramadol and O-desmethyltramadol was tested as an
internal standard. Biological samples were tested by LLE before the HPLC analyses.

Furthermore, the LLE method for biological samples was tested before performing HPLC.
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SEZNAM ZKRATEK

ev. eventualné

HPLC High Performance Liquid Chromatography (vysok-
ucinnd kapalinova chromatografie)

ISA Intrinsic Sympathomimetic Activity (vnitini sympatomi-

meticka aktivita)

IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry
(Mezinarodni unie pro Cistou a uZitou chemii)

LLE Liquid-Liquid Extraction (extrakce kapalina-kapalina)
MTBE methyl (terc-butyl)ether

uv Ultraviolet (ultrafialové)

VIS Visible (viditelné)



UVOD

Skupina 1éCiv zvana beta-blokatory jsou v praxi Casto pouZivané 1écivé latky, protoZe k jejich
hlavni indikaci patfi 1écba kardiovaskularnich onemocnéni. Jedna se o jednu z hlavnich sku-
pin pro l1écbu infarktu myokardu, srdecniho selhdni a hypertenze. JiZ nyni miliony pacienti
trpi uvedenymi chorobami a s rstem incidence kardiovaskuldarnich onemocnéni v populaci
lze predpokladat jeSté vétSi nartist spotieby léciv s obsahem beta-blokatorti. Skupina beta-
blokatort je typickym prikladem tzv. me too drugs, coz znamena velkou skupinu léciv a kaz-
dé 1é¢ivo ma pouze minimalné obménénou strukturu [1], [2].

Tématem této diplomové prace byla chirdlni separace dvou zastupcli beta-blokatori be-
taxololu a bisoprololu. Cilem prace bylo nalézt separacni podminky dvou enantiomerti obou
latek, ptfipadné vyzkouSet mozné vnitini standardy. Separace obou enantiomerti je velice Za-

doucti, protoZe poZadovany ucinek ma pouze jeden z nich.



1 TEORETICKA CAST

Teoreticka cast prace se sklada z Sesti casti. Nejprve se prace vénuje skupiné 1é¢iv beta-bloka-
tort, jejich vlastnostmi, Gcinky, farmakokinetikou aj. Druha cast se zabyva chiralitou a jejimu
vlivu na organismus. Ve tieti Casti se prace zaobira obecnymi principy chromatografie a dalsi
cast se vénuje prfimo metodé HPLC. V paté kapitole je probirana chiralni separace. Posledni

cast prace se zabyva validaci metod.

1.1 Beta-blokatory

Tato skupina léCiv je také nazyvana jako betalytika nebo betaadrenolytika. VeSkeré ucinky
beta-blokatorti jsou zptisobeny blokadou B-adrenergnich receptor. Hlavnimi zprostfedkova-
teli ucinku adrenergnich receptort jsou stresové hormony adrenalin a noradrenalin. Adrenalin
je uvoliovan z drené nadledvin a noradrenalin z postgangliovych vlaken v cilovych organech
a v centralnim nervovém systému. Aktivace (-adrenergnich receptorii je spojena s pripra-
venosti organismu na fyzickou aktivitu v zatéZové situaci, napf. uvoliiovani energie ze zasob,
zvySeni krevniho tlaku a zvySeni srdecni ¢innosti. Beta-blokatory (-adrenergni receptory za-
blokuji, ¢imz zpomaluji srdeCni Cinnost, sniZzuji krevni tlak a sniZuji odbouravani energe-
tickych zasob organismu. Jsou rozliSovany dva typy B-receptord, a to 1 a 2. Blokadou 1
nebo 2 receptorti jsou docileny rtizné Gcinky léciv. f1-receptory se vyskytuji zejména v srd-
ci, v gastrointestinalnim traktu a v ledvinach, zatimco [2-receptory se nachazeji hlavné
v bronchialnim traktu, cévach a déloze. Podle afinity k B-receptorim délime betablokatory
na selektivni, které pisobi pouze na 1-receptory v srdci, a neselektivni, které ptisobi na 31 i

[B2-receptory (viz tabulka ¢. 1) [3], [4].

Tabulka 1: Rozdéleni beta-blokatort podle selektivity [5]

Neselektivni bez Neselektivni s Kardioselektivni bez Kardioselektivni s
ISA ISA ISA ISA
Metipranol Bopindolol Atenolol Acebutolol
Sotalol Pindolol Betaxolol
Bisoprolol
Esmolol
Metoprolol
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Chemicky maji beta-blokatory pomérné jednotnou strukturu, jedna se o derivaty aryloxyami-
nopropanolu (viz obr. €. 1). Substituenty na izopropanolové skupiné (vyznaceno zelené) roz-
hoduji o hydrofobicité. Se stoupajici hydrofobicitou se zvySuje hromadéni latky v mem-
branach a také stabilizujici u¢inek na membrany. Ve strukture se nachazi opticky aktivni uhlik
(vyznaCen hvézdickou). Sympatolyticky icinek ma pouze S-(-)-forma a obé formy maji ne-
specifické biologické ucinky, napf. stabilizace membran nebo lokalné anestetické ucinky. Ve
vétsiné piipadt (vyjimkou je penbutolol a timolol) jsou beta-blokatory podavany ve formé ra-
cemickych smési s tim, Ze sympatolyticky ptisobi pouze polovina davky [4].
H CHy

R : |
Kf :‘}—G CHy—C— M, NH—C—F,
i |

OH CH;

Ry = H nebo CH,
* asymetricky uhlik

zakladni struktura [-sympatolytik

Obrazek 1:0Obecny vzorec beta-blokatort [6]

Dilezitou roli hraje také vnitfni sympatomimeticka aktivita (ISA), coZ znamena urcity rozsah
B-adrenomimetického ptisobeni oznacované jako kompetitivni dualismus. Nedochazi k tak
razantnimu sniZeni tepové frekvence, coZ lze interpretovat negativné z terapeutického hledis-
ka, protoZe pfi infarktu myokardu zavisi sniZeni mortality na sniZeni tepové frekvence [5].
Beta-blokatory se béZné pouzivaji k 1é¢bé [5]:

e hyperkinetické cirkulace (zvySeni ptisobeni sympatiku na srdce),

e supraventrikularni arytmie,

® angina pectoris,

e esencialni a rendlni hypertenze,

e profylaxe reinfarktu,

¢ glaukom (lokalné).
Mimo selektivitu na receptory je dilezZita pro vybér konkrétniho lé¢iva také rozpustnost v tu-
cich (lipofilita) nebo ve vodé (hydrofilie). Rozdéleni beta-blokatort podle lipofility/hydrofili-
ty lze nalézt v tabulce €. 2. Lipofilni beta-blokatory se metabolizuji v jatrech a maji kratsi
polocas ucinku. Lipofilni beta-blokatory pronikaji lehce pres bunéné membrany vcetné bari-

éry centralni nervové soustavy, z ¢ehoZ vyplyvaji nezadouci tcinky téchto 1é¢iv—nespavost,
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unava. Hydrofilni beta-blokatory se nemetabolizuji v jatrech a vylucuji se ledvinami v ne-

zménéné podobé. Nepronikaji do centralni nervové soustavy a minimalné se vaZou na plaz-

matické bilkoviny v krvi [5].

Tabulka 2: Rozdéleni beta-blokatorti podle lipofility a hydrofility [5]

Lipofilni Hydrofilni SmiSené
Acebutol Atenolol Bisoprolol
Labetalol Betaxolol Bopindolol
Metoprolol Esmolol Carvedilol
Sotalol Celiprolol

Pindolol

Nezadoucimi tcinky beta-blokatort jsou [7]:

Poruchy spanku,

Deprese,

Désivé sny,

Unava diky sniZeni sily stahu myokardu,
Studené ruce a nohy diky zhorSenému prokrveni,
Bradykardie,

Atrio-ventrikularni blokada

Hyperkalémie a retence kyseliny mocové pfi dlouhodobém podavani.

Mezi kontraindikace beta-blokatort patfi [7]:

Bronchidlni astma,

Bradykardie (mensi nez 50 tepti/min),
Hypotenze (mensi nezZ 100 mm Hg),
Atrio-ventrikularni blokada,

Sick-sinus syndrom.

Nevhodna je kombinace beta-blokatorti s 1éky zpomalujicimi srdecni frekvenci, napf. verapa-

mil, diltiazem, amiodaron a digoxin. V tomto pripadé dochéazi k potenciaci ucinkid a mtize vést

k vyrazné bradykardii a zastavé srdce. Beta-blokatory potencuji ti¢inek peroralnich antidiabe-

tik a inzulinu. Mohou také zakryt ptiznaky hypoglykémie [7].
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Betaxolol (viz obr. €. 2)

Sumarni vzorec: CisH»NO;

Molekulova hmotnost: 307,21

Jméno podle IUPAC: 1-[4-[2-(cyclopropylmethoxy)ethyl]phenoxy]-3-(propan-2-ylamino)pro-
pan-2-ol

pKa: 9,4

Betaxolol je volné rozpustny ve vodé, metanolu, ethanolu a chloroformu. Rozpustnost ve

vodé je 451 mg.L™".

OH

o LN
T
V/\O

Obrazek 2: Vzorec betaxololu [8]

Betaxolol je kardioselektivni antagonista 31-adrenergnich receptori bez vnitini sympatomi-
metické aktivity. Betaxolol se selektivné a kompetitivné vazZe na receptory 1 a blokuje 1 re-
ceptory v srdci, ¢imZ sniZuje kontraktilitu srdce a tepovou frekvenci. To vede ke sniZeni sr-
decniho vydeje a krevniho tlaku. P¥i topické aplikaci do oka sniZuje sekreci nitroocni tekutiny,
coZ vede ke sniZeni nitrooc¢niho tlaku. Nadale betaxolol zabranuje sekreci reninu. Renin je
hormon uvoliiovany ledvinami a jeho tcinkem se zuZuji cévy. Blokaci uvolnéni reninu je do-
saZeno sniZeni krevniho tlaku. Betaxolol je racemickou smési [9], [10].

Biologicka dostupnost betaxololu po perordlnim podéni je cca 90 %. Maximadlni koncentrace
l1éciva v krvi se dosahne po 1,5 aZ 6 hodinach a cca 50 % je navazano na plazmatické bilkovi-
ny. Biologicky poloCas je mezi 14 a 22 hodinami. Eliminace 1éciva probiha ledvinami
po predchozi transformaci v jatrech [9], [10].

Bisoprolol (viz obr. ¢. 3)

Sumarni vzorec: CisH3NO,

Molekulova hmotnost: 325,45

Jméno podle IUPAC: 1-(propan-2-ylamino)-3-[4-(2-propan-2-
yloxyethoxymethyl)phenoxy]propan-2-ol

pKa: 9,27 a 14,09
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Bisoprolol je volné rozpustny ve vodé, metanolu, ethanolu a chloroformu. Rozpustnost ve

vodé je 2240 mg.L™.
OH
H

O N\(
)\O/\/O

Obrazek 3: Vzorec bisoprololu [11]

Bisoprolol ma stejné farmakologické ti¢inky jako betaxolol (viz vySe). Biologicka dostupnost
bisoprololu po peroralnim podani je cca 80 %. Maximalni koncentrace 1éciva v krvi se dosah-
ne po 2 az 4 hodinach a cca 30 % je navazano na plazmatické bilkoviny. Biologicky polocas
je mezi 9 a 12 hodinami. Eliminace 1éciva probiha ledvinami. Farmakokinetické charakteris-

tiky obou enantiomert jsou stejné [12], [13].

1.2 Chiralita

S otazkou chirality chemické molekuly souvisi pojmy symetrie a asymetrie molekuly. Mole-
kulu 1ze nazvat asymetrickou tehdy, kdyZ neobsahuje Zadny prvek symetrie (rovina symetrie
nebo stfed symetrie). Asymetrie je zakladnim predpokladem pro existenci enantiomerd.
Typickym piikladem asymetrie je atom uhliku se C¢tyFmi riiznymi substituenty, ktery Ize ozna-
Cit za stfed chirality. Enantiomery jsou nazyvany molekuly, které jsou zrcadlovymi obrazy
jedna druhé. Pro lepsi pochopeni jsou uvadény priklady levé a pravé ruky. Enantiomery jsou
v nazvu slouceniny rozliSovany pomoci predpony (+) nebo (-) podle toho, jakym smérem ota-
¢i rovinu polarizovaného svétla. Enantiomery se ve strukture navzajem liSi absolutni konfigu-
raci. Absolutni konfigurace vyjadfuje presnou formu zapisu jedné ze dvou enantiomernich fo-
rem. Jednoznacnym vyjadfenim absolutni konfigurace je nakresleni vzorce molekuly. Pti pi-
semném vyjadieni absolutni konfigurace je nejcastéji vyuzivana konvence R/S [14].

K urceni konfigurace R/S jsou pouzivana Cahn-Ingold-Prelogova pravidla posloupnosti [14]:
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1. Atomim piimo pripojenym k stereogennimu centru je pfifazena priorita podle
klesajicich protonovych cisel. Atom s nejvy$Sim protonovym cislem je oznacen
jako prvni a atom s nejniZSim protonovym cislem jako Ctvrty.

2. Nejde-li o priorité rozhodnout dle predchoziho bodu, jsou porovnana protonova cis-
la druhych atomt v kazdém substituentu. Je-li to nutné, lze pokracovat do dalSich
stupnd.

3. Jsou-li atomy vazany nasobnymi vazbami, je s nimi pocitano jako s ekvivalentnimi
stejnému poctu atomu pripojenych jednoduchou vazbou.

Obrazek 4: Absolutni konfigurace dle Cahn-Ingold-Prelovova systému [15]

Po prifazeni priority vSem Ctyfem atomum je tfeba natocit molekulu tak, aby atom s nejnizsim
Cislem priority sméfoval od pozorovatele smérem dozadu (viz obr. ¢. 4). Zbyvajici tfi
substituenty jsou sefazeny od nejvyssi po nejmensi. JestliZe je postupovano od 1 do 3 ve smé-
ru hodinovych rucicek, jedna se o R-konfiguraci a naopak, jestliZe je postup od 1 do 3 proti
sméru hodinovych rucicek, jedna se o S-konfiguraci [14].

Diastereoizomery jsou stereoizomery, které nejsou enantiomery. Tzn. diastereoizomery jsou
stereoizomery, které navzajem nejsou zrcadlovymi obrazy. Rozdil mezi enantiomery a diaste-
reoizomery spocivad v tom, Ze enantiomery maji navzdjem opacnou konfiguraci na vSech
chiralnich centrech. Naopak diastereoizomery maji opacnou konfiguraci pouze na nékterych
chirdlnich centrech. Rozdil mezi diasterecizomery a diastereocizomery je patrny na obr. €. 5.
Enantiomery maji stejné fyzikalni a chemické vlastnosti, naopak diastereoizomery maji roz-

dilné chemické vlastnosti [16], [17].
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H——C——0OH H——=C——0CH
{R}‘ CD]'&SWI'COI'I'IEI'S > (S) ‘
H—T—OH HO T H
CHZOH CH3OH

Enantiomers

IOWOAINSEI] .
SIDWOAINSeI] >

NO 2NN AN BN
CHO CHO
() ‘ (8) ‘
HO——C——H HO——C——H
H(_R](‘;_OH (il)iasteremnerb? Hoﬁ(‘;_H
C‘,HEOH CH,0H

Obrazek 5:Konfigurace enantiomerd a diastereoizomert [18]

S tématem jeSté souvisi dva vyznamné terminy, a to meso-sloucenina a racemicka smés.
Meso-slouceniny maji sice v molekule stereogenni centra, ale jsou achiralni. Je to dano tim,
Ze molekula obsahuje rovinu symetrie. Racemickou smési je oznacovana kazda latka, ktera
obsahuje ekvimolarni mnoZstvi enantiomert [16].

Za chirélni je oznacovana molekula, kterd neni totoZna se svym zrcadlovym obrazem a exis-
tuje ve dvou enantiomernich formach. Molekula nemtiZze byt chiralni v pripadé, Ze ma rovinu
nebo stfed symetrie. Molekula, ktera je ztotoZnitelna se svym obrazem je achiralni. Zjednodu-
Sené lze Tici, Ze asymetricka molekula je vZdy chiralni, ale naopak chiralni struktura nemusi
byt asymetrickou. VesSkeré chirdlni molekuly jsou latky separovatelné v enantiomery. VSechny
molekuly opticky aktivnich latek jsou chiralni. Jinak lze Fici, Ze racemat je chiralni a také oba

enantiomery. V pripadé chirality je nutnym predpokladem definovana a alesponi doCasné ne-

meénna konfigurace a konformace [16].
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Obrazek 6: Princip polarimetru [19]

Svétlo tvori elektro-magnetické viny, které kmitaji kolmo na rovinu sméru Sifeni svétla. V pri-
padé nepolarizovaného svétla probihaji kmity v nekonecné mnoho rovinach. Pokud dojde
k polarizaci svétla polarizatorem, projdou pouze elektromagnetické vlny v jedné roviné. Op-
ticky aktivni 14tky rovinu polarizovaného svétla odklani o ur¢ity tihel o. Uhel otdceni je méfen
pomoci pristroje zvany polarimetr (viz obr. ¢. 6). Analyzovana molekula miize stacet rovinu
polarizovaného svétla doleva, potom lze mluvit o levotocCivé molekule, nebo doprava, pak 1ze
mluvit o pravotoCivé molekule. Konvence znaceni levotocivych sloucenin je (-), u pravoto-
¢ivych jde o (+). Znaceni je uvadéno na zacatku nazvu molekuly, napt. (+)-betaxolol. Opticka
otacivost danych molekul zavisi na koncentraci slouceniny a délce kyvety. Pro potfeby po-
rovnani optickych otacivosti molekul mezi sebou byla zavedena velic¢ina specificka opticka
otacivost [o]p [14:

.

[a]D:l.c

b

kde a je pozorovany uhel rotace v °,
1 je délka kyvety v dm,
c je koncentrace v g.ml™.
V ramci standardizovanych podminek méfeni je pouZivana tzv. sodikova cara, coz je Zluté

svétlo o vinové délce 589 nm [14].
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Obrazek 7: Interakce paru enantiomert s chirdlnim receptorem [20]

Enantiomery chirdlnich molekul maji stejné fyzikalni vlastnosti, ale mohou se liSit biolo-
gickymi ucinky. OdliSné dcinky enantiomerd jsou zplisobeny stavbou chirdlniho receptoru,
kam zapadne pouze enantiomer s urcitou konformaci. Druhy enantiomer nehodici se stavbou
do receptoru nezpitisobi poZzadovany ucinek (viz obr. ¢. 7). Popsany stav znacné ovliviiuje Gci-
nek 1é¢iv na lidsky organizmus. Typickym piikladem je latka ibuprofen, kdy je G¢inny pouze
(S)-forma a (R)-forma je neticinng, ale v 1éCivech je pouZivana racemicka smés. Stejnym pfi-
padem jsou také beta-blokatory, coZ bylo uvedeno vysSe. Chiralita 1éCiv je dlleZitym tématem,
protoZe byl zaznamenan pripad otravy po poZiti relativné bezpe¢ného dextromethorfanu pri
souCasném poziti levometorfanu. Zatimco prvni enantiomer je antitusikum, druhy enantiomer
je velmi ucinnym narkotikem s uzkym terapeutickym rozmezim. Notoricky znamym je ptipad

thalidomidu [21].

1.3 Chromatografie

Principem chromatografie je rozdéleni analyzovanych latek mezi dvéma fazemi, kterymi jsou
jedna nepohybliva- stacionarni a druha pohybliva- mobilni. Pfi chromatografické analyze do-
chazi k neustalému nalézani rovnovaZzného stavu mezi stacionarni a mobilni fazi. K separaci
dojde na principu rtzné afinity délené latky k obéma fazim. Stacionarni faze je reprezen-
tovana naplni kolony nebo ploSnou vrstvou a mobilni faze volné unési analyzovanou latku.
Uvedenou technikou lze oddélit jednotlivé sloZky analyzované smési a urcit jejich koncentraci

[22].
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Podle typu mobilni faze lze chromatografické metody rozdélit na [22]:

Plynovou chromatografii (GC), kde je mobilni fazi plyn,

Kapalinovou chromatografii (LC), kde je mobilni fazi kapalina.

Kapalinova chromatografie ma dvé formy provedeni [22]:

Plosné usporadani, napr. tenkovrstva chromatografie (TLC) nebo papirova chroma-
tografie (PC),

Kolonové usporadani, napr. vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC).

Dalsi mozné déleni chromatografickych metod je podle podstaty separacniho procesu [22]:

Adsorpcni chromatografie, jejiz podstatou je separace na zakladé rozdilné adsorpce
na povrchu absorbentu. Nejcastéji pouzivanymi adsorbenty je silikagel a oxid hlini-
ty.

Rozdélovaci chromatografie, jejiz podstatou je separace na zdkladé rozdilné roz-

pustnosti separovanych latek ve dvou navzajem nemisitelnych kapalindch. Jedna
z kapalin je pouZita jako stacionarni faze a musi byt zakotvena na vhodném nosici.

Iontové vyménna chromatografie (IEC), jejiZ podstatou je separace na zakladé roz-
dilné afinity délené latky k iontovyménnym skupinam. Délené latky jsou zpravidla
v iontové formé.

Gelova chromatografie, jejiZ podstatou je separace na zadkladé velikosti molekul.
Kolona je naplnéna gelem, kterym protéka mobilni faze s analyzovanym vzorkem.
Malé molekuly pronikaji do poérti vSech velikosti a naopak velké molekuly do port
malych velikosti neproniknou. Schopnost separace je zavisla na velikosti péri gelu.

Afinitni chromatografie, jejiZ podstatou je pouZiti imobilizovaného ligandu reaguji-
ciho specificky s enzymem, ktery ma byt separovan. VyuZiva vyjimecné biologické
schopnosti nékterych latek specificky a reverzibilné vazat komplementarni latky
(nejcastéji bilkoviny nebo nukleové kyseliny), napf. vazba enzym-substrat nebo
protilatka-antigen [23].

DileZitym ukazatelem pro chromatografii je rozdélovaci koeficient, kterym se vyjadfuje po-

mér rovnovaznych koncentraci latky v obou fazich. Pfi procesu chromatografie opakované

dochazi k prechodu latek do stacionarni faze a zpatky do mobilni faze. V okamzZiku pribliZeni

rovnovaznému stavu lze rozdéleni latky mezi obé faze popsat rozdélovacim koeficientem K,

kdy:

K =[A]/[A]n.

Rozdélovaci koeficient je, jako podil dvou koncentraci, bezrozmérny. Obvykle vyjadfovan

v logaritmickém tvaru log K. JelikoZ je hodnota K zavisla na okolnich podminkach, nap¥. tep-

lota a pH, je nezbytné definovat stalé podminky prostredi. [24].
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DalSim dtlezitym ukazatelem pro chromatografické metody je veliCina retencni cas tg. Re-
tencnim ¢asem rozumime dobu, kterd ubéhne od nastfiku analyzované latky do dosazZeni vr-
cholu piku. Retencni Cas je kvalitativni charakteristika latek. Reten¢nim objemem Vg rozumi-
me objem mobilni faze, ktery proteCe kolonou za retencni cas. Retencni objem lze vyjadrit
vztahem [25], [26]:

Vr=Fn.tg,

kde F,, znamend pritok mobilni faze uddvany v ml.min™.

1.4 HPLC

HPLC je zkratkou anglického High Performance Liquid Chromatography, coz lze prelozit
jako yysokoucinna kapalinova chromatografie [22].
Principem separace pii HPLC je rtzna afinita sloZek vzorku k mobilni a stacionarni fazi.
S rostouci afinitou dané latky ke stacionarni fazi se sniZuje pohyb sloZek vzorku chromato-
grafickym systémem. PTi postupu vzorku kolonou se jednotlivé slozky vzorku déli a potom
dospéji k detektoru v riznych retencnich ¢asech. Jak je patrné z ndzvu metody, mobilni fazi je
kapalina a stacionarni fazi je film dané latky zakotveny na povrchu nosice nebo pevny adsor-
bent [27], [28].
HPLC je v souCasnosti Siroce pouZivana separacni technika. Aplikace metody HPLC je
ve vSech oblastech, kde je alesponi minimalné vyuZivana analyticka chemie, tj. v klinické, en-
vironmentalni, primyslové, soudni a predevsim farmaceutické analyze. Dale je mozné HPLC
pouzit v analyze potravin a zivych organizmu. I pfes vice neZ stoletou historii metody, do-
chazi k neustalé modifikaci a vylepSovani. ZvySuje se pocet latek, které lze soucasné analy-
zovat v jednom experimentu. Nejvétsi pokroky jsou dosahovany ve vyvoji novych sepa-
racnich médii, ktera urychluji postupy, zvysuji Gc¢innost, rychlost a selektivitu separace [27],
[28].
Separace pomoci HPL.C muiZe probihat ve dvou variantach [28]:

¢ Normalni HPLC znamena, Ze stacionarni faze je polarnéjsi neZ faze mobilni.

¢ Reverzni HPLC znamena, Ze mobilni faze je polarnéjsi nez faze stacionarni.
V soucasné dobé je vice pouZivana separace pomoci reverzni HPLC.
Pro HPLC analyzu je klicové slozZeni mobilni faze, zda je konstantni nebo se v priibéhu analy-
zy méni. Izokraticka eluce znamenda konstantni sloZzeni mobilni faze po celou dobu analyzy a
naopak pfi gradientové eluci se sloZeni mobilni fize méni tak, Ze sloZeni mobilni faze se méni

ve prospéch elucni slozky s vyssi elucni silou. Izokraticka eluce je vyhodna k separaci smési
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s podobnymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi a naopak gradientova eluce je vhodna

pro separaci latek s vysoce odliSnymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi [27].

1.4.1

Instrumentace HPLC

ZjednoduSené schéma chromatografu je uvedeno na obr. ¢. 8. Kapalinovy chromatograf se

sklada z casti, které musi zajistit zakladni funkce [29]:

Uchovani a transport mobilni faze (zasobnik mobilni faze a cerpadlo),
Davkovani vzorku (autosampler),

Separace analyzovanych latek (chromatograficka kolona),

Detekce analyzovanych latek (detektor),

Zaznamenavani dat (pocitac).

Pri transportu mobilni faze je dtlezitym pfistrojem odplynovac¢ mobilni faze. JestliZze je v mo-

bilni fazi pritomen vzdusny kyslik dochazi ke zkresleni vysledki analyzy [22].
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Obrazek 8: Jednoduché schéma HPLC [30]

Ruzné typy detektorti jsou zaloZeny na riznych chemicko-fyzikalnich jevech [22]:

Detektory UV/VIS jsou zaloZeny na absorpci ultrafialového a viditelného zareni
v oblasti vinovych délek 190 az 800 nm,

Fluorescencni detektory méri sekundarni zareni, které latky vydavaji po prijeti pri-
marniho excitacniho elektromagnetického zareni,

Elektrochemické detektory méri nékterou z elektrickych velicin (proud, elektrodovy
potencial atd.) vyvolanou priichodem latky priitokovou celou detektoru,

o4

Vodivostni detektor, méfi elektrickou vodivost analytu v priitokové cele mezi dvéma

elektrodami, na které je vkladano stfidavé napéti, aby se zabranilo polarizaci téchto
elektrod.

Chemiluminiscencni detektor méfi fluorescenci, ktera je vyvolana chemickou reak-
ci,
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® Detektor ELSD (Evaporative Light Scattering HPLC Detector) slouzi hlavné k de-
tekci latek, které ve své molekule neobsahuji Zadny chromofor nebo fluorofor, napf.
fosfolipidii, mastnych kyselin, sacharidti, aminokyselin aj.

e Detektor CORONA pracuje na principu detekce kladné nabitych castic, které maji
rozdilnou pohyblivost (hmotnost)

1.4.2 U¢innost metody HPLC

Jako u kaZdé metody je i u HPLC potfeba méFit i¢innost. U¢innost chromatografické metody
je vyjadfovano pomoci veli¢iny pocet teoretickych pater N, ktera je vyjadrena vztahem:
N = V%0’ = tg%/ot®> = L¥0?,
kde Vi?je reten¢ni objem (viz vySse), tz* je retencni Cas (viz vySe), L je délka kolony a ov?,
ot?, 01” jsou smérodatné odchylky uvedené v objemovych, ¢asovych nebo délkovych jednot-
kach. Uvedeny vztah pro vypocet poctu teoretickych pater je v praxi nepouZitelny a aplikuje
se jiny vztah:
N = 5,54.(Vr/W)?,
kde w je Sifka piku v poloviné jeho vysky. Pocet teoretickych pater N je bezrozmeérna velicina
a plati, Ze ¢im vySsi je hodnota, tim vyssi ti¢innost kolony. Pocet pater neni pro jednotlivou
kolonu konstantou, ale dale zavisi na reten¢nim faktoru analyzované latky a na historii pouZzi-
vani kolony.
Trendem poslednich let je zvySovani tcinnosti v podobé metody zvané ultra-vysokoucinné
kapalinové chromatografie (UHPLC), ktera vyuZiva chromatografické kolony s casticemi
menS$imi neZ 2pm [31].
Kvalita HPLC je vyjadfena pomoci dvou velicin, a to faktor chvostovani a faktoru asymetrie.
Faktor chvostovani T; je vyjadren vztahem:
Tt = woos/2f,
Kde wo,s je Sitka piku v 5 % jeho vysky a f je Sitka piku jeho vzestupné ¢asti.
Faktor asymetrie A je vyjadren vztahem:
A=A,
kde t je Sitka piku v jeho sestupné casti a f je Sifka piku jeho vzestupné Casti, obé v 5 % vysky
piku [32], [29].
1.4.3 Vyhodnocovani vysledkl v HPLC

Ke kvalitativni analyze (identifikaci) latek je pouZivano retencnich Casi, pripadné retencnich
objemti, kdy jsou srovnany se standardy. Kvantitativni analyza (stanoveni) slouZzi ke zjiSténi
mnoZstvi analyzované latky, nejcastéji je uzZivan vypocet z koncentrace z plochy piku a vysky
piku. Pfi kvantitativni analyze jsou vyuZivany predevsim tyto metody [32]:

* Metoda vnéjsiho standardu,
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¢ Metoda standardniho ptidavku,
e Metoda vnitrniho standardu,
e Metoda vnitini normalizace.

Metoda vnéjsiho standardu ma nevyhodu v tom, Ze je potieba nejprve nastfiknout standard
(CRL, chemicka referencni latka) a potom analyzovany vzorek, coz mtze vysledek zkreslit

pod vlivem dvou néstfiki. Koncentrace analyzované latky se potom spocitéa ze vztahu:
A

- LG
i A,
kde c; je koncentrace analyzované latky a A; je plocha piku analyzované latky, obdobné jde o
koncentraci standardu a plochu piku standardu (cs a As).
Metoda standardniho pridavku omezuje vznik chyby méfeni vlivem matrice vzorku. Prin-
cipem metody je pridani pfesného mnoZstvi té samé latky, u které se stanovuje koncentrace.
Vidy se musi udélat nejméné dva nastiiky vzorku — pri prvnim se davkuje presné mnoZstvi
vzorku, pfi druhém se davkuje presné mnozstvi smési.
Metoda vnitfniho standardu ma oproti metodé vnéjSiho standardu vyhodu v tom, Ze probiha
v jediném nastfiku. Tzn. dsporu Casu a zvySeni presnosti pfi pridani vnitiniho standardu
k analyzovanému vzorku. Vhodny vnitini standard by mél mit podobny retencni Cas s analy-
tem, podobnou koncentraci a mél by byt chemicky inertni.

Vy A

1

Ci:RIS.V.A—.
i S

Cs

b

kde R;s je relativni odezva detektoru stanovované latky viici vnitinimu standardu a Vs (Vi)
jsou objemy standardu, respektive analytu. Zbylé hodnoty ve vzorci odpovidaji vySe uvedené-
mu vzorci pro vypocet vnéjsiho standardu.

Metoda vnitfni normalizace ma nevyhodu v tom, Ze je nutné znat vSechny odezvové faktory

a k tomu je potieba tipIné identifikace chromatogramu. Vypocet je potom velmi jednoduchy:

A,.CRF,
c=—

S n

> A,.CRF,

i=1

Vysledkem je bezrozmérné Cislo, které udava zastoupeni dané slozky ve vzorku v procentech.
Nejvétsi chybou vyhodnoceni chromatografickych pikt je nepresné urceni zakladni linie na

chromatogramu.
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1.5 Chiralni separace

Separace enantiomerti na béznych stacionarnich fazich za normalnich podminek neni mozna,

ale je uskutecniovana za predpokladu chiralni chromatografie. V prvni fadé je tfeba zajistit

vznik diastereoizomert, které umoziuji separaci paru enantiomert. To se déje dvéma riznymi
zpusoby [33], [29]:

* Piima separace je dana vznikem tzv. transitniho diastereoizomeru, ktery vznikne

mezi chirdlni stacionarni fazi nebo chirdlnim aditivem v mobilni fazi a enantiome-

rem.
e Nepiima separace spociva ve vzniku diastereoizomert, které vznikaji chemickou

reakci mezi enantiomery a chirdlnim cinidlem. Nepfima separace probiha

v achiralnim prostredi.
Mechanismem chiralni separace je schopnost tvorby kratkodobého diastereoizomerniho
komplexu, ktery je vytvoren na zakladé vodikovych vazeb, komplexti, p-p interakci, interakce
dip6l-dipdl nebo stérickych efektd. K rozliSeni dvou enantiomeri je nutné, aby ptisobily kon-
tinualné minimalné tfi interakce mezi analytem a stacionarni fazi. Pravdépodobné nejdtlezi-
t€jSim faktorem pfi chirdlni separaci je chirdlni stacionarni faze. Separace enantiomerti na
chiralni stacionarni fazi zavisi na objemové frakci organického rozpoustédla, hodnoté pH, tep-
loté, koncentraci a typu pufru. V soucasné dobé existuji ¢tyfi hlavni typy chirdlni stacionarni
faze: proteinov4, cyklodextrinova, polysacharidova a Pirklovy stacionarni faze. Déle existuji
méné rozSifené chiralni stacionarni faze, napf. chiralni ligand-vyménna chromatografie,
chirdlni crownethery, enzymy s vysokou stereoselektivitou pro urcité substraty na silikagelu,
syntetické polymery a makrocyklicka antibiotika (viz dale) [33],[29].
Chiralni derivatizace je reakce zkoumané latky s chiralnim derivatizacnim cinidlem, jejimZz
vysledkem je vznik dvou diastereoizomernich derivati. Vzniklé diastereoizomerni derivaty
mohou byt separovany konvenc¢ni chromatografii, coZ 1ze povaZovat za urcitou vyhodu meto-
dy. Nevyhodami jsou vysoka narocnost pripravy derivatii a nutnost opticky Cistého deriva-
tizaCniho Cinidla. V souCasné dobé je metoda jiZ nevyuZivana a v minulosti byla pouZivana
pro separaci diastereoizomerti amidi, karbamatt a derivati mocoviny [33], [29].
Chiralni aditiva mobilni faze zajiSt'uji vznik diastereoizomerniho komplexu, ktery lze sepa-
rovat konvencni chromatografii. Enantiomery jsou separovany na zakladé tvorby riizné stabi-
Inich komplext s chirdlnim selektorem. Tato metoda separace je malo pouzivana z nékolika
diivodd, a to nizké selektivity a Gcinnosti a vysoké ceny aditiv. NejCastéji jsou chiralni aditiva

vyuZivana jako metoda pro screening a nasledné je uZita chiralni stacionarni faze [33], [29].
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Chiralni stacionarni faze vznika vazbou chirdlniho selektoru na vhodny nosic. Jako nosic je
nejcastéji pouzivan silikagel. Chiralni selektor miiZe byt na nosi¢ navazan kovalentné nebo
iontové, pripadné muze byt nosi¢ chirdlnim selektorem pokryt dynamicky. Nadéle zde budou
uvedeny nejvyznamnéjsi a komercné dostupné chiralni stacionarni faze [33], [29]:

* Makrocyklické proteiny,

¢ Polysacharidové chiralni stacionérni faze,

¢ Crowneterové chiralni stacionarni faze,

¢ Cyklodextrinové chiralni stacionarni faze,

* Glykoproteinové chiralni stacionarni faze,
Pro chiralni kolony na bazi makrocyklickych glykoproteinti jsou pouzivana makrocyklicka
antibiotika vankomycin, teikoplanin a ristocetin A. U téchto latek se vyskytuje velké mnoZstvi
chirdlnich center (napf. teikoplanin obsahuje 23 chiralnich center), proto existuje velka prav-
dépodobnost tvorby diastereoizomernich komplexti s analytem a tedy i vysokd pravdé-
podobnost chiralni separace. Makrocykly jsou kovalentné vazany na silikagel. Makrocyklické
faze jsou vysoce selektivni v normalni i reverzni varianté HPLC. Selektivita téchto fazi je za-
visla predevSim na sloZeni mobilni faze, hodnoty pH, teploté a organickém modifikatoru.
Hodnota pH se musi pohybovat mezi hodnotami 3,5 a 7,0, protoZe mimo uvedené rozmezi do-
chéazi k hydrolyze chirdlni stacionarni faze. P¥i normalni varianté HPLC jako mobilni faze
slouzi bezvody metanol nebo acetonitril, ke kterym se pridava kyselina, baze nebo pufry. Jako
kyselina se pouZivaji kyseliny octova, trifluoroctovd nebo mravenci, jako baze slouZi tri-
ethylamin, diethylamin nebo ethylendiamin. Jako pufr funguje octan amonny nebo mravencan
amonny. Pfi reverzni HPLC slouZi jako organické modifikatory metanol, acetonitril, tetrahyd-
rofuran, dioxan nebo etanol. Tyto modifikatory ovliviiuji selektivitu separace. Mimo mo-
difikatory ovliviiuji selektivitu hodnota pH, sloZeni a koncentrace vodnych pufri [33].
Pro polysacharidové chiralni stacionarni faze jsou pouzivany prirodni polysacharidy ce-
lul6za a amyloza, které jsou opticky aktivnimi latkami. Nelze ovSem pouZit samotnou celul6-
zu nebo amyl6zu pro jejich nizkou selektivitu. Tento problém byl vyfeSen pfipravou derivati,
napr. trikarbamatti. Derivatizované polysacharidy jsou na nosic silikagel navazany kovalentné
nebo jednoduSe naneseny. Je velmi obtizné zvolit pro danou slouceninu nejvhodnéjsi chiralni
stacionarni fazi, protoze jich existuje velké mnozstvi a odhadovat nejlepsi fazi je znacné ob-
tizné. Pro uspéSnou separaci je nutna soucinnost chiralni stacionarni faze, mobilni faze a
vzorku. Obecné lze Tici, Ze amyléza dosahuje vétsi selektivitu nez celul6za. LepSich vysledki

se téZ ziskava pri aplikaci reverzni varianty HPLC, zfejmé proto, Ze pfi pouZiti aprotickych
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rozpousStédel pfi normalnim médu HPLC je zmenSena sila vodikovych vazeb a pfi reverzni
HPLC dochazi k solvataci stacionarni faze a separovaného vzorku. Dilezitym hlediskem
chirdlni separace je sloZeni mobilni faze, které zavisi na pouzitém moédu HPLC, rozpustnosti a
struktufe zkoumané latky. ZjednoduSené€ 1ze Fici, Ze v normalnim m6du HPLC se jako mobilni
faze pouziva smés alkand (nejCast€ji hexan) s tzv. modifikatory—nizkymi alkoholy (napf.
etanol, propanol). Druh alkoholu a jeho koncentrace ovliviiuje reten¢ni cas a rozliSeni—se
zvysujici se koncentraci alkoholu klesa retence i rozliSeni. JestliZze je separovana kyselina
nebo baze, je pouzivano doplnéni kyselinou (nejcastéji octové nebo trifluoroctové) nebo ami-
nu (nejcastéji triethylamin nebo diethylamin) v koncentraci mezi 0,01 az 1,00 % [33].

V normalnim médu HPLC je vhodné pouzit aprotickd rozpousStédla (napf. aceton), kterd
mohou zvysit selektivitu. Také jsou v daném modu uzivany modifikatory mobilni faze, napf.
dichlormethan nebo ethylacetat. V reverznim médu HPLC se pouZiva voda nebo vodné pufry
(napt. fosfaty, octany nebo chloristany) ve smési s acetonitrilem nebo s alkoholy, které jsou
misitelné s vodou. Vyhodné pro separaci je moznost ovlivnit pH mobilni faze, proto se sepa-
race nejcastéji ovliviluje zménou koncentrace organické slozky nebo pH mobilni faze. Pro
analyzu kyselych latek se pouZiva kysela mobilni faze a naopak pro analyzu bazickych latek
se pouziva bazickd mobilni faze. Pro oba médy HPLC plati, Ze je separace ovlivnéna pri-
tokem mobilni faze. Obecné lze Tici, Ze je dosahovano lepSich vysledki pfi malém pritoku
[33].

V pfipadé crownetherovych chiralnich stacionarnich fazi jde o syntetické makrocyklické
polyethery s etylenoxidovym miistkem (-CH,-CH,-O-). Ve vazbé vzniké dutina, jejiz velikost
je ovlivnéna poctem etylenoxidovych skupin. Chiralni crownethery vzniknou vazbou chiralni
molekuly (nejcast€ji kyseliny vinna a 3,3-diphenyl-1,1"-binaphtyl) na crownether. Diastereo-
izomerni komplex vznika mezi chiralnim selektorem a amoniovym iontem, proto jsou crow-
netherové chiralni stacionarni faze vyhodné pfi separaci primarnich aminti, které jsou blizko
chirdlniho centra. Jako mobilni faze jsou vyuZivany kyselina chloristd4, kyselina dusi¢na nebo
kyselina trifluoroctova a jako modifikator je pouzZivan methanol. Mobilni faze se pouZiva o
hodnoté pH 1 aZ 2, pticemzZ plati, Ze s niZSi hodnotou pH roste selektivita, ale zhorSuje se
Zivotnost kolony [33].

Pii pouZiti cyklodextrinové chiralni stacionarni faze vznikaji tzv. inkluzni komplexy, které
se rozvijeji v prostfedi polarnich rozpoustédel. Cyklodextriny jsou oligosacharidy, obsahujici
Sest, sedm nebo osm glukézovych jednotek a podle toho jsou rozliSovany a,  nebo y-cyk-
lodextrin. Jednotlivé glukézové jednotky jsou navazany glykosidickou vazbou a vytvareji ge-

ometrické usporadani, které formuje dutinu. Vnéjsi ¢ast dutiny je tvorena hydroxylovymi sku-
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pinami, proto je tato ¢ast hydrofilni. Vnitini cast dutiny tvori kysliky v etherické vazbé a vo-
diky, cozZ zajist'uje lipofilitu vnitini ¢asti dutiny. Nepolarni ¢ast analyzované molekuly vnikne
dovnitf molekuly a je stabilizovana fadou vazeb (van der Waalsovy, vodikové a disperzni vaz-
by). Takto je charakterizovan vznik inkluznich komplexi, které jsou zodpovédné za retenci
analyzovanych latek. Velikost dutiny je hlavni determinanta pro vznik inkluznich komplexd.
JestliZe je dutina menSi neZ nepolarni ¢ast analyzované latky, komplexy jsou nestabilni ¢i ne-
vznikaji viibec a naopak. Ma-li byt analyzovana latka rozseparovana, museji vzniknout
inkluzni komplexy. Vysledné vlastnosti cyklodextrinid lze ovlivnit chemickou modifikaci. Pfi
pouziti reverzniho médu HPLC je k enantioseparaci dileZitym momentem vznik inkluznich
komplexi a jako modifikatory mobilni faze jsou pouZivany methanol, acetonitril nebo
ethanol. Pri aplikaci normalniho médu HPLC, ktery se uZiva minimalné u nederivatizovanych
cyklodextrinti a je doporucovan pro derivatizované cyklodextriny, mobilni faze vaze vnitfek
dutiny a analyzovana latka je navazana na povrchu. U normalniho médu nedochazi ke vzniku
inkluznich komplext [33].

Glykoproteinové chiralni stacionarni faze se skladaji z fetézcti L-aminokyselin spojenych
peptidickou vazbou. Piiklady glykoproteinovych selektort jsou al-acid glycoprotein (AGP),
ovomucoid (OVM) a hovézi sérum albumin (BSA). Tyto chiralni selektory jsou imobilizova-
ny na silikagelu. Idealni hodnota pH je mezi 4 a 7. Jako organicky modifikator se pouZivaji
propanol, methanol a acetonitril. Glykoproteinové kolony maji malou kapacitu a nizky limit
kolony pro tlak. DalSi nevyhodou kolon je, Ze se zvysujici koncentraci vyrazné klesa ucinnost
[33].

Pro chiralni separaci lze také vyuZit ligandovou vyménu (LEC—Iligand exchange chroma-
togramy) Principem ligandové vymeény je tvorba koordinacnich komplext, které se skladaji
z centralniho iontu prechodného kovu a minimdalné dvou chiralnich bifunké¢nich ligandi
(chiralni selektor a separovany enatiomer). Koordinacni komplexy jsou charakterizovany kon-
stantami stability, které jsou ovlivnény geometrii a orientaci ligandd a vzajemnou interakci se-
lektoru s analyzovanou latkou. Separace probihd u komplext, které maji konstanty stability
dostatecné rozdilné. Jedna z prvnich pripravenych kolon tohoto typu vznikla vazbou ami-
nokyseliny L-prolinu na polystyren-divinylbenzenovy nosic a jako zdroj centralniho iontu byl
pouZzit siran hofecnaty (pridany do mobilni faze jako aditivum). Pozd€ji byl jako nosi¢ pouZit
vyhodnéjsi silikagel. Metoda ligandové vymény je vhodna pro chiralni separaci aminokyselin,
aminoalkoholt a hydroxykyselin. Ligandova vyména se pouziva malo, protoZe lze analyzovat
pouze latky tvorici komplexy [33].

Zavérem lze Tici, Ze chirdlni separace HPLC je zavisla na téchto proménnych [33], [29]:
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¢ Vybéru chiralni stacionarni faze,

® Vybéru separacniho madu,

* MnoZstvi organického modifikatoru v mobilni fazi,

 pH,

¢ Jontové sile,

e Teploté,

e Pratoku mobilni faze,

* Mnozstvi davkovaného vzorku.
Aplikace chirélni separace je mimo farmaceutické odvétvi, kdy jsou rozliSovany dic¢inné enan-
tiomery od téch neti¢innych, napt. beta-blokatory nebo thalidomid, pouZivana také v agroche-
mii, kdy je uZivana kyselina fenoxypropanova jako herbicid pouze v jednom enantiomeru a

druhy je netucinny [33], [29].

1.6 Validace metody

Validace metody znamena ziskani dtikazi, Ze dany proces je schopen opakované poskytovat
dany vysledek s vysokym stupném jistoty. DalSi vyjadfeni formuluji validaci metody jako
prokazani toho, Ze postup je vhodny pro zamyslené pouZiti nebo jako postup, pfi kterém je ur-
covana vhodnost pouZiti ur¢itého procesu pro ziskani relevantnich dat. O validaci se jedna,
jestliZze se ovéruje a kalibruje proces. Naopak jestliZe se ovéfuje zarizeni nebo systém, jedna
se o kvalifikaci. Kritickym bodem pro validaci je vybér validac¢nich parametrt. Zakladnim
kritériem je ziskani dostatku tdajt k posouzeni, jestli je metoda vhodna pro zamyslené pouzi-
ti. Ke statistickému prokazani spolehlivosti analytické metody slouZi validacni program, ktery
stanovuje zakladni pravidla pro planovani a organizaci validace metody. Validacni program by
mél obsahovat tyto zakladni casti: pracovni postupy, validacni parametry, podminky revalida-
ce systému, validacni protokol a reSerSe s konzultacemi [32].

Pro validaci metody jsou dtlezité pojmy spravnost, presnost, odchylka, chyba a interval
spolehlivosti. Spravnosti metody se rozumi stupen, do kterého stanovena hodnota vzorku ko-
responduje s prijatymi referencnimi hodnotami. Presnosti metody se rozumi uzkost intervalu
nezavislych vysledkt ziskanych za predem definovanych podminek. Pfesnost se obvykle vy-

jadfuje pomoci relativni smérodatné odchylky (viz obr. €. 9) [32]:
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Obrazek 9: Smérodatna odchylka [34]

Chybu vysledku dostaneme jako odecet dohodnuté referenc¢ni hodnoty od vysledku zkousky a
odchylku dostaneme jako odecet referen¢ni hodnoty od stfedni hodnoty vysledku [32].
Interval spolehlivosti je interval, ve kterém leZi hledana hodnota s pfedem zvolenou pravdeé-
podobnosti. Zpravidla je zvolenou pravdépodobnosti hodnota 95 %. Zjednodu3ené lze, Fici, Ze
interval spolehlivosti fika, Ze s 95 % pravdépodobnosti dalSi naméreny vysledek bude ve zvo-
leném intervalu. Robustnosti metody se rozumi vlastnost, kdy mala zména metody vede porad
k spravnym a presnym vysledktm [32].

Poslednim terminem souvisejicim s validaci metody HPLC je konfirmace. Metrologicka
konfirmace znamena konstantni udrZzovani méticiho pristroje v trvale validovaném stavu. Jde

o soubory cinnosti, které jsou potfebné k vyhovujicimu pouZivani metody [32].
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2 PRAKTICKA CAST

Kapitola se zabyva vyctem pouzitého materialu, chemikalii a pomticek. V dalsi ¢asti jsou uve-

deny postupy pripravy roztoki pouZzitych k HPLC analyze.

2.1 Pouzité chemikalie, material a pomiicky

V kapitole je popsana struktura sledovanych 1é¢iv, soupis chemikalii, pomiicek a pfistrojt, se-
stava HPLC a kolona.

2.1.1 Struktura sledovanych Iéciv
Studovanymi strukturami jsou betaxolol a bisoprolol. Struktura je uvedena na obr. €. 2 a 3 (viz

vySe). Jako vnitini standardy byly testovany tramadol a O-desmethyltramadol (viz obr. €. 10).
Vsechny ¢tyti uvedené latky pochézeji z daru prof. PharmDr. Milana Nobilise, CSc (Katedra

farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy FaF UK).

W

HO

—O0 —O0

HO
(1R,2R)-tramadol (1S,2S)-tramadol  (1R,2R)-O-DSMT  (1S,2S)-O-DSMT

Obrazek 10: Vzorce testovanych vnitinich standardi tramadolu a O-desmethyltramadolu [35],

[36]

2.1.2 Chemikalie
K analyze byly pouZity tyto chemikalie:

¢ Acetonitril (Sigma-Aldrich)
¢ Methanol (Fischer Scientific UK)
¢ Sodium perchlorate monohydrate (Fluka Analytical)

e Ultracista voda CiSténa reverzni osmozou.

2.1.3 PomUcky
Pro analyzu byly pouZzity nasledujici pomticky:

¢ Kadinky,
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e Erlenmeyerovy bariky,
e Pipety,

¢  Odmérné bariky,

e Vialky,

e Laboratorni 1zicka,

e Vazenka,

e Sklenéna nalevka,

¢ Injekcni stiikacka,

e Automatické pipety.

2.1.4 Pouzité pristroje
¢ Laboratorni analytické vahy (Sartorius)

¢ Centrifuga Z 100 M (Hermle)
¢ Laboratorni tfepacka Lab Dancer (IKA)
¢ Ultrazvukova lazen Sonorex RK 100 (Bandelin)

2.1.5 HPLC sestava
K separaci byl pouZit kapalinovy chromatogram Shimadzu, ktery je sloZen z téchto Casti:

® Degasér DGU A5,

¢ Vysokotlaka pumpa LC-10ADvp,

e Autosampler SIL-10ADvp,

¢ Kolonovy termostat CTO-10Avp,

¢ PDA detektor SPD-M10Avp,

¢ Fluorescencni detektor RF-10AXL.

Chromatograf je fizen pres fidici jednotku SCL-10Avp z pocitace pomoci chromatografického

software CLASS-VP.

2.1.6 Kolona
K analyze byla pouZita kolona Daicel Chiralcel ® OD-R 4,6 mm x 250 mm, particle size 10

pm, Part No. 14625.
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2.2 Priprava roztoki

Roztoky obou vzorkt (betaxololu i bisoprololu) byly pfipraveny rozpusténim 1 mg betaxolo-
lu, ev. bisoprololu ve vodé v 25 ml odmérné bafice. Roztok byl nafedén ultracistou vodou
Cisténou reverzni osmézou. Vysledna koncentrace obou roztoki je 0,04 mg.ml™.

Vodné roztoky vnitfnich standardii tramadolu a O-desmethyltramadolu pochazi z daru prof.
Nobilise. Ptivodni koncentrace darovanych vzorki je 200 pug.ml”, proto bylo nutné vzorky
naredit (5x) na koncentraci srovnatelnou se zkoumanymi vzorky betaxololu a

bisoprololu—~0,04 mg.ml™.

2.3 Priprava biologickych vzorkii pro validaci metody

K 1 ml cisté krysi plazmy bylo pfidano 10 pl roztokt betaxololu a bisoprololu o koncentra-
cich 0,0004 mg.ml”, ktery byl ziskan fedénim zakladniho roztokt vodou. Tato smés byla pro-

tfepana na laboratorni tfepacce a promichdna pomoci automatické pipety.

2.4 Zpracovani biologickych vzorki pred HPLC (LLE)

Smés vzorku potkani plazmy (100 pl), roztoku amoniaku 25 % (10 pl), roztoku vnitiniho
standardu 0,7 mg.I" (10 ul) a MTBE (300 pl) v plastové mikrozkumavce (Eppendorf) byla 5
min tfepana, poté byla 3 min odstfedovana. 280 pl MTBE vrstvy bylo odebrano do cisté
plastové mikrozkumavky (Eppendorf) a odpafeno. Odparek byl rekonstituovan ve 100 pl mo-
bilni faze za pouZiti ultrazvuku (5 min). Takto upravené vzorky byly nastfikovany ze sklené-

nych vialek s konickymi inzerty.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

V prvni Casti prace byly zkouSeny mobilni faze acetonitril+voda a metanol+voda. Byly prova-
dény pokusy s koncentracemi mobilni faze od 100:0 aZ do 65:35 u obou uvedenych kombina-
ci mobilni faze. Zména koncentrace mobilni faze byla provadéna skokem o 5 %. S témito mo-
bilnimi fazemi nebylo dosaZeno separace enantiomert, proto nejsou uvedeny Zadné chroma-
togramy z téchto pokust.

Nasledné se ukazalo, Ze ani pfi pouZiti roztoku chloristanu sodného o koncentraci 1 mol.l"" a
methanolu neni separace uspokojiva, proto byla v roli mobilni faze déle testovana pouze smés
acetonitril+chloristan sodny (1 mol.l™"). DosaZeni optima bylo opét dosaZeno opét po sestupné
zméné mobilni faze o 5 % ve prospéch vodné faze. Po provedeni fady pokusi bylo v pripadé

betaxololu dosaZeno velmi dobré separace, jak ukazuje obr. 11.

Detector A-190 nm
—betaxolol53
betaxolol53

400

300
h

200
f

100

-100
|

2200
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Obrazek 11: Chromatogram vzorku betaxololu, Mobilni faze: acetonitril+chloristan sodny (1 mol/l)
50:50, pratok 0,5 ml/min, teplota 25 °C, nastfik 5 pl, spektrofotometricka detekce A =190 nm, tg =
10,45 a 11,47 min.

V piipadé bisoprololu byly oba enantiomery rovnéz uspésné oddéleny, ovSem za ponékud

jinych podminek (obr. 12).
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Detector A-190 nm
—bisoprolol60
bisoprolol60
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Obrazek 12: Chromatogram vzorku bisoprololu. Mobilni faze: acetonitril+chloristan sodny (1
mol/l) 35:65, pritok 0,5 ml/min, teplota 25 °C, nastfik 5 pl, spektrofotometricka detekce A = 190 nm,
tr = 15,42 a 16,95 min.

Daéle byla provedena extrakce Cisté krysi plazmy podle popisu v odstavci 2.4. Chromatogramy
slepého vzorku za podminek pro stanoveni betaxololu i bisoprololu uvadéji obr. 13 a 14.
Z téchto chromatogramti je zfejmé, Ze v retencnich Casech prislusnych enantiomerti neeluuji
zadné endogenni latky. Vzhledem ke strukturam obou studovanych latek se miiZe zdat pouZziti
amoniaku jako sporné, avSak nékteré literarni zdroje, naptiklad [37] dokonce uvadéji pouziti
hydroxidu sodného. Nasledujici dva chromatogramy (viz obr. 15 a 16) jiZ ukazuji separaci
enantiomert po extrakci z krysi plazmy. Koncentrace betaxololu i bisoprololu v plazmé byla

0,0004 mg.ml".
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Detector A-190 nm
— l.slepy vzorek
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Obrazek 13: Chromatogram slepého vzorku. Mobilni faze: acetonitril+chloristan sodny (1 mol/l)

50:50, pritok 0,5 ml/min, teplota 25 °C, nastfik 5 pl, spektrofotometricka detekce A = 190 nm

Chromatogramy obou slepych vzorki (obr. ¢. 13 a 14) nedrzi stabilni baselinu, coZz mtize byt
déno nizkymi odezvami vzorkl. Na obou chromatogramech lze identifikovat systémové piky
pfi reten¢nim case okolo 7 min. Tyto systémové piky lze identifikovat na vSech

chromatogramech (viz obr. 11 az 20).
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Obrazek 14: Chromatogram slepého vzorku. Mobilni faze: acetonitril+chloristan sodny (1 mol/l)

35:65, prutok 0,5 ml/min, teplota 25 °C, nastiik 5 pl, spektrofotometricka detekce A =190 nm

Na obr. €. 15 lze vidét vzorek betaxololu v krysi plazmé. Na chromatogramu lze identifikovat
rozdélené enantiomery betaxololu se shodnymi retencnimi Casy jako chromatogram na obr. ¢.
11. Chromatogram opét nedrzi rovnou baselinu diky nizké odezvé vzorka. Separace

betaxololu v plazmé je moZno dale vyuZit v praxi k identifikaci latek v krvi.
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Obrazek 15: Chromatogram vzorku betaxololu v plazmé. Mobilni faze: acetonitril+chloristan
sodny (1 mol/l) 50:50, priitok 0,5 ml/min, teplota 25 °C, néstfik 5 pl, spektrofotometricka detekce A =
190 nm, tg = 10,42 a 11,75 min.

Na obr. ¢. 16 je uveden chromatogram separace bisoprololu v krysi plazmé, kde lze
identifikovat dva rozdélené enantiomery v retenc¢nich ¢asech podobnych s retencnimi Casy
v optimu, ktery je uveden na obr. ¢. 12. Opét je problém s nizkou odezvou vzorki a pomérné

nestabilni baselinou.
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— 4-bisoprolol
4-bisoprolol

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Minutes

Obrazek 16: Chromatogram vzorku bisoprololu v plazmé. Mobilni faze: acetonitril+chloristan
sodny (1 mol/l) 35:65, pratok 0,5 ml/min, teplota 25 °C, nastfik 5 pl, spektrofotometricka detekce A =
190 nm, tg = 15,82 a 17,88 min.

Na obr. ¢. 17 je uveden chromatogram se vzorkem betaxololu a potencialnim vnitfnim
standardem O-desmethyltramadolu s reten¢nim Casem cca 8,25 min. Z analyzy je patrné, Ze
neni pouzitelny pro praxi z divodu obtiZzného zjiSténi plochy piku a nasledné nepresné urceni

koncentrace vzorki.
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Obrazek 17: Chromatogram vzorku betaxololu a vnitfniho standardu O-desmethyltramadolu. Mobi-
Ini faze: acetonitril+chloristan sodny (1 mol/) 50:50, pritok 0,5 ml/min, teplota 25 °C, nastfik 5 pl,
spektrofotometricka detekce A = 190 nm, tg = 10,51 a 11,44 min.

Obr. ¢. 18 zobrazuje chromatogram betaxololu s potencidlnim vnitinim standardem
tramadolem. K separaci enantiomerti dochézi nejen u betaxololu, ale také u wvnitfniho
standardu. Nevyhodou separace je, Ze splyvaji piky jednoho enantiomeru betaxololu a
jednoho enantiomeru tramadolu. Tato nevyhoda znemoZiiuje vyuZiti tramadolu jako vnitfniho

standardu.

Shrneme-li chromatogramy s betaxolololem a vnitfnimi standardy tramadolem a O-
desmethyltramadolem, oba vnitini standardy jsou pro praxi nepouZitelné. Pik O-
desmethyltramadolu interferuje se systémovym pikem a pik tramadolu splyva s pikem

jednoho enatiomeru betaxololu.

Analyza byla provedena zménou mobilni faze kolem optima pro oddéleni systémového piku a
piku O-desmethyltramadolu, ale nebylo dosaZeno poZadovaného vysledku. Zména mobilni
faze byla provadéna pro koncentrace mobilni faze acetonitril+chloristan sodny 51:49, 52:48,
49:51 a 48:52. Uvedenou zménou koncentraci mobilni faze pouze dosSlo k rozmyti posledniho

piku.
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Obrazek 18: Chromatogram vzorku betaxololu a vnitfniho standardu tramadolu. Mobilni faze: ace-
tonitril+chloristan sodny (1 mol/1) 50:50, pritok 0,5 ml/min, teplota 25 °C, nastfik 5 pl, spektrofoto-
metrickd detekce £ = 190 nm, tz = 10,41 a 11,46 min.

Na obr. €. 19 Ize rozpoznat systémovy pik s retencnim casem okolo 7 min., dale nasleduji dva
piky rozdélenych enantiomert vnitfniho standardu O-desmethyltramadolu s reten¢nimi Casy
11,07 a 11,94. Posledni dva piky patii rozdélenym enantiomertim bisoprololu. O-
desmethyltramadol je tedy pouZitelny jako vnitini standard, jestliZze bude pocitano se souctem

ploch pikti obou enantiomert vnitiniho standardu.
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Obrazek 19: Chromatogram vzorku bisoprololu a vnitiniho standardu O-desmethyltramadolu. Mo-
bilni faze: acetonitril+chloristan sodny (1 mol/l) 35:65, pritok 0,5 ml/min, teplota 25 °C, nastiik 5 pl,
spektrofotometricka detekce A = 190 nm, tg = 16,02 a 18,01 min.

Tramadolu neni kompatibilni s uZitim jako vnitfni standard pfi separaci bisoprololu, coZ je
patrné na obr. ¢. 20. Opét dochazi k separaci vnitiniho standardu tramadolu a zaroven pik

jednoho z enantiomerti tramadolu splyva s pikem enatiomeru bisoprololu.
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Detector A-190 nm
2] ——hisoprololt-tramadold
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Obrazek 20: Chromatogram vzorku bisoprololu a vnitfniho standardu tramadolu. Mobilni faze: ace-

tonitril+chloristan sodny (1 mol/l1) 35:65, pritok 0,5 ml/min, teplota 25 °C, nastfik 5 pl, spektrofoto-

Jako vnitini standard k separaci bisoprololu se jevi pouZitelny pouze O-desmethyltramadol.

Minutes

metrickd detekce A =190 nm, tx = 17,77 a 20,36 min.
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ZAVER

Tato diplomova prace se zabyvala hledanim sloZenim optimalni koncentrace mobilni faze pro
separaci dvou enantiomert betaxololu a bisoprololu. Pro analyzu pomoci HPLC byla pouzita
chiralni kolona Daicel Chiralcel ® OD-R 4,6 mm x 250 mm, particle size 10 pm, Part No.
14625.

Pro separaci dvou enantiomert betaxololu bylo nalezeno optimum v koncentraci mobilni faze
acetonitril+chloristan sodny (c=1 mol.l"") 50:50 a pro bisoprolol je optimum pfi stejném
sloZeni mobilni faze acetonitril+chloristan sodny 35:65.

Dale bylo ovéreno analyzou slepého vzorku (extraktu krysi plazmy), Ze nedochazi k prekryvu
piki analytt a pikti endogennich latek.

Byl rovnéz uc¢inén pokus vyhledat vhodné vnitini standardy. V této roli byly testovany trama-
dol a O-desmethyltramadol. V pripadé betaxololu nebyla v uvedené roli pouZitelna ani jedna
z téchto latek. V pripadé bisoprololu lze pouZit O-desmethyltramadol jako vnitini standard.
Tim byly cile této prace splnény.

K dopracovani vyvijenych metod bude tfeba dokoncit hledani vnitiniho standardu pro betaxo-
lol a dale zkusit najit citlivéjsi detekci. ProtoZe pouZziti UV-detekce nebude patrné potrebné,

nebyla s touto detekci provedena uplna validace obou metod.
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