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1. UVOD




Chromatografické metody jsou vysoce u¢inné separaéni metody, umoZfiujici
kvalitativni 1 kvantitativni analyzu latek zaroveii. Jejich pfednosti vyniknou piedeviim pfi
analyzach smési latek, kdy jiné analytické metody (napf. spektrofotometrické) nelze
principialng vyuzit. Podstatou chromatografickych metod je rozdé€lovani sloZek smési mezi
dvé faze dusledkem rozdilnych fyzikalng-chemickych vlastnosti jednotlivych slougenin.

Vysokoudinna kapalinové chromatografie- High Performance liquid Chromatography
(HPLC) patfi v souasné dob& mezi nejmodemnéjdi a nejprogresivnéj$i separatni metody.
Prednosti kapalinové chromatografie je jeji citlivost, selektivita, rychlost analyzy a minimalni
mnoZstvi vzorku potfebné k dané analyze. Vyhodou této metody je také moZnost
kvalitativniho a soudasné i kvantitativniho hodnoceni latky z jednoho chromatografického
zdznamu. Pro obsluhu kapalinovych chromatografii je podstatnym ulehéenim prace i moZnost
plné automatizace. SouCasné nejmoderné€jdi HPLC pristroje, které jsou vybaveny
automatickymi davkovadi, mohou po vhodném nastaveni pfisluSnych parametri provadét
desitky analyz bez obsluhy pracovnika. Pro farmacii je HPLC kliova analytickd metoda,
pomoci které muZeme sledovat stabilitu 1é€iv a vznikajici rozkladné produkty, ¢istotu 16¢iv a
mimo jiné také monitorovat hladinu 1é¢iv a jejich metabolitd v télnich tekutinach.

Ve své rigordzni praci navazuji na kolegyni PharmDr. Michaelu PoSeluZznou , kterd
analyzovala transkarbam 12 ", Jedn4 se o novou perspektivni latku ze skupiny akceleranti
transdermalni penetrace. Transkarbam 12 byl vyvinut na na8i fakulté a v sou¢asné dobé je ve
fazi intenzivniho vyzkumu. Mym tkolem bylo sou€asné s transkarbamem 12 analyzovat jeho
potencidlni ne€istotu laurylalkohol a vypracovat metodiku pro analytické hodnoceni

laurylalkoholu pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie. Pro usnadnéni detekce obou

vySe zminénych latek bylo nutné vyuZit derivatizaci.




2. TEORETICKA CAST
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2.1 Chromatografické metody

Chromatografie patfi do skupiny metod separacnich. Separace je definovana jako
proces, pii kterém se vzorek dgli alesponi na dva podily odliSného sloZeni. Vzhledem k faktu,
se vétsina piirodnich latek se vyskytje ve smésich a ani produkty syntéz nebyvaji jednotne,
maji tyto metody Siroké vyuZiti. 2

Princip chromatografickych metod spotiva v dé€leni analyzovanych litek mezi dvé
yzajemné nemisitelné faze. Jedna z fazi je nepohybliva (stacionarni nebo-li sorbent), ta ma
schopnost riznou mérou zadrZzovat jednotlivé soudasti analyzované smési. Druha z fazi je
pohybliva (mobilni), ta vymyva (eluuje) jednotlivé slozky smési ze stacionarni faze a odnasi
je ve sméru toku riiznou rychlosti, &imz dojde k jejich d&leni. *

V pribéhu  chromatografického procesu dochdzi k postupnému, mnohokrat
opakovanému vytvafeni rovnovaZnych stavii délenych latek mezi stacionarni a mobilni fazi.
Pi styku staciondmi i mobilni faze s délenymi latkami dochizi k vzijemnym interakcim,
které jsou zakladnim ptedpokladem pro jejich separaci. Vlastni déleni latek v systému zdvisi
na brzdici sile, tj. na retenci ke stacionarni fazi. Latky, které interaguji siln&ji se stacionami
fazi, se pohybuji pomaleji neZ litky, jejichZ interakce jsou slabdi. Pokud jsou distribuéni
konstanty separovanych latek dostateCné odlisné, déli se jejich smés na zény jednolivych

slozek >

2.1.1 Rozd&leni chromatografickych metod >

V soudasné dob& se pouZiva mnoho typl chromatografickych metod, které je mozno

délit podle nékolika kritérif:

podstaty separaéniho procesu

pracovni techniky
» fazi, mezi nimiZ dochazi k separaci

« usporadani aparatury

Dle podstaty separaéniho procesu se chromatografické metody d€li na :

a) adsorpéni
b) rozd&lovaci

¢) iontové vyménnou
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d) gelovou

¢) afinitni

Adsorpéni chromatografie

Déleni latek nastdva dusledkem rizné adsorpce z pohyblivé faze na povrch
adsorbentu., Délené latky mohou byt bud’ v plynném stavu nebo vroztoku. Nejstarsi a
nejobvykleji je adsorpéni chromatografie zaloZend na schopnosti pevné staciondmni faze
sorbovat latky z roztoku. Adsorbentem (stacionami fazi) byva nejéastéji oxid hlinity, oxid
hofetnaty, silikagel, aktivni uhli, praskovana celuléza, polyamidy. Pohyblivou fazi tvori
bud’to &ista rozpoustédla sestavena podle eluéni schopnosti do tzv. eluotropni fady nebo smési

rozpoustédel. ¥

Rozdélovaci chromatografie
K déleni latek dochazi na =zékladé jejich riznych rozdélovacich koeficienti.

Stacionarni faze je kapalna sloZka zakotvena na povrchu inertniho nosi¢e. Tim muiZe byt
silikagel, kfemelina, silikaty, hydrofilni gely, celuloza nebo chemicky vazana organicka
slouenina na povrchu pevné faze. Po vneseni roztoku délené smési dochézi pii prichodu
mobilni fize (organické rozpoustédlo nemisitelné se stacionarni fazi) k opakovanému
rozdélovani (extrakci) sloZek smési mezi obé kapalné faze, pfi plynové chromatografii mezi
kapalnou a plynnou fazi. Pfi rozd€lovaci chromatografii se zpravidla pouziva dvoufazovy
systém, pfi¢emZ jedna faze byva bohatsi na organicka rozpoustédla a druha na vodu. VétSinou
byva zakotvena vodna faze, organicka fize byvd mobilni. V n€kterych piipadech je viak
vyhodnéjsi nasytit hydrofobng impregnovany nosié organickou fazi a vodnou fazi volit jako
mobilni. Tento typ se velmi asto pouZiva v kapalinové chromatografii, jedna se o systém

obrécenych fazi (RP- reversed phase). >~

lontové vyménn4 chromatografie
Na povrchu stacionarni fize dochézi k interakci iontd délénych latek sionogennimi

skupinami téchto fizi. Ionty vazané na povrchu stacionarni faze se vyméiluji na zakladé

naboje, velikosti iontd a disociani konstanty za ionty pfitomné v mobilni fazi. Podle typu
3,9)

vazaného iontu pak rozli$ujeme katexy (kationty) a anexy (anionty).




Gelovéa chromatografie

Jednd se o kapalinovou chromatografii, pfiemz k déleni latek dochazi na zakladé
rizné velikosti a tvaru molekul. Stacionarni fize je tvofena nabobtnalym gelem, jehoZ péry

jsou napustény stejnym rozpou$tddlem, které je pouZito jako mobilni faze. Smés latek je

e

eluovdna v pofadi podle klesajici molekulové hmotnosti. Slozky s vy3si molekulovou

hmotnosti totiZ nemohou difundovat do porii gelu, a proto jsou unaseny mobilni fazi rychleji

nez men3i molekuly. >*%

Afinitni chromatografie
Tato metoda je zaloZena na specifickych interakcich charakteristickych pro n€které

biologické a biochemické procesy. Interakce probihd mezi dvojicemi latek s vysokou

selektivitou (napf. enzym a jeho inhibitor, antigen a jeho protilatka). >

Dle pracovni techniky se chromatografickeé metody déli na :
a) frontalni
b) vytésitovaci

¢) elucni

Frontalni chromatografie

Tato technika spoliva ve stdlém pfivadéni roztoku délené¢ smési v mobilni fazi na
kolonu az do konce chromatografického procesu. Prvni vychazi z kolony slozka s nejmensi
afinitou, ktera je tudiZ nejméné brzdéna. Frontalni technika neni vhodna k preparativnim
uéeliim, nebot’ v ¢isté formé 1ze izolovat jen sloZzku vychazejici prvni. Byla vyvinuta k u€elim

analytickym. >

Vvigstiovaci chromatografie

Pfi vytéstiovaci chromatografické analyze se vzorek pfivadi na kolonu diskontinualné,
jednorazové. Potom se aZ do konce chromatografického procesu pfivadi roztok dalsi latky,
kters ma ke stacionarni fizi vy33i afinitu a vytésiiuje délené slozky smési v pofadi podle
vzristajici afinity k této fazi. SloZka, kterd ma nejmen3i afinitu ke stacionarni fazi, opousti
kolonu jako prvni, posledni vytéka vytésiiovadlo. Tato metoda nemuZe vést k uplnému
rozdéleni slozek. JestliZe nasledujici slozka ma uvoliiovat predeslou z interakce se stacionarni

f4zi, musi byt vechny slozky v kontaktu a dochézi k &4ste¢nému miseni latek.

10
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Eluéni chromatografie

Na chromatografickou kolonu se vnese mala ¢ast smési latek a kolona se promyva
mobilni fazi, kterd ma ke staciondmi fazi men3i afinitu neZ kterakoliv ze sloZek smési. Pfitom
dochazi k vyvoji a migraci eluénich zén jednotlivych sloZek smési. Latky jsou z kolony
yymyvény v pofadi podle velikosti sorpce na stacionarni fazi a Casto od sebe rozd€leny
mobilni fazi. Pfi izokratickeé eluci se pouZiva stale stejna mobilni faze. Tato metoda je vhodna
v pfipadech, kdy se délené latky od sebe pfili3 nelidi v afinit¢ ke staciondmni fazi, takZe se
etuuji brzo po sobé. Gradientovd eluce, pii kter¢ postupné vzrista eluéni schopnost mobilni
faze, nachazi své hlavni uplatnéni u analyz, kde se zény délenych latek vymyvaji v pfili§
dlouhych intervalech nebo se vytvateji prili§ Siroké piky- tzv. chvostovani. Princip spoéiva
v tom, Ze méné zadrZované latky se eluuji mobilni fazi s niZ&i elu¢ni silou, zatimco eluce latek
se silnou afinitou ke stacionarni fazi se urychli zvySenim eluéni sily mobilni faze v zavéru

eluce. >

Dle fazi, mezi nimiz dochazi k separaci se chromatografické metody déli na :

a) kapalinovou

b) plynovou

Kapalingva chromatografie

Mobilni fazi je kapalina, pfi€emZ stacionarni fazi mize byt bud’ pevna latka, nebo
kapalina s prvou nemisitelna nebo misitelna jen omezené. Podle toho existuji podskupiny:
+ chromatografie kapalina- pevna latka
+ chromatografie kapalina- kapalina
Stacionarni kapalna féze pfi druhém uspofadani musi byt zakotvena na vhodném pevném

nosiéi.

Plynové chromatografie

Mobilni fazi je plyn, staciondrni fazi muZe byt pevna latka nebo netékava kapalina. I
plynova chromatografie se déli na podskupiny:
« chromatografie plyn- pevna latka
+ chromatografie plyn- kapalina

Net&kava kapalina musi byt zakotvena na vhodném pevném nosiéi.

11
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me’us_&i’jdéni aparatury délime chromatografii na:

a) sloupcovou
. HPLC (vysokouginna kapalinova chromatografie)

+ GC (plynova chromatografie)

b) v plosném usporadani
« PC (papirova chromatografie)
« TLC (chromatografie na tenké vrstv)

12




2.2 Vysokoi¢inna kapalinova chromatografie

2.2.1_Zakladni pojmy a principy HPLC 2,7.8)

P¥i nastiiku dvojice latek do chromatografické kolony se nejprve vytvoii eluéni pas
obsahujici smés obou latek. Ty jsou potom unaeny mobilni fizi a na naplni kolony dochazi
k separaci. P priichodu d&lené litky kolonou prejde kaZda molekula vzorku mnohokrat
z protékajici faze do sorbentu a zp&t. Doba, po kterou separovana latka setrva na sorbentu,
zavisi na velikosti interakci. Po vystupu latky zkolony indikuje detektor jeji pfitomnost
v eluatu a zaznamena eluéni pik.

Charakteristickou velié¢inou pro kaZdou latku v daném chromatografickém systému je
retenéni (elucni) &as tr nebo eluéni objem Vg. Eluéni ¢as je doba, kterd uplyne od néstfiku
vzorku po dosaZeni maxima eluéni kfivky. Elu¢ni objem je objem mobilni faze, ktery protece

soustavou za ¢as tg .Obé veli¢iny spolu souviseji vztahem:
VR =1r Fm
Fum je objem mobilni faze, ktera protege kolonou za jednotku ¢asu (objemova rychlost toku).
Retenéni &as se skldda z doby, po kterou je délena latka unaSena mobilni fazi (mrtvy
¢as ty) a z doby, po kterou je latka zadrZena stacionarni fazi t’r (redukovany retencni Cas).
tr=ty+ 'R
Analogicky miiZeme tento vztah vyjadiit také podle piisluSnych eluénich objem.

Ve =VuMm +V,R

V literatute se dasto uvadgji tzv. eluéni (retenéni) poméry. Jedna se o pomér elucnich

objemt dvou latek.

V'm
Vg2

13
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Obrazek 1: Chromatograficky zdznam dvou latek a nesorbujiciho se inertu

K hodnoceni G¢innosti kolony byly zavedeny pojmy pocet teoretickych pater n a
vySkovy ekvivalent teoretického patra H. Polet teoretickych pater kolony se zjisti

experimentalné dosazenim naméfenych hodnot do vztahu:

2
n=5545 [’—R)
bos

kde by, je ifka piku v poloving jeho vy3ky. Zname-li tedy pocet teoretickych pater a celkovou

délku kolony L, miZeme zjistit vySkovy ekvivalent teoretického patra jako :
u-L

Pro vyjadieni u¢innosti déleni byla zavedena veli¢ina rozliSeni Rg. Rozlideni se udava
Jako rozdil retenénich ¢ast separovanych latek 1 a 2 déleny primérnou hodnotou 3ifky piku

v zakladné (Y,).

14
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Rg = 2(IR2 Im)
Yo+ Yo

pokud vychézime ze Sitky piku v poloving jeho vysky (bos), miZeme vztah upravit jako :

_ 1l 8(trz — tm)

Rs
bo.say + bo,s(2)

Dal3i parametry pro posouzeni kvality chromatografického zaznamu jsou :

Faktor symetrie piku Ag :

As— bo.os
2d

kde by s je Sitka piku v jedné dvacetiné jeho vysky a d je vzdalenost mezi kolmici spusténou
z vrcholu piku a vzestupnou ¢&asti piku v jedné dvaceting jeho vysky. Ag by mél byt v rozsahu

0,80 az 1,50 (idedlné 1,0).

Pomér signalu k Sumu S/N :
S/N=—

kde H je vyska piku odpovidajici dané sloZce a h je absolutni hodnota nejvyssi vychylky

signalu $umu od zékladni linie.

Pomér vyiky piku k sedlu p/v :
JestliZze neni zcela oddélena neCistota od analyzované latky, lze pouZit jako kritérium

zpusobilosti systému pomér vysky piku k sedlu:

H,
H,

p/v=

15
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bodu kfivky odd€lujici piky nelistoty a analyzované latky (sedlo) nad extrapolovanou

zakladni linif,

2.2.2 Hodnoceni latek pomoci HPLC

Ke kvalitativni a kvantitativni analyze slouZi chromatografickd kiivka. Zakladni
kvalitativni charakteristikou v HPLC je reten¢ni (eluéni) ¢as tr, coZ je ¢as od nastfiku vzorku
na kolonu k maximu chromatografického piku. Identifikace slozek ve vzorku je zaloZena na
faktu, Ze stejné latky maji za stejnych chromatografickych podminek shodné retencni Casy.
Dukazem totoZnosti je tedy shoda reten¢niho ¢asu (objemu) chromatografického piku léciva
v analyzovaném vzorku s retenénim &asem (objemem) piku standardu. Nékteré moderni UV
detektory umoziiuji v maximu piku sejmout UV spektrum. Shoda UV spekter vzorku a
standardu je identifikaéni charakteristikou.

Stanoveni lé¢iv metodou HPLC je v fadé 1ékopisnych ¢lanki spojeno se zkouskami na
gistotu. Plocha pod elugni k¥ivkou, pfipadné vyska kiivky, je kvantitativnim udajem a je tedy
timérna koncentraci separované latky. Na zakladé zjidt€nych ploch pikt se obsah latky ve
vzorku urCuje s pouZitim standardu. Pouziva se bud’ metoda vnitiniho, nebo vnéjsiho

standardu.®!%!V

Metoda vnéjSiho standardu

Spodiva ve dvou krocich, ve dvojim davkovani. V prvnim kroku se na kolonu
nasttikne roztok analyzovaného vzorku a po registraci chromatografického zaznamu se pak
nastiikne roztok vnéjsiho standardu a opét se registruje jeho chromatogram. Jako vnéjsi
standard se pouZiva u substanci tzv. chemicka referen¢ni litka, nebo u sloZenych lékovych
pripravki jedna z analyzovanych sloZek smési. Koncentrace stanovovanych sloZek smési se
pak zjisti porovnanim ploch (vy3ek) pikd jednotlivych stanovovanych latek a plochy piku

vnéjsiho standardu.'”

Metoda vnitfniho standardu

Zaklada se na pridavku pfesné znamého mnoZstvi standardni latky do analyzované
smesi pfed viastni analyzou. Po dikladném promichani se vzorek nastfikuje na kolonu.
Koncentrace stanovovanych sloZek se vypolitd z poméru ploch (vysek) piki jednotlivych

separovanych sloZek a plochy piku vnitfniho standardu. ProtoZe standard a vzorek jsou pfi

16
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soutasném chromatografovani vystaveny stejnym vlivim, dochazi tim k eliminaci chyby
dvojiho nastfiku. Metoda vnitfniho standardu je méné Casové narocna a hlavné presnéjsi.
ynitfni standard v3ak musi byt eluovan v blizkosti piki, které budou vyhodnocovany, musi
mit podobnou koncentraci jako hodnocené litky a musi byt chemicky inertni. Po vyhodnoceni
ploch piki vypocitdme pomér ploch a sestrojime kalibraéni kfivku jako zdvislost poméru

ploch na koncentraci.!%!)

2.2.3 Instrumentace v HPLC

Piistroje pro HPLC jsou znaéné rozdilné po strance vybavenosti i z hlediska koncepce
jednotlivych funkénich soucasti. V praxi se vyskytuji dva pfistupy k technickému feSeni
kapalinového chromatografu:

« stavebnicovy systém- toto feSeni ma vyhody v ekonomické nenédroCnosti a v postupném
dovybaveni celého systému dle potfeb uZivatele.

+ kompletni sk¥ifiové sestava- draZ$i volba, kterd ma navic nevyhodu v nesnadné pfistupnosti
jednotlivych soudasti pfistroje. Pro tento typ chromatografu je velkou vyhodou, Ze redukuje

mrtvy objem na minimum.”

2.2.3.1 Schéma kapalinového chromatografu 2

Kapalinovy chromatograf se sklada z ¢asti, které zabezpetuji transport mobilni faze,
davkovani vzorku, separaci latek a jejich detekci. Blokové schéma moderniho kapalinového
chromatografu je uvedeno na obrazku 2. MuZe mit fadu obmén, v zasad¢ v3ak musi byt
zachovéno fazeni zdkladnich elementh za sebou, i kdyZ Ize mnohé pfi specialnich typech

méfeni bud’ vynechat, nebo naopak pridat.
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Obrazek 2: Schéma kapalinového chromatografu
1,2-z4sobniky mobilni faze, 3-Cerpadla, 4- sm&ova¢, 5-manometr, 6-ochrannd kolonka, 7-
davkovaci zaiizeni, 8-kolona, 9-detektor, 10-jima¢ frakei, 11-zapisovag, 12-integrator
Mobilni fize je (pfi izokratické eluci) vedena bud’ zjednoho zisobniku do
vysokotlakého Gerpadla, anebo (pfi gradientové eluci) se pfivadéné proudy z vice zasobniku
misi podle programu ve smé3ovadi. Podle druhu &erpadla (jez muzZe byt pulsni nebo
bezpulsni) je zatazen do toku mobilni fize tlumié tlakovych pulst. Mobilni faze dile prochazi
ptes zafizeni pro davkovani vzorku do chromatografické kolony, kterd je spojena piimo
s detektorem. Z detektoru je veden signal pfes zesiloval do zapisovale, eventueln€ i do

integratoru.

2.2.3.2 Zasobniky mobilni fize '*

Vé&tiina rozpoustédel pouZivanych jako mobilni fize je hoflava a jedna se vesmes o
zna¢né t&kavé latky. Proto musi byt zdsobniky konstruovany tak, aby umoZziiovaly vyhovujici
uzavfeni nadoby (takové, aby kapalina mohla dobfe odtékat a pfitom jeji pary neunikaly do
okolni atmosféry). Tyto zasobniky jsou nadoby vyrobené zpravidla ze sklenéné¢ho (i
nerezového materidlu o objemu cca do dvou litr, umisténé v samostatném uzavieném
prostoru chromatografu a chranéné pfed svétlem a otevienym ohném. Castetky v&t3i neZ pét

pm mechanicky poskozuji &erpadlo, proto je mobilni fize nasdvana pfes filtr. Tato C4st
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chromatografu je spojena se smé&ovacem a vysokotlakym €erpadlem pomoci trubicek z plastu
#i nerezové oceli.

Pii miseni dvou a vice slozek mobilni faze dochazi k uvolnéni misiciho tepla. Tato
energie zpusobi, Ze dojde ke zmén& rozpustnosti plyndt a tim k uvolnéni plynu ve formé
publin. Bubliny zplsobuji v chromatografickém systému kolisini tlaki (jsou snadno
stladitelné) provézené sniZenim elektrické stability a také velmi vyrazn€ negativné ovliviiuji
odezvu detektorti.

Odplynit mobilni fazi je moZné n€kolika zpusoby:

« vakuem za sou€asného intenzivniho michani. Tento zplisob ma tu nevyhodu, Ze slozky
mobilni faze s vysokou tenzi par tékaji, coZz meéni sloZeni mobilni faze.

» ultrazvukem

« probublavénim inertnim plynem, zejména heliem, které ma velmi malou rozpustnost ve

vét3iné organickych rozpoustédel.

2.2.3.3 Vysokotlak4 &erpadla a tlumige pulsi >

Vysokotlaké &erpadlo musi splitovat mnoho kritérii. Predeviim musi umoZnit

konstantni bezpulzni tok mobilni fize o malé rychlosti (0,1-10 ml/min) za vysokého tlaku azZ

| 40MPa tak, aby byla umoZnéna kvalitativni a kvantitativni analyza. Cerpadla pracuj
zpravidla tak, Ze ze zdsobniku vytlatuji pistem ¢i membranou mobilni fazi.

Principidlné se vysokotlaka Cerpadla dé€li do dvou hlavnich skupin podle toho, zda
pracuji pti konstantnim tlaku nebo pfi konstantnim objemovém pritoku. U Eerpadel
s konstantnim tlakem se vyuZiva tlak plynu pfivadéného z tlakové nadoby pies redukéni
ventil. Druhy typ ¢erpadel vyuziva k pohybu pistu nebo membrany mechanicky pohon, ¢imz
se dosahuje konstantniho pritoku ¢erpané mobilni faze.

Z praktického hlediska byvaji Cerpadla rozdélena na pulsni a bezpulsni. Pulsni
derpadla maji objem pracovni komory pomémé maly a potfebného prutoku se dosahuje
mnohokrat opakovanym stlatenim a vypuzenim mobilni fize z pracovni komory. Bezpulsni
¢erpadla pracyji s daleko v&t3im objemem pracovni komory (100 -500 ml) , coZ umoZiiuje
provést bez op&tovného plnéni ¢erpadla fadu analyz. Tento typ také poskytuje hlad3i pritok
mobilni faze a nevyzaduje specialni pfidavné zafizeni pro tlumeni tlakovych pulst. Bezpulsni

Cerpadla jsou viak draz3i a maji podstatné hor$i pfesnost tvorby gradientu mobilni faze.
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pulsti. To Ize uskuteCnit dvéma zpisoby:

U ¢&erpadel se sinusovou ¢asovou zavislosti polohy pisth je tfeba tlumeni tlakovych

. MiZeme pouZit soudasné dvou i vice Cerpadel, jejichz Cinnost je fazové posunuta.
Nejjednodus3i je kombinace dvou pump, které pracuji v opatné fazi. V okamZiku, kdy je
jedno Eerpadio ve fazi sani, druhé musi byt ve fazi vytlaku, Tim ziskdme témé&f hladky
prittokovy profil.

- Podstatné levnéjsi zpusob je potlateni pulsace pomoci tlumi¢h pulsi, které vyuZivaji
pruzného odporu. Nevyhodou je nizsi uinnost neZ u dualového Cerpadla, dale pak vneseni
dalgich mrtvych prostort do chromatografického systému.

2.2.3.4 Déavkovaci systémy 2,12)

Davkovaé vzorku je umistén pfed vstupem do kolony. K davkovani se dnes vyuziva
davkovaci ventil bez pouZiti septa s vyménitelnou smyckou {o vhodném objemu), umoZitujici
okamzité davkovani vzorku do proudu mobilni faze. Davkovaci ventil je sloZen z pevneho
pouzdra s otodnym jadrem, na které je napojena také davkovaci smycka. Po naplnéni smycky
mikrostfikatkou a otoenim jadra dojde k zafazeni smycky do prutoku. Vzorek je okamzité
vytlaten proudem mobilni faze.

Davkovaci zafizeni musi dovolovat co nejpfesnéjsi davkovani definovanych objemu
vzorku a co nejméné piispivat k roz§ifovani eluéni kiivky. Davkuje se pouze vzorek dokonale

rozpustény ve vhodném rozpoustédle, nejlépe v mobilni fazi.

Davkovaci zafizeni vyuZivajici techniky nastiiku injekéni stiikackou pfes septum nebo

pfi zastaveném prutoku mobilni faze (stop-flow davkovace) se jiz prakticky nepouZivaji.

2.23.5 Chromatograficka kolona a jeji néplng >

Chromatografické kolony jsou trubice zriuzného materidlu naplnéné sorbentem.
V dnesni dobé se zhotovuji pievazné ztrubic z antikorozni oceli sle$ténym vnitfnim
povrchem. Do tlaki cca 20 MPa 1ze pouzit i kolony ze specidlng tvrzeného skla, které se
z bezpegnostnich diivodl umist'uji do kovového pouzdra.

Pro analytické méfeni se pouZivaji analytické kolony v délce 5 —~ 30 cm s vnitinim
primérem 3 — 5 mm. Naplné maji velikost ¢astic 3 — 10 g m. Diky uvedenému zmeéni

dosahuji tyto kolony aZ 5 000 nebo i 10 000 teoretickych pater na 10 cm délky. Sorbenty lze
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rozdélit podle jejich polarity. Nepoldmim sorbentem je silikagel modifikovany na svych
hydroxylovych skupinach alifatickym fetézcem sosmi nebo osmndcti uhliky. V prab&hu
analyzy dochézi k interakcim analyzovaného vzorku s alkylovymi fetézci na principu tvorby
vodikovych mistkti nebo Van der Waalsovych sil. Jedna se o tzv. reverzni faze. Stiedné
polarni fazi predstavuje tifuhlikaty fet€zec obsahujici skupiny ~CN, -NH;, -OH. Jako polarni
sorbent se pouziva silikagel. Je vhodny pro vétSinu latek mimo silné¢ bazickych, které
interaguji s jeho slab& kyselym centrem. Mezi polarni sorbenty patfi také oxid hoteénaty,
nebo i oxid hlinity, ktery se pouZiva pro déleni nepfili§ polarnich latek, které se od sebe
stéricky lisi.

Modemi pfistroje umoZiiuji pouZit pii déleni latek nékolik kolon najednou, jedna se o
techniku pfepinani spfaZenych kolon (column switching). Kolony byvaji spojeny za sebou, a
mohou se lidit délkou, naplni apod. Metoda se pouziva ke zlep3eni separace latek a zkracuje

¢as analyzy.

2.2.3.6 Detektory 3.6.13)

Detektory slouzi kidentifikaci latek vychazejicich zkolony. Sleduji nékterou
z vlastnosti eluatu pomoci vhodného snimace a signél se po zesileni pfevadi do zapisovale.
Ten pak poskytuje zavislost intenzity daného signilu na d&ase nebo je vyhodnocen
pocitatovym systémem. Detektor muZe vyznamné ovlivnit vysledek stanoveni, a proto by se
mély pouZivat jen kvalitni detektory spliujici tyto poZadavky:
e vysokd citlivost (definovana jako zména signalu detektoru pii jednotkové zméné
koncentrace analytu)
o dostate¢n& velky pomér mezi Sumem a méfenou hodnotou
o reprodukovatelnost a linearita odezvy
e nezavislost odezvy na zmé&né sloZeni mobilni faze pfi gradientové eluci
e dobré dynamické vlastnosti ( signal detektoru by mél byt vérnym obrazem &asové
funkce koncentrace analytu ve vzorku, protoZe zkresleni koncentraéniho profilu,
roziifeni a deformace zon zhor3uji citlivost a spolehlivost méfeni a rozdéleni latek,

kterého bylo dosaZeno na kolong)

® malj citlivost ke zménam tlaku a rychlosti pritoku mobilni faze
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koncentraci samotné detekované latky v eludtu a u univerzalnich je odezva umérna urgité

Detektory lze rozdélit na selektivni a univerzalni. U selektivnich je signdl tmémy

celkové vlastnosti eludtu, jak analyzované latky tak i sloZek mobilni faze.
NejpouZivan&jdi jsou fotometrické detektory pracujici v ultrafialové nebo viditelné
oblasti svételného zafeni, nasleduji detektory fluorimetrické, elektrochemické a

refraktometrické.

Tabulka 1: Nejast&ji pouZivané detektory v HPLC

Detektor Selektivita Sniman4 veli¢ina Citlivost [g/ml]
! Ultrafialovy ano absorpce zéafeni 107 az 10°
Fluorimetricky ano fluorescence 10° az 107"
Elektrochemicky ano oxido-redukéni zmény 107 az 1077
Refraktometricky ne index lomu 10°

Fotometrické detektory >%°

Fotometrické detektory pracuji nejCastéji v oblasti ultrafialového, viditelného,
pfipadné také infraterveného =zafeni. NejCast&ji se pouZiva absorbce v UV oblasti a u
‘ barevnych latek ve viditelné oblasti. Patf{ sem detektory:

* s jednou nastavenou vinovou délkou — maji dvoupaprskové uspofadani a méfi rozdil
absorbance mezi mémou a srovnavaci celou. Jako zdroj zafeni vyuZivaji vétSinou
nizkotlakou rtut'ovou vybojku .

¢ s né&kolika pfedem nastavenymi vinovymi délkami (nej¢astéji 254 nm nebo 280 nm)

¢ sdeuteriovou vybojkou (polychromaticky zdroj =zéfeni) a monochromatorem.
Umoziuji pro detekci volit libovolnou vinovou délku zafeni (nejcastéji 190 nm aZ
400 nm). Nékteré snimaji celé absorpéni spektrum eluatu kazdou sekundu.

o spektrofotometrické detektory s rychlym zidznamem spektra bez preruSeni
chromatografické separace (tzv. photodiode-array detektory) — tyto detektory jsou
zaloZeny na sou¢asném méfeni signalu velkého po¢tu miniaturnich ploSnych fotodiod,
a proto umoziuji soucasnou detekei signdlu pii n€kolika vinovych délkach, tzn. i
detekci pfi vinové délce odpovidajici absorpénimu maximu kazdé latky, ¢imz zvySuji

selektivitu a citlivost detekce.
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Spektrofotometrické detektory zaruduji vysokou selektivitu, citlivost ( detekéni limit
10 az 107'° g/ml) a &irokou oblast linearity odezvy. Umoziiuji volit jako mobilni fazi mnoho
riznych rozpoustédel, které neabsorbuji zafeni pfi pouzivanych vinovych délkach. Pfi vhodné

volbé rozpoustédel umoziiuji i gradientovou eluci.

Fluorimetrické detektory 26)

Pii fluorimetrické detekci prochdzi eluovana latka pritokovou celou detektoru,
absorbuje UV zéfeni z intenzivniho zdroje (rtutova vybojka) a pfitom vydava fluorescenéni

zéfeni o vétdi vinové délce, neZ jakou ma zéfeni excitatni.

Emitované zafeni dopada na elektricky fotonasobi& a pfeméni se na elektricky signal, jehoz
! velikost je iméma toku fluorescenéniho zéfeni. Intenzita emitovaného zafeni je pfimo Uméma
koncentraci latky., U latek, které nejsou pfirozené fluorescencni, lze vhodnou derivaci
piipravit fluoreskujici derivaty. Tyto detektory jsou vysoce selektivni a v praxi bylo dosaZeno

meze detekce 10° a2 10" g/ml.

Elektrochemické detektory >®

Slouzi k detekci latek schopnych elektrochemické reakce, tj. oxidatné-redukénich
zmén, jeZ probihaji na fazovém rozhrani roztok — elektroda. Amperometrické detektory méfi
proud vyvolany priuchodem redukovatelné nebo oxidovatelné latky pratokovou celou, v niz
jsou umistény elektrody s vloZenym pracovnim napétim. PouZiva se dvouelektrodovych nebo

Castéji tiielektrodovych systému (skladajicich se z mémé, srovnavaci a pomocné elektrody).

Amperometrické detektory pouZzivaji tuhych mémych elektrod zhotovenych nejéastéji
ze skelného uhliku, grafitovych vlaken, grafitové pasty nebo z kovii. Nevyhodou téchto
materiald je jejich zanaSeni a postupna deaktivace produkty oxidace a redukce a necistotami

z mobilni faze, coZ vyzaduje astou rekalibraci detektoru pii kvantitativni analyze.

Polarografické detektory pracuji se rtutovou kapkovou elektrodou, u niZ se pravidelné
obnovuje povrch.

Elektrochemické detektory umoZiiuji dosahnout velmi vysoké citlivosti (detekéni limit
10° — 10" g/ml). Dulezité pii jejich pouZivani je viak dikladné odplynéni mobilni faze,
abychom dosahli stabilni nulové linie a tim ziskali reprodukovatelné vysledky. Mobilni faze
musi byt vodiva, takZe tyto detektory nelze pouzit pfi chromatografii v systémech s fazemi

bez naboje.
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Coulometrické detektory méki naboj potfebny k oxidaci €i redukei celkového mnoZstvi
jatky pfi prutoku mémou celou. UmoZiiuji dosdhnout ve&tSi citlivosti  detekce neZ

amperometricke detektory.

Refraktometrické detektory >

Patfi mezi nejCast8ji uZivané nespecifické, univerzalni detektory. Jejich odezva je
amémé rozdilu indexu lomu eludtu vmémé cele a srovnavaci kapaliny (mobilni faze)
v referenéni cele. Nevyhodou je zdvislost indexu lomu na teploté, niZdi citlivost (detekéni
limit 10® g/ml) a nemoZnost pouZiti pii gradientové eluci. PouZiva se hlavné tehdy, kdyz

vzorek neabsorbuje v UV oblasti nebo kdyZ ma mobilni faze prili§ velkou absorbanci.

Hmotnostni spektrometr (MS) 12)

V posledni dobé se pro detekci latek vyuZiva téZ spojeni HPLC s hmotnostni
spektrometrii. Po vystupu eludtu z kolony je nutno z néj odstranit mobilni fézi a molekuly
litky v plynném stavu jsou v hmotnostnim spektrometru ionizovany narazy elektroni,
termoionizaci a elektroionizaci. Nabité ¢astice (molekularni a fragmentarni ionty) jsou
v magnetickém nebo vysokofrekvenénim poli separovany podle hmotnosti a naboje a
zaznamend se jejich hmotnostni spektrum (tj. &etnost iontu ve vztahu k poméru
hmotnost/pocet iontu). Tyto detektory jsou znacné citlivé, ale vétdinu z nich nelze pouzit pfi

gradientové eluci.

2.2.3.7 Zatizeni pro zaznam a zpracovani dat >

Z detektoru vychazi signdl, ktery je veden k zapisovali. Graficky zaznam pruchodu
jednotlivych komponent detektorem v zavislosti na Case je reprodukovan ve tvaru piku na
chromatogramu. Jejich tvar se v idedlnim pfipadé blizi Gaussové kiivce, pfi€emz plocha piku

je imérna koncentraci latky proslé detektorem.
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K hodnoceni chromatogrami se pouZivaji zafizeni, kterd jsou schopna automaticky
yyhodnotit a zaznamenat vedkerd elutni data a poskytnout i kvantitativni udaje ze
zabudovaného integratorn. V dnes$ni dob& se vyuZivad piedevSim pocitaové techniky

vybavené vhodnym chromatografickym programem.
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2.2.4 Validace metody v HPLC '*'>6)

Validaci miZeme definovat jako proceduru, jejimz tkolem je demonstrovat a
dokumentovat kvalitu analytické metody. Cilem validace chromatografické metody je
prokézat pomoci experimentalnich dat a jejich matematického a statistick¢ho zpracovéni, Ze
metoda je vhodna pro zamyslené pouZiti a ziskané vysledky analyz jsou spolehlivé. Validace
se provadi vzdy pii zavadéni nové metody nebo pfi kontrole zplsobilosti systému. Validace a
nasledny validaéni protokol by mél mit tfi ¢asti: podrobné vypracovany analyticky postup,

test vhodnosti pouZité metody a vlastni validaci analytické metody.

Dile se zaméfime jen na vlastni validaci chromatografické metody. Jednd se o
l prokazani toho, Ze vysledky ziskané touto metodou jsou spravné, presné a reprodukovatelné.

! Testujeme:
+ presnost stanoveni
( + spravnost stanoveni
+ linearitu
+ robustnost
+ selektivitu

+ detekéni a kvantitativni limit (u latek vedlejSich)

PRESNOST METODY

Cilem tohoto testu je uréit tésnost shody vysledki vzijemné nezavislych méfeni za
pfedem specifikovanych podminek. Pfesnost zavisi pouze na rozdé&leni nahodnych chyb a

nema vztah k prave hodnoté.

Piesnost metody stanovime tak, Ze opakované analyzujeme stejny vzorek za stejnych
chromatografickych podminek. Z chromatogramu ode¢teme odpovidajici plochy pikl (a;) pro
hlavni latku i pro latky vedlejdi (ne€istoty, degradadni produkty) a ziskané hodnoty se pouZiji

pro vypodet nasledujicich udaji:
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+ primérna hodnota plochy piku a

1
a= —Zaf
h i=1

» smérodatni odchylka s

Smérodatna odchylka charakterizuje rozptyleni jednotlivych hodnot a; okolo priméru

a. Vypocita se jako:

R

kde n je pocet paralelnich stanoveni.
e relativni smérodatna odchylka R

Pokud smérodatnou odchylku vztihneme na prumémou hodnotu a vyjadiime ji

v procentech, ziskame relativni smérodatnou odchylku R, :

Re= 5 [og]

PoZadavek je Rs < 1% pro hlavni latku a Ry < 5% pro vedlejdi latku, kterd se ve vzorku za

normalnich okolnosti vyskytuje v 0,1- 1,0%-nim mnoZstvi.
* interval spolehlivosti L, >

Interval spolehlivosti se stanovuje pro zvolenou hladinu vyznamnosti a. Hladina
vyznamnosti udava pravdépodobnost, Ze skutednd hodnota parametru nelezi uvniti tohoto

100(1-0) %-niho intervalu. V praxi volime nejéast&ji a =0,05, tedy (1-a) = 0,95.

Interval spolehlivosti L, » pro dany vzorek stanovime jako :
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Kde R je rozdil hodnot amax — amin , Ky je koeficient zahrnujici poget néstfiki stejného vzorku a

hladinu vyznamnosti.

+ vylouéeni odlehlych vysledku

K vyloudeni odlehlych vysledki je v analytické praxi nejvhodnéjsi Grubbstiv test T za

pouZiti miry rozpéti. KdyZ testujeme na odlehlost vysledek nejvetsi (amay), plati :

dmax— A
Trax =

So

Pokud testujeme na odlehlost neymens3i vysledek (amn), plati :

d — d min

Tmin =
So

Hodnota s, odpovida populaéni smérodatné odchylce, ktera je dana vztahem :

Vypoctend hodnota Tpax nebo Tpin s€ porovna s kritickou hodnotou Grubbsova rozdéleni T,,.
Je-li Tax n€BO Tiin = Tq , je vysledek odlehly. V opaném piipadé se testovany vysledek

nevyluduje.
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SPRAVNOST METODY

Spravnost metody je definovana jako t&snost shody mezi vysledkem analyzy (ci) a
ptijatou referenéni hodnotou (c,). Touto referenéni hodnotou mize byt skuteény znamy obsah

1atky nebo obsah zji§tény jinou nezavislou metodou, jejiZ spravnost je zarucena.

Statisticky se spravnost testuje pomoci vyt&Znosti (R), ktera se vypotita podle vzorce:

Ri= IOOCr[%]

o]

| LINEARITA

Linearita je definovéna jako schopnost metody poskytovat v definovaném intervalu

vysledky imémé koncentraci analytu ve vzorku. Tento test hodnoti kvalitu zavislosti plochy

‘ piku na koncentraci analyzované latky v rozmezi 50-150 % ofekavané koncentrace. Kvalita
E této zavislosti je vyjadfena tzv. korelaénim koeficientem r. Pokud se r=1 jedna se o linedmni

zévislost plochy piku na koncentraci analytu. V praxi je vhodny korela¢ni koeficient vetsi neZ
0,98.

Pro podet n vzorki znamého obsahu analytu ¢; se ode¢te odpovidajici plocha piku a.
Pak se pro kaZdou z n naméfenych hodnot vypoéitaji odchylky od priméru Ai=a;-3; C=ci-c.

. Pro linearni zavislost se pak miZe odhadnout korela¢ni koeficient r jako :

Z(C: . Ai)
ey Ty

ROBUSTNOST METODY

Robustnost metody je definovana jako mira vlivu kolisani urovné
jednotlivych parametrd na vysledek analytického stanoveni. Dle uvéaZeni experimentatora se
méni ty pracovni podminky, které by mohly ovlivnit pribéh a vysledek analyzy. Pracovni

podminky se méni na dvou trovnich- homi a dolni (pfi¢emZ spodni i homi urovné téchto
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zmén by mély pfedstavovat redlné mozné odchylky b&hem dan€ analyzy). Analyticka metoda

je robustni, jestlie presnost stanoveni neni ovlivhéna malymi zménami pracovnich

podminek. K tomuto testu se pfipravi jeden vzorek standardu analyzované latky a pted

kazdym nastiikem se zmé&ni pracovni podminky na obou Urovnich.

SELEKTIVITA

Selektivita analytické metody je definovéna jako schopnost pfesného a
spravného hodnoceni analytu i v piitomnosti interferujicich latek (necistot, degradacnich
produktl, pomocnych latek). Selektivni metoda je tedy takova metoda, ktera za urditych
| podminek umoZiiuje piesné a spravné stanoveni obsahu slozky ve vymezené smési jinych

slozek. Selektivita analytické metody je testovana porovnanim vysledka vzorku standardi s
vysledky vzorka s matrici. Selektivita se testuje tak, Ze se pfipravi jeden roztok standardu
analyzované latky s pfidavkem asi 5% latek vedlejdich. Trikréat se nastiikne, zméfi se plocha

l analyzované latky a vypo&ita se primérna hodnota A;. Selektivita S se vypodte podle vzorce:

_ 100-(A0—A:)[

> Ao %]

kde A, je plocha piku analyzované latky odeétena ze samotného standardu,

PoZadavek je, aby selektivita S > 99%.

DETEKCNI A KVANTITATIVNI LIMIT

Mez detekce (LOD-Limit of Detection) udavé skuteCnou uroveii signalu,
kterda jesté umoZiiuje detekci koncentrace. Je definovéna jako trojndsobek smérodatné

odchylky $umu tj. odezvy slepého pokusu.
Mez stanovitelnosti (LOQ-Limit of Quantification) je nejniz8i koncentrace

stanovované latky, ktera je stanovitelnd s pfijatelnou pfesnosti a spravnosti. Je definovéna

jako desetindsobek smérodatné odchylky Sumu tj. odezvy slepého pokusu.
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Smérodatnou odchylku $umu lze odhadnout pfi méfeni placeba ze zdznamu Sumu
v okoli retenéniho &asu stanovované latky. Stfedem 3umu se narysuje nulova linie a od ni se
zméf nejvétsi kladna (i) a zdporna (r') amplituda Sumu. Z tohoto rozpéti Sumu je mozno

odhadnout jeho smérodatnou odchylku vydélenim péti:

LOD a LOQ se pak vypo&tou ze vzorcu :

LOD = 3-m-K

kde K je pomér plochy piku ku vy3ce piku a b je pomér plochy piku ku koncentraci analytu.
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2.2.5 Derivatizace v HPLC '

Chemicka4 derivatizace latek se vyuZiva ke zméné jejich vlastnosti takovym zplisobem,
aby se umoZnilo nebo zcitlivélo jejich stanoveni. V HPLC je hlavnim problémem nedostatek
univerzalnich a pfitom vysoce citlivych detektori. Nejpouzivangj$i UV fotometricky detektor
pro fadu latek neposkytuje odezvu nebo neni dostate¢né citlivy pro jejich stopovou analyzu.
Proto se derivatizaci v HPLC latky modifikyji tak, aby je bylo moZno detekovat
spektrofotometrickymi, fluorimetrickymi ¢&i elektrochemickymi detektory, tj. do jejich
molekul se zavedou chromofory, fluorofory ¢i redox skupiny. Hlavni vyhody derivatizace lze
shrnout takto :

» zlepeni parametri detekce obtizné detekovatelnych latek

« zvyseni selektivity pro slozky obsaZen¢ ve sloZitych matricich

« modifikace chromatografickych vlastnosti, kterd vede ke zkraceni doby analyzy a zvy3eni a
zZeni eluénich kifivek

« zvyseni rozlideni

Derivatizaci je moZno provadét izolovang pfed celou chromatografickou analyzou
nebo muze byt soucasti chromatografického systému. V druhém piipad€ existuje né&kolik
zpusobli provedeni, jsou to :

» predkolonovi derivatizace (pre-column derivatization)-chemicka reakce probiha pred
separaci analyzované latky na koloné

* postkolonova derivatizace (post-column derivatization)- vyeluovana latka z kolony
reaguje s derivatizadnim &inidlem a vytvofeny komplex je kontinualné detekovan

* derivatizace na koloné (on-column derivatization)- chemické reakce probiha piimo na

kolong

PouZiti pFedkolonové derivatizace se neobejde bez obtizi zplisobenych vznikem
vedlejsich derivatizaénich produktd, které mohou rudit chromatograficky zaznam. VeSkeré
derivatiza¢ni reakce pfi pfedkolonové derivatizaci vyZaduji maximalni opatrnost pfi zajisténi
podminek nutnych pro optimalni reakci. Na derivaty vzniklé pfi pifedkolonové derivatizaci
jsou kladeny zvladtni poZadavky. Musi byt dostatecné stabilni, reakce musi probihat
kvantitativné a méla by byt selektivni. Reakéni podminky {(pH, teplota) pii tomto typu

derivatizace musi byt mirné.
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Pouziti postkolonové derivatizace uréitym zpusobem minimalizuje nedostatky
pfedkolonové derivatizace. Derivatizadni reakce musi byt rychla, mizZe vSak probihat 1 za
extrémnich podminek. Reakce nemusi byt selektivni a nemusi probihat kvantitativng,
rozhodujici je dobrd reprodukovatelnost. Jsou s ni ovSem spojeny nékteré problémy. Potiebné
reakéni médium miZe byt nekompatibilni s optimalni mobilni fazi a nemiZeme pouZit
gradientovou eluci. V3echny pouZivané postkolonové reaktory pracuji na principu
prutokovych zafizeni.

K odstran&ni nezreagovaného derivaéniho <{inidla, které vychazi z derivaniho
reaktoru, se uziva tzv. extrakéniho detektoru. Jeho konstrukce je velice komplikovana, proto
mlZe byt piiinou vzniku analytickych chyb.

2.2.5.1 Derivatizace aminoslougenin '”

P#i HPLC hodnoceni aminoslouéenin se eluat detekuje nejéastéji UV fotometrickym
nebo fluorimetrickym detektorem. P¥imé detekce je ale u vétSiny aminoslou€enin spojena
snizkou citlivosti, proto je pro zvySeni odpovédi pfi analyze nutné pievest tyto
aminosloudeniny na vhodné derivaty. Jednd se pfedevS$im o ty aminosloueniny, které
nevykazuji vlastni fluorescenci, nebo které neobsahuji ve své molekule seskupeni atomu, jeZ
by zpiisobilo vyraznou absorpci v UV popi. viditelné oblasti svétla.

Vétsina derivatizadnich reakci je zaloZena na reaktivité aminoskupiny. Nejcasté)i
pouzivanymi derivaénimi &inidly jsou: o-ftalaldehyd (OPA), fenylisothiokyanat (PITC),
dansylchlorid (DNS-CI) a 9-fluorenylmethyloxykarbonylchlorid (FMOC-CI). Jejich duleZite
charakteristiky shrnuje tabulka 2.

Tabulka 2: Porovnani vlastnosti deriva&nich €inidel pouZivanych k derivatizaci aminoskupin

Deriv. ¢inidlo  Rychlost reakce  Detekce Stabilita derivatu  Sek. aminoskup.

OPA velka UV, FLD nizka ne
DNS-CI mala UV, (FLD) vysoka ano
PITC stiedni uv stiedni ano
FMOC-CI velka FLD vysoka ano
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OPA reaguje pouze s primamimi aminoskupinami, reakce je rychld a probihd za
laboratorni teploty. Stabilita produkti vSak neni vZdy dostatefna, nebot’ &asto dochazi ke
spontannim pfesmykim. Proto se reakce uplatiiuje Cast€ji pfi derivatizaci za kolonou.
Vyhodou je, Ze OPA sim nefluoreskuje, ale jeho derivaty s aminoskupinami maji vyrazné
fluorescenéni vlastnosti.

DNS-Cl reaguje s primarnimi i sekunddmimi aminoskupinami za vzniku derivath
absorbujicich v UV spektru, pro hodnoceni se viak miZe pouZit i fluorescencni detekce.
Reakce s DNS-CI se pouziva vyhradné k derivatizaci pfed kolonou. NejvétSim nedostatkem je
velmi dlouhy reakéni &as (2-60 min), vysokd reakini teplota (60-100°C) a tvorba
multiderivati u bazickych aminokyselin.

PITC se pouZivid vyhradn& pro predkolonovou derivatizaci snaslednym vznikem
phenylthiokarbamylu (PTC) p¥isluiné aminokyseliny. Detekce probihd UV fotometricky pii
vlnové délce 254 nm. Nevyhodou je, Ze samotné ¢inidlo reaguje s rezidualnimi kyselinami ve
vzorku a ty davaji interferujici piky. Stabilita vzniklych derivatl zavisi na teploté: za
laboratorni teploty dochézi k degradaci, pfi -20°C muzZe byt derivat uskladnén az tyden.

FMOC-Cl reaguje sprimamimi i sekundérnimi aminoskupinami za vzniku
fluoreskujicich derivati. PouZiva se vyhradng k derivatizaci pfed kolonou. Nevyhodou je, Ze
se &inidlo pouZiva ve velkém nadbytku, ktery musi byt odstranén v nasledném extrakénim
kroku pentanem nebo reakci s nepoldmimi aminy. Reakce FMOC-CI s aminoslou¢eninami se
provadi v prostFedi acetonu a miZe dochézet ke sraZeni derivati hydrofobnich aminokyselin,
proto se reakce muZe provadét také v acetonitrilu, kde je rozpustnost t€chto derivatu vyssi.

Daidimi ¢&inidly, které se wvyuZivaji k derivatizaci aminosloudenin jsou napi.
dabsylchlorid, ninhydrin, 2,4,6-trinitrobenzensulfonova kyselina a 3,5-dinitrobenzoylchlorid
(DNBC).
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2.6 Topické pripravky a jejich viprava pro HPLC 18)

Topické polotuhé pfipravky jsou uréené k aplikaci na kuZi nebo nékteré slizniCni
povrchy. Légiva, ktera obsahuji, i¢inkuji mistné na povrchu kiZe nebo v ni. Maji homogenni
vzhled; jejich uéinek muZe byt zmék&ujici nebo ochranny. Topické polotuhé pfipravky se
skladaji z jednoduchého nebo sloZzeného zakladu, ve kterém je Ié€ivo (1€€¢iva) rozpudténo nebo
jemné dispergovéno. Podle sveho sloZeni muZe zéklad ovlivitovat U€inek 1éku a uvoliiovat
16civo (1é¢iva). Ve skupiné polotuhych topickych piipravku se rozliduji masti, krémy, pasty a
gely.

Topické polotuhé piipravky, jako vychozi material pro chromatografickou analyzu,
jsou vzhledem ke svym specifickym chemickym vlastnostem upravovany. Pii Gpravé masti a
krémi pro HPLC analyzu musime brat v uvahu dvé zakladni skute¢nosti:

+ charakter a vlastnosti uéinné latky
» druh pouZitého mast'ového nebo krémového zakladu

(jednotlivé zdklady se navzdjem lii svymi vlastnostmi, které zdvisi na pouZitych latkach)

MoZnosti Gpravy vzorki pro HPLC analyzu jsou nasledujici:

+ bez zvlastni Gpravy, pouze mast rozpustime ve vhodném rozpoustédle a nastfikujeme na
kolonu; k (¢inné&;j3i separaci sledovanych latek od balastl je vhodné pouZit pfedklonky

+ sledované litky je vhodné vyextrahovat vhodnym extrakénim ¢inidlem. V Gvahu pfipadaji
dva postupy: bud’ extrahujeme piimo a po pfipadné centrifugaci pouZijeme extrakt
k viastnimu stanoveni (pokud analyzovana latka nepodléha zménam pfi vy33ich teplotich
nez je bézna laboratorni, je moZné extrahovat zahfatym &inidlem), nebo nejdiiv mast
rozpustime ve vhodném rozpoustédle (vodném nebo organickém) a danou latku pak
extrahujeme do faze s opaénou polaritou nez mélo pouZité rozpoustédlo. Pro zvy3eni
extrakéni Géinnosti je vhodné upravit kyselost / zasaditost jednotlivych fazi.

» dalsi zpisob extrakce hodnocenych latek nabizi extrakce na pevnych fazich s vyuZitim

extrakénich kolonek.
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3,19.20)

2.3 Tenkovrstvd chromatografie (TL.C)

Chromatografie na tenké vrstvé je plosnou aplikaci sloupcové adsorpéni a rozdé€lovaci
chromatografie. Nepohyblivou fézi tvofi tenkd vrstva sorbentu naneseného na inertni
podloZce, mobilni faze protékd vrstvou vlivem kapilarnich sil. SloZzky na chromatogramu
putuji v podobé skvmn, detekuji se vhodnou fyzikalni nebo chemickou metodou. Vyhodou
plogného usporédani je moZnost sou€asné analyzy libovolneho poctu standardu k potvrzeni
identity jednotlivych komponent. 19.20)

TLC mé i dalsi prednosti, které zapfi¢iiiuji jeji Siroké pouZivani, zejména jednoduché
provedeni, rychlost d&leni latek, snadné vyhodnocovani a moZnost pouZivani
mikrogramovych mnozstvi vzorki. TLC je nepostradatelna v kazdé laboratofi zabyvajici se
syntézou nebo analyzou organickych latek. Metoda totiZ umoZiiuje kromé identifikace latek
samotnych nebo ve smésich uréit téZ Cistotu, tj. zjistit pfitomnost privodnich latek,
rozkladnych produkti, produkti vedlejich reakei a té2 stanoveni rozd&lenych latek. ¥

V soutasné dobé se tenké vrstvy sorbentu s pojidlem vyrabéji a dodévaji komeréné,
coZ znatné zjednoduduje provedeni analyzy, materiadl ma standardni, neménné vlastnosti a
vrstva je pomémé odolnd vaéi mechanickému poskozeni. U néas vyrdbéné folie Silufol
(silikagel s pojidlem na hlinikové folii) a Lucefol (praskovana celuldza na hlinikové folii) se
dodéavaji v rozmérech 15x15 nebo 20x20 cm; mensi rozméry je moZné jednoduse odstiihnout
nizkami. Folie Silufol UV 254 nebo 366 obsahuji ve vistvé sorbentu zaroven fluorescenéni
indikator umoziiujici detekei pti uvedenych vlnovych délkich.”

Tenkovrstvd chromatografie se provadi ve vzestupném uspofadani, kdy je vrstva
spodnim okrajem namo¢ena do mobilni fize. Vzorek nanaSime na vyznaceny start, ktery by
mél byt alespoit 1 cm nad hiadinou mobilni faze, rozestupy mezi jednotlivymi nanaSenymi
vzorky by méli byt alespoi 0,5 aZ 1 cm. Vzorek se nanadi po odstranéni rusicich latek (napr.
extrakci) ve vhodném rozpoustédle mikropipetou nebo injekéni stiikackou tak, aby skvrna
vznikajici na startu nebyla pfili§ rozméma ( radéji postupné nanaseni po vyschnuti pfedchozi
davky). Prili§ velké mnoZstvi latky ve vzorku zapfi¢ifiuje tvorbu rozvleklych skvrn, optimalni
mnoZstvi latky ve vzorku je proto 0,1 aZz 100 pg v zdvislosti na jeji rozpustnosti. Protoze
nana$eny objem se pohybuje v rozmezi 2 aZ 20 pl, je vhodna koncentrace nanasen€ho roztoku
0,1 a¥ 5%. Pied zahajenim vyvijeni chromatogramu je tieba naplnit chromatografickou
komoru {vy3§i sklen&nd nadoba s dobfe té€snicim vikem) mobilni fazi a pfiblizng 15 aZ 20

minut nechat ustavit v komofe rovnovihu par mobilni faze.?”
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Veli¢ina, kterd charakterizuje chromatografované latky a pouZiva se k jejich
identifikaci, je tzv. hodnota R (reten&ni faktor). ProtoZe tato hodnota je siln€ zavisla na
pouZité vrstve, rozpouitédle, teplot® a zpiisobu provedeni, je obvykle pro identifikaci latek
autné provést chromatografii standardu za stejnych podminek, nejlépe soub&zng. V praxi je
hodnota R ddna pomérem vzdélenosti stfedu skvrny od startu ke vzdalenosti ¢ela mobilni

faze od startu.”)

Detekce v TLC *¥
V plo¥ném uspofadani chromatografie je tfeba odhalit mista na chromatogramu, kde

se vyskytuji rozdélené slozky vychozi smési.

Fyzikélni zpusoby detekce spoéivaji ve vyuziti zafeni - viditelného, ultrafialového
nebo infralerveného dopadajictho na chromatogram. Neékteré latky se projevuji jako
fluoreskujici skvrny, jiné naopak UV svétlo zha3eji a projevi se jako tmave skvrny na sviticim
pozadi (tenka vrstva je v tomto pfipadé impregnovana napf. fluorescentnim indikatorem).

Chemické zplsoby detekce spodivaji v tom, Ze se chromatogram postiikd vhodnym
detekénim ¢&inidlem, které vyvola barevnou reakci s rozdélenymi latkami. Pro detekci na
tenkych vrstvach se pouZiva fada univerzilnich detekénich Cinidel, zpravidla agresivnich
chemikalii (kyselina dusi¢na, kyselina sirova, roztok dichromanu sodného, manganistanu
draselného apod.). Selektivni zplsoby detekce umoZiiuji detegovat uritou skupinu latek,
napi. acidobazické indikatory rozli$i na chromatogramu kyseliny a baze, Ehrlichovo &inidlo
(2-dimethylaminobenzaldehyd) reaguje pouze s aminy, ninhydrin reaguje s aminokyselinami
a nékterymi aminy atd. Ke zvySeni citlivosti detekce a mnohdy i k umoznéni detekce viibec se

tasto provadi derivatizace.
Hodnoceni chromatogramu v TLC 20)
+ kvalitativni hodnoceni

Pfi potvrzovani identity analyzované latky s latkou jiZ znamou se vychazi ze skutenosti, Ze

pro kaZdou slougeninu je za danych podminek charakteristicka jeji poloha na chromatogramu

(Rf) a chovani pii detekci (zbarveni, fluorescence apod.).




« kvantitativni hodnoceni

Pti kvantitativnim vyhodnocovéani se uplatiuji jak postupy piimé (in situ), tak postupy
nepfimé. Nepiimy postup spofivd v extrakei latky z vrstvy a ndsledném stanoveni
spektrofotometricky v UV, VIS, IC, ptipadné fluorimetricky, nebo nejsou-li eluované latky
barevné, fotometruji se po reakci s barvotvornym €inidlem. Pfimé hodnoceni sloZek na tenké
vrstvé se b&Zné provadi denzitometrickym méfenim hustoty a plochy skvrny nebo pfimou

fluorimetrii skvrm na desce. Pro kvantitativni hodnoceni je zikladni podminkou

reprodukovatelné nanaeni p¥esného objemu vzorku.




2.4 Charakteristika transkarbamai 2"

Transkarbamy jsou skupinou akcelerantii transdermélni penetrace zaloZené na
symetrickych  amoniovych solich karbamové kyseliny. Vznikaji reakci esteru
6-aminohexanové kyseliny soxidem uhliitym. Jejich strukturni vzorec je uveden na

obrazku 3.

*HaN \/\/\)LO’ R

Obr. 3: Struktumni vzorec transkarbamu

Jedna se o bezbarvé aZ slabé nazloutlé mikrokrystalické latky, velmi malo rozpustné
ve vodé a nerozpustné ve vEt§ingé organickych rozpoustédel. Beze zmény struktury se
rozpoustéji dobfe v toluenu, ze kterého se je dafi krystalizovat. Vybome se rozpoustéji
v chloroformu, ov3em za rozkladu soli karbamové kyseliny a uvolnéni oxidu uhli¢iteho.
K rozkladu karbamatu dochazi také puisobenim velmi slabych kyselin v bezvodém prostiedi a

pusobenim ultrazvuku. K rozkladu kyseliny karbamové dochézi také pusobenim tepla.

2.4.1 Transkarbam 12

Obr. 4: Strukturni vzorec transkarbamu 12

Sumérni vzorec: C17H74N20g

Molekulova hmotnost: 643,0

Analyza (%) C69,11; H 11,60; N 4,36; O 14,93
Teplota tani: 61-64°C
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log P (Hyperchem): 9,2
Rozpustnost: toluen
Spatné ethanol a vy33i alkoholy

nerozpustny v etherech, uhlovodicich a v halogenovanych

uhlovodicich
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3. CIL PRACE
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T

Cilem mé rigorézni prace bylo analytické hodnoceni laurylalkoholu soucasné
s transkarbamem 12 ( coZ je akcelerant transdermdlni penetrace) v topickych ptipravcich
pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie. Laurylalkohol je pfedpokladany degrada¢ni

produkt transkarbamu 12 vznikajici pfi nevhodném skladovani 1é¢ivych pripravka.

Diléi dkoly:

« ovéfit chromatografické podminky a derivaéni postup pfi HPLC hodnoceni laurylalkoholu
soucasné s transkarbamem 12

. vypracovat kalibraéni kfivku pro kvantitativni hodnoceni laurylalkoholu v topickém
pfipravku

« validovat zvolenou chromatografickou metodu
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4. PRAKTICKE PROVEDENI




4.1 Pouzity material

transkarbam 12 (KAOCH, FaF UK, Hradec Krilové, CR)

3,5-dinitrobenzoylderivat transkarbamu 12 (KAOCH, FaF UK, Hradec Krélové, CR)
Jaurylalkohol (KAOCH, FaF UK, Hradec Krélové, CR)

dodecylester kyseliny 3,5-dinitrobenzoové (KAOCH, FaF UK, Hradec Kralové, CR)
hexadecylester kyseliny 3,5-dinitrobenzoové (KAOCH, FaF UK, Hradec Kralové, CR)
cholesterylester kyseliny 3,5-dinitrobenzoové (KAOCH, FaF UK, Hradec Kralové, CR)
6-(3,5-dinitrobenzoyl)-aminohexanova kyselina (KAOCH, FaF UK, Hradec Krélove, CR)
3,5-dinitrobenzoylchlorid &isty (Fluka Chemie AG, Buchs, Svycarsko)

chloroform p.a. stabilizovany 1% ethylalkoholu (Penta, Chrudim, CR)

triethylamin &isty (Fluka Chemie AG, Buchs, Svycarsko)

nitril kyseliny octové p.a. (Lachema a.s., Neratovice, CR)

kyselina octova 98% (Lachema a.s., Neratovice, CR)

voda destilovana

2-propanol (Lachema a.s., Neratovice, CR)

methanol p.a. (Lachema a.s., Neratovice, CR)

n-butanol (Lachema a.s., Neratovice, CR)

amoniak koncentrovany &isty (Lachema a.s., Neratovice, CR)

dusik N (Linde, Pardubice, CR)

helium He (Linde, Pardubice, CR)

Chromatograficky materiél
sklen&na analyticka kolona pro HPLC Separon SGX C)3 (150 x3,0 mm LD., 5 um),

(Tessek Ltd., Praha, CR)
Silufol UV 254 a 366 nm (150 x150mm), (Kavalier, Sdzava, CR)

wr

Pfistroje
programovaci jednotka Solvent delivery systém SP 8700 (Spectra-Physics, St.Clara, CA,

USA)
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dévkovaci zafizeni Rheodyne s 20 pl smyckou (Rheodyne, Cotati, CA, USA)
UV detektor Hewlett Packard 1050 series (Waldbronn, Némecko)

PC s chromatografickym programem CSW (Data Apex s.r.o., Praha, CR)
spektrofotometr Shimadzu UV-2401-PC (Kyoto, Japonsko)

analytické vahy (AND, Japonsko)

analytické vahy (Sartorius analytic, NSR)

centrifuga T 51 (Zentrifugbau, Angelsdorf, NDR)

elektromagnetickd michatka MM 2A (Laboratorni pfistroje, Praha, CR)

vodni vyvéva

Pomiicky
mikrostiikatka 25 pl (Hamilton, Svycarsko)




T

.2 Uprava vzorkii pro HPLC analyzu

am—

4.2.1 Derivatizace 3.5-dinitrobenzoylchloridem

Postup pro derivatizaci transkarbamu 12, ktery jsem ziskala od pracovniki KAOCH
nadi fakulty", jsem aplikovala na laurylalkohol. K navéZenému mnoZstvi vzorku 0,1g jsem
ptidala chloroformovy roztok laurylalkoholu (v mnozZstvi dle poZzadované koncentrace), 3 ml
chloroformu a 0,2 ml triethylaminu (TEA). Nakonec jsem navaZila 20 mg 3,5-
dinitrobenzoylchloridu (DNBC). Tento roztok jsem vafila pfi 65°C na vodni 1izm pod

zpétnym chladi¢em po dobu 30 minut.

4.2.2 Roztok dodecylesteru kys. 3.5-dinitrobenzoové

Po ukong&eni derivatizace byl roztok odfoukan dusikem do sucha. Suchy produkt jsem
rozpustila v 1 ml mobilni faze a davkovala pfimo na kolonu. Dle potieby byl roztok pied

analyzou centrifugovan pii 3600 ot./min.
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4.3 Chromatografické podminky analyzy

Analyzu laurylalkoholu vjeho derivované podobé (dodecylester kys. 3,5-
dinitrobenzoové) jsem provadéla na kolong Separon SGX Cyg (150 x3,0 mm LD., 5 um).

Mobilni faze zvolena pro analyzu negistot transkarbamu 12 je smés acetonitril- voda-
kyselina octova 98% v poméru 80:20:1. Jeji sloZeni jsem pfevzala z postupu pii hodnoceni

transkarbamu 12",

Tabulka 3: Fyzikaln&-chemické vlastnosti jednotlivych slozek mobilni faze®

Parametr
Rozpoustédlo UV absorpce: Teplota varu  Hustota Viskozita
polarity
acetonitril 190 nm 81,6 °C 0,783 6,2 0,37
voda 180 nm 100,0 °C 1,0 9,0 1,0
kys. octova 230 nm 117,9 °C 1,049 6,2 1,26

Hustota je uvedena v g/cm?’, viskozita v mPa-s; obé veliciny jsou méFeny pFi teploté 20 °C.

Pied analyzou jsem obé hlavni slozky mobilni fize odplynila vakuem pomoci vodni vyvévy,
vodu po dobu 20 minut a acetonitril po dobu 10 minut. Po opatrném smichéani odpovidajicich
poméri obou sloZek jsem piidala podil kyseliny octové a smés byla po dobu dalSich 10 minut
probublévina heliem.

Na kolonu jsem nanéa3ela 20 pl vzorku. Pritok mobilni faze byl 0,5 ml/min. Pro UV
detekci byla pouzita vinova délka 230 nm.

Vyhodnoceni  chromatografického  zdznamu bylo provadéno na PC
s chromatografickym systémem CSW.

Pro kvantitativni analyzu modelovych vzorkl byla pouZita metoda vnéj$iho standardu.
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5. VYSLEDKY A DISKUZE
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5.1 Kvalitativni hodnoceni predpokladanvch neéistot transkarbamu 12

5.1.1 Derivatizace, standardy

Transkarbam 12 neobsahuje ve své molekule Zadné chromofory, které by zplisobily
vyraznou absorpci svétla v UV oblasti. Aby byla zvy3ena citlivost detekce v UV spektru, byla
jeho molekula pfed HPLC analyzou derivovana. Jako derivaéni ¢inidlo byl pouZit 3,5-
dinitrobenzoylchlorid (DNBC). Produktem derivatizace je 3,5-dinitrobenzoylderivat (DNB-
derivét) transkarbamu 12 (DNB-T), ktery jiZ vykazuje vyraznou absorpci v UV oblasti.

Derivatizaéni reakce :

° ﬁ\/\/\)c'l’\
N N e N N
o
Transkarbam 12 : \g/ o chloreform
€O,

M~ o~

O
2 @7000 ON
o]
z 2

0,

Q
CONH /W\"r “CiaHas
o}

DNB -derivat transkarbamu 12

o}
2 HN /\NT \C12H25

o}

Mym pivodnim dkolem bylo analyzovat tyto predpoklddané neistoty transkarbamu 12

v topickém piipravku:

¢ aminohexanova kyselina HoN-Cs5Ho-COOH
. laurylalkohol C|2H25OH
* cetylalkohol C¢H1;0H

¢ cholesterol
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Pro umoZnéni analyzy té&chto nedistot soutasné s transkarbamem 12 musi byt i tyto
slouteniny derivovany 3,5-dinitrobenzoylchloridem. Pro svou analyzu jsem tedy pouZivala
tyto standardy:

+ 6-(3,5-dinitrobenzoyl)-aminohexanova kyselina (DNB-A) Mol. hm. 325,27
0,
OH
0
o Cy3H1sN304
+ dodecylester kyseliny 3,5-dinitrobenzoové (DNB- D) Mol. hm. 364,44
0;
cO —— CizHn
ot Ci9H25N, 05
+ hexadecylester kyseliny 3,5-dinitrobenzoové (DNB- H) Mol. hm. 420,54
0,
o —— CisHn
o C23H36N20s
» cholesterylester kyseliny 3,5-dinitrobenzoové (DNB-CH) Mol. hm. 580,75
0y
cO0 — 0O ——cholesterol
oM C34HagN2O¢
5.1.2 Piiprava roztoki standardi pired analyzou

K 1 mg daného standardu jsem odméfila 1 ml mobilni faze (acetonitil: voda:
kys.octova 98% -80: 20: 1).

Vzorek DNB-A se rozpustil okamzité, DNB-T a DNB-D se rozpustily do 20 minut.
Problém nastal u DNB-H a DNB-CH. Tyto standardy se v mobilni fizi nerozpustily ani po 1
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tydnu, proto jsem jako dalii rozpoust€dla pouZila samotny acetonitril, okyseleny acetonitril,
2-propanol, methanol, vodu. Ani v jednom z t&chto rozpoust€del se standardy DNB-H a
DNB-CH nerozpustily. Sice se dobie rozpousti v chloroformu, ten ale absorbuje zafeni az do
250 nm, a proto se pro analyzu s UV-detekei pii 230 nm neda vyuzit.

ProtoZe jsem nenasla vhodné rozpoustédlo pro analyzu DNB-H a DNB-CH, dale se ve
své rigordzni praci s témito derivovanymi pfedpokladanymi nefistotami krémového zakladu

nezabyvam. Analyzu pokracuji pouze s derivovanou necistotou DNB-A a DNB-D.

5.1.3 Absorpéni maxima derivati v UV oblasti

UV-detektor je pfi HPLC analyze naprogramovéan na 230 nm. Pro ovéfeni, zda
véechny DNB-derivaty absorbuji zafeni pfi této vinové délce, jsem spektrofotometricky
proméfila absorbanci roztokti DNB-T, DNB-A a DNB-D v mobilni fazi. Jednotlivé zaznamy

spektrofotometru piedstavuje obrazek 5,6 a 7.

Absorpéni maxima:

+ DNB-T 234,4 nm
* DNB-A 2454 nm
* DNB-D 234,8 nm

DNB-trans karbam

0,6 -
0,5 -
0.4 4
0,3 4

0.2 -

absorbance

0,1 1

0 T : ; .
190 240 290 340 390
-0,1 -

vinova délka-nm

Obrazek 5: Spektrofotometricky zaznam DNB-T
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Obrizek 6: Spektrofotometricky zaznam DNB-A

DNB-laurylalkohol
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Obrizek 7: Spektrofotometricky zaznam DNB-D

Derivovany transkarbam 12, aminohexanova kyselina a laurylalkohol absorbuji zafeni

pFi 230 nm, budou tedy pfi této vinové délce hodnotitelné UV detektorem.
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5.1.4 Nast¥ik standardu pro kvalitativni hodnoceni

e———

Piipravené roztoky standardi o koncentraci Img/ml mobilni faze jsem jednotlivé

nastfikovala do davkovaci smy¢ky o objemu 20 pl.

Retenéni Casy:

o DNB-T tg = 19,04 min (nefistota derivovaného transkarbamu ma tg 16,51 min)
+« DNB-A tg=1,96 min

« DNB-D tg =23,80 min

Po nastfiku viech standardi v jednom roztoku jsou piky vSech sledovanych latek

hodnotitelné s vyhovujicim rozlisenim. Chromatograficky zdznam je na obrazku 8.

<250 7
£
L
[=]
2
£ 200 -
DNE-A. DNB-T
i
i1
150 |
i [ |
00 | DNB-D
e | " |
50 4 4 ) N A __1
! —_— - T - T S -4
0 5 10 15 20 25 30 35

[min.]

Obrazek 8: Chromatograficky zéznam standardi DNB-A, DNB-T a DNB-D, chrom.
podm.viz kapitola 4.3.

ProtoZe derivaéni ¢inidlo (DNBC) do reakce vstupuje v nadbytku , je nutné po€itat po
derivatizaci vzorku také s touto latkou na chromatografickém zéznamu. Rozpustila jsem 20
mg DNBC v Iml mobilni fize a tento roztok jsem nastiikla. Retenni Eas derivaéniho ¢inidla
je 1,99. Z toho diivodu nelze hodnotit DNB-A (tg =1,96) za danych chromatografickych
podminek. Hledanim novych chromatografickych podminek pro stanoveni neCistoty DNB-A
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jsem se v ramci této prace jiZz nezabyvala, zkoudela jsem ale n€kolik vyvijecich soustav pro
oddéleni DNB-A a DNBC pomoci TLC*?, Jedina testovana soustava, pfi které se tyto dvé
latky odd&lily je n-butanol nasyceny amoniakem. Jednd se o soustavu pro déleni DNB-
derivath pomoci jednorozmémé chromatografie. Zkou3ela jsem latky oddélit pfi obménéch
sloZeni vyvijeci soustavy:
« samotny n-butanol * 1% roztok * 2% roztok
° .
]
----- poeend---- e e E EREEE R R REC LR T
A Dc A Dc A Dc
¢ 2,5% roztok « 10% roztok » 20% roztok
[
® ®
----- pommd----- R LECEECETEE R ALLhE CET R
A Dc A Dc A Dc
A...6-(3,5-dinitrobenzoyl)-aminohexanova kyselina
De...dinitrobenzoylchlorid
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U vsech variant této vyvijeci soustavy jsou skvmy odpovidajici latkim DNB-T a
DNB-D aZ na &ele. Proto se 2% roztok konc. amoniaku v butanolu, stejné jako 10 a vice %-ni
roztok jevi jako vhodna vyvijeci soustava pro oddéleni derivované aminohexanové kyseliny
od derivaéniho ¢&inidla. Tento poznatek miZe byt aplikovan 1 na HPLC metodu pfi hledani

vhodnych chromatografickych podminek pro stanoveni DNB-A.

5.2 Kvantitativni hodnoceni laurylalkoholu

Pro kvantitativni hodnoceni laurylalkoholu ve vzorcich byla zvolena metoda vnéj$iho
standardu. Vysledky ziskané analyzou vzorku za podminek uvedenych v kapitole 4.3 jsem

vyhodnotila pomoci kalibraéni kiivky. Celkem jsem ziskala tfi kalibra¢ni kfivky:

1) kalibraci roztoki DNB-D ziskanych rozpudténim standardu v derivovaném mastovém
zakladu (= placebo 1.)

2) kalibraci roztokii DNB-D ziskanych derivatizaci laurylalkoholu s mastovym zédkladem
(=placebo 1.}

3) kalibraci roztoki DNB-D ziskanych derivatizaci laurylalkoholu s transkarbamovym
mastovym zékladem (=placebo II.)

5.2.1 Kalibrace roztokiu standardu v derivovaném mastovém zdkladu

Piiprava roztoki:

Zikladni roztok DNB-D:

1 mg standardu DNB-D jsem rozpustila v 1 ml mobilni faze.

Roztok placeba L.:

0,1 g istého mast'ového zékladu (placebo L) jsem rozpustila ve 3 ml chloroformu a
0,2 ml TEA (triethylaminu). Pfidala jsem 20 mg DNBC a vatila pod zp&tnym chladi¢em 30
minut. Poté jsem roztok odfoukala dusikem, suchy produkt jsem rozpustila v 1 ml mobilni

faze a zcentrifugovala.
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Kalibraéni fada roztoku:
Pro sestaveni kalibraéni kiivky jsem pouZila pét vzorkd o koncentracich 0,1; 0,15;
0,25; 0,3 a 0,4 mg DNB-D /ml. Pro &tyfi néstiiky od kazdé koncentrace bude stadit 200 pl

vzorku:

0,1mg/ml: 20 pl zakladniho roztoku DNB-D + 180 pl roztoku placeba
0,15 mg/ml: 30 pl zdkladniho roztoku DNB-D + 170 pl roztoku placeba
0,25 mg/ml: 50 pl zdkladniho roztoku DNB-D + 150 ul roztoku placeba
0,3 mg/ml: 60 pl zékladniho roztoku DNB-D + 140 pl roztoku placeba
0,4 mg/ml: 80 pl zékladniho roztoku DNB-D + 120 pl roztoku placeba

Kalibraéni kiivka I (viz. obrazek 9) byla sestavena jako graf zévislosti plochy piku

DNB-D na jeho koncentraci ve vzorku. Hodnoty pro sestaveni kalibratni kfivky I jsou

uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 4: Hodnoty pro sestaveni kalibra¢ni kiivky I

c 0, mgml 0,15 mg/ml  0,25mg/ml 03 mgml 0,4 mg/ml
1 2402,00 2907,89 4139,24 4815,24 5636,69
2 241231 2786,06 4081,03 4928,49 5683,77
3 2410,99 2951,43 4129,13 4675,28 5705,48
4 242433 2990,99 4188,05 4935,52 5777,49
a 2412,41 2909,09 413436 483863 5700,85
s T 63853  £88,7658  +438857  %1220557 % 77,6455

Hodnoty ¢ odpovidaji pfislu$nym koncentracim roztokii DNB-D. Hodnoty & jsou
pramémé hodnoty ploch piku ziskané ze &tyf nastiikl. s je smérodatnd odchylka vypotitana

pro jednotlivé stanoveni.
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Obrazek 9: Kalibra¢ni kfivka I

Parametry kalibraéni kiivky I a odhady jejich smérodatnych odchylek jsou uvedeny

v tabulce 5.

Tabulka 5: Parametry kalibraéni kiivky I

Regresnifunkce: y = kx + q

Lpoéet: bodd n = 5 potet stupfill volnosti: v =3
Parametry regresni pfimky a odhady jejich smérodatnych odchylek
smérnice k =1,130E+4 + 5,0E+2
absolutni &len q =1,29E+3 + 1,3E+2
koeficient korelace R =0,9970
rezidudlni odchylka Sraz = 120
hodnota F-statistiky | F =505
Zavislost y na x byla prokédzéna se spolehlivosti 99.9 % .
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5.2.2 Kalibrace laurylalkoholu derivovaného s mast®ovym zakladem I.

Vychozi navaZovanou litkou je laurylalkohol, ktery je derivovan souasné s0,1 g
gistého mastového zakladu (= placebo 1.) dle postupu v kapitole 4.2. Takto pfipravené vzorky
lépe odpovidaji postupu pfi hodnoceni degrada¢nich produkti transkarbamu 12 nez pfima

analyza navaZeného DNB-D.

P#iprava roztoku:

Pro sestaveni kalibraéni kfivky II jsem pouZila étyfi vzorky o koncentracich 0,1; 0,2;
0,3; 0,4 mg laurylalkoholu /ml. Byl ptipraven zékladni roztok laurylalkoholu v chloroformu o
koncentraci 1 mg/ml. Z tohoto roztoku jsem pipetovala uvedené objemy pro pfipravu
kalibragni fady. K 0,1 g placeba I. jsem tedy pfidala:
+ 0,1 mg/ml: 100 pl zakladniho roztoku laurylalkoholu + 2,9 ml chloroformu + 0,2 mi TEA
« 0,2 mg/ml: 200 pl zakladniho roztoku laurylalkoholu + 2,8 ml chloroformu + 0,2 ml TEA
« 0,3 mg/ml: 300 pl zdkladniho roztoku laurylalkoholu + 2,7 mi chloroformu + 0,2 ml TEA
« 0,4 mg/ml: 400 pl zakladniho roztoku laurylalkoholu + 2,6 ml chioroformu + 0,2 ml TEA

Po rozpusténi jsem do kaZdé varné baiky pfidala 20 mg DNBC a dile jsem
pokracovala dle postupu uvedeného v kapitole 4.2.

Kalibraéni kiivka II (viz. obrazek 10) byla sestavena jako graf zavislosti plochy piku
DNB-D na koncentraci laurylalkoholu ve vzorku pfed derivatizaci. Hodnoty pro sestaveni

kalibraéni kifivky II jsou uvedeny v tabulce 6.

Tabulka 6: Hodnoty pro sestaveni kalibra¢ni kiivky II

c 0,1 mg/ml 0,2 mg/ml 0,3 mg/ml 0,4 mg/ml
1 348,10 516,66 670,03 796,32
2 354,52 525,40 671,54 791,96

3 335,08 522,29 655,19 801,33
4 333,34 518,85 669,00 799,44
a 342,76 520,80 666,44 797,26

s + 10,2393 % 3,8437 +7,5722 + 4,0943
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Obrazek 10: Kalibraéni kfivka II

Parametry kalibraéni kfivky II a odhady jejich smérodatnych odchylek jsou uvedeny

v tabulce 7.

Tabulka 7: Parametry kalibraéni kiivky II

Regresnifunkce: y = kx + g

I potet: bodll n = 4 podet stupil volnosti: v =2 |
Parametry regresni pfimky a odhady jejich smérodatnych odchylek
smérnice k =1509 + 76
absolutni &len q =205 + 21
koeficient korelace R =0,9975
rezidudlni odchylka Sz = 16,9
hodnota F-statistiky | F_ =398
Zavislost y na x byla prokazana se spolehlivosti 99 % .

Pro ovéfeni kalibraéni kfivky II jsem pouZila dva modelové vzorky, ktere jsem sama
piipravila. K 0,1 g placeba I jsem piidala:
300 pl zékladniho roztoku laurylalkoholu + 1mg transkarbamu 12 + 2,7 ml chloroformu
+ 0,2 ml TEA
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Po rozpusténi jsem pfidala 20 mg DNBC a vzorek jsem upravila dle postupu uvedeného
v kapitole 4.2. Oba vzorky tedy obsahuji v 1 mi 0,3 mg laurylalkoholu a 1 mg transkarbamu.
Vzorky jsem analyzovala stejnym zpusobem jako v ptipadé kalibraéni kfivky. Ziskala
jsem hodnoty ploch pikii DNB-D z péti nasttiku. Jejich praimémé hodnoty jsem dosadila do
regresni funkce a vypo&itala koncentraci jednotlivych vzorka. Hodnoty ziskané pfi analyze

jsou uvedeny v tabulce 8.

Tabulka 8: Hodnoceni modelovych vzorka

vzorek 1 2
1 654,40 666,24
2 660,33 665,24
3 659,22 664,70
4 675,02 665,24
5 675,98 667,55
a 664,99 665,79
s + 9,8557 £1,1284

Hodnoty ploch piku 4 jsem dosadila do regresni funkce:

y 205
1509

a ziskala jsem koncentraci vzorki.

Ve vzorku 1 ( o koncentraci laurylalkoholu 0,3 mg/ml) bylo zjiSt€no 0,3048 mg
laurylalkoholu v ml, coZ je 101,6 %.

Ve vzorku 2 ( o koncentraci laurylalkoholu 0,3 mg/ml) bylo zjiSténo 0,3054 mg
laurylalkoholu v ml, coZ je 101,83 %.
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2.3 Kalibrace laurylalkoholu derivovaného s mast'ovym zdkladem II.

V posiedni kalibratni fadé jsem pfipravila vzorky z transkarbamoveho mastového
zékladu (= placebo IL), vyrobeného dle technologického pfedpisu. Mastovy zéklad obsahuje
1% transkarbamu 12. Timto krokem jsem chtéla ovéfit cely analyticky postup, véetné
derivatizace transkarbamu 12.

Pro sestaveni kalibra¢ni kfivky III jsem pouzila ¢tyfi vzorky o koncentracich 0,1; 0,2;
0,3 a 0,4 mg laurylalkoholw/ml. Roztoky jsem pfipravila stejnym postupem jako vzorky pro
kalibraéni ptimku II, pouze misto 0,1 g placeba I. jsem navaZovala stejné mnoZstvi placeba II.

Kalibra&ni kiivka III (viz. obrazek 11) byla sestavena jako graf zavislosti plochy piku

DNB-D na koncentraci laurylalkoholu ve vzorku pfed derivatizaci. Hodnoty pro sestaveni

kalibragni kiivky III jsou uvedeny v tabulce 9.

Tabulka 9: Hodnoty pro sestaveni kalibra¢ni k¥ivky III

c 0,1 mg/ml 0,2 mg/ml 0,3 mg/ml 0,4 mg/ml
1 344,14 520,83 667,28 797,73
2 345,18 517,07 670,69 803,89

| 3 353,77 519,35 668,76 799,96

| 4 350,52 520,90 671,58 801,05
a 348,40 519,54 669,58 800,66
S + 4,5405 +1,7936 42,2998 +2,5599

Parametry kalibraéni kiivky I1I a odhady jejich smérodatnych odchylek jsou uvedeny
v tabulce 10.

Tabulka 10: Parametry kalibraéni kiivky III

Regresnifunkce: vy = kx + q

| potet: bodd n = 4 potet stupiiti volnosti: v =2 |
Parametry regresni pfimky a odhady jejich smérodatnych odchylek
smérnice k =1507 + 63
absolutni Elen q =208 x 17
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koeficient korelace R =0,9982
rezidualni odchylka Sz = 14,2
hodnota F-statistiky | F =566
Zavislost y na x byla prokazana se spolehlivosti 99 % .
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Obriazek 11: Kalibraéni kiivka III

Porovnanim kalibraéni kiivky Il a III zjistime, Ze plochy piki DNB-D jsou téméf shodné:

¢ kalibraéni p¥imka II kalibraéni piimka III
0,1 mg/ml 342,76 348,40
0,2 mg/ml 520,80 519,54
0,3 mg/ml 666,44 669,58
0,4 mg/ml 797,26 800,66

Oproti tomu pfi pfimém navaZovéni standardu DNB-D (kalibra¢ni kfivka I} jsou plochy piki

vyrazné vyssi.
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kalibracni kfivky II, pismeno s srovadvd kalibracni kfivky I a Il

mnoZstvi DNBC (40 mg ve vzorku) se plochy pikii neméni.

i ¢ r s
0,1 mg/ml 241241 7,04 6,92
0,15 mg/ml 2909,09 6,74 6,70
0,25 mg/ml 4134,36 7,10 7,07
0,3 mg/ml 4838,63 7,26 7,23
0,4 mg/ml 5700,85 7,15 7,12
Pismeno r oznacuje, kolikrdt jsou plochy standardu vétsi neZ plochy dané koncentrace u

Plochy piki DNB-D pfimo navaZovaného jsou proti plochdim kalibraéni kiivky II
pram&mé 7,06-krat v&tsi, proti plochdm u kalibratni kfivky III prum&me 7,01-krat vetsi.

Piesto derivatizace laurylalkoholu probiha kvantitativng, protoZe i pfi dvojndsobném




5.3 Validace chromatografické metody

Teorii k validaci analytickych metod jsem podrobné rozvedla v kapitole 2.2.4 své
rigorézni prace. Linearitou metody jsem se zabyvala v kapitole 5.2, kde lze najit mimo

kalibragnich k¥ivek také parametry regresnich ptimek vcetné€ korelaénich koeficienti.

5.3.1 Spravnost metody

Pro hodnoceni spravnosti metody jsem piipravila Sest vzorkil o stejné koncentraci

| laurylalkoholu 0,3 mg/ml. K 0,1 g placeba II jsem tedy do bariky odpipetovala 60 pl
chloroformového roztoku laurylalkoholu o koncentraci 5 mg/ml. Pfidala jsem 3 ml
chloroformu, 0,2 ml TEA a 20 mg DNBC. Dile jsem pokradovala dle postupu uvedeného

v kapitole 4.2. Takto piipravené vzorky jsem analyzovala za chromatografickych podminek

. danych vkapitole 4.3, kazdy roztok jsem nastfikovala Ctyfikrat. Vysledky odeltené

z chromatogrami uvadim v tabulce 11.

" Tabulka 11: Plochy pikii DNB-D pro hodnoceni spravnosti metody

~ vzorek 1. 2. 3. 4, 5. 6.

1 673,47 678,35 667,70 673,10 666,65 674,24
2 674,31 672,39 669,32 682,98 664,96 676,72
3 666,05 675,22 671,98 674,19 667,88 667,75
4 667,91 675,03 671,89 680,81 675,24 664,83
a 670,44 675,25 670,22 677,77 668,68 670,89
s + 4,0756 +2,4385 + 20854 + 4,8652 +4,5326 £5,5316
R 0,6079%  0,3611% 0,3112% 0,7178%  0,6778%  0,8245%

| a je primérnd plocha piku DNB-D, sje smérodatnd odchylka, R, odpovidd relativni
smérodatné odchylce v % ; viechny hodnoty jsou vypocitany dle vzorci v kapitole 2.2.4.

Spravnost metody jsem hodnotila jako t&snost shody mezi vysledkem analyzy a

znamou koncentraci latky ve vzorku.
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Z regresni funkce kalibradni kfivky III [y = 1507x + 208 ] jsem pro jednotlivé vzorky
odedetla koncentraci odpovidajici pramé&mé plo3e piku DNB-D. Ze zji3téné koncentrace jsem

pak pfimou umérou zjistila vyt€Znost R; v %.

vzorek 1. 2. 3. 4. 5. 6.
¢ [mg/ml] 0,3069 0,3101 0,3067 0,3117 0,3057 0,3072
R; [%] 102,30 103,37 102,23 103,90 101,90 102,40

5.3.2 Piesnost metody

Pro hodnoceni pfesnosti metody bych spravné méla pfipravit vlastni krém tak, Ze bych
k placebu odvézZila dané mnoZstvi laurylalkoholu, zhomogenizovala a odvéZila Sestkrat 0,1g.
Jelikoz laurylalkohol pii laboratorni teploté taje, navaZzovani by nebylo pfesné a ani
homogenizovani pfipravku by nebylo dokonalé. Proto jsem pfi hodnoceni pfesnosti pracovala
s vysledky analyzy vzorki pfipravenych pro spravnost. Pramémé plochy pika DNB-D,
smérodatné odchylky a relativni smérodatné odchylky jsou tedy stejné.

Dale jsem uréovala interval spolehlivosti L, 2, a to podle vzorce:
lez =at kn ‘R
Pomoci smérodatné odchylky s, { viz. kapitola 2.2.4) jsem vypocitala kritické hodnoty
Trmax @ T min. Zjistila jsem, Ze pro hladinu vyznamnosti 0,05 neni Zidnd naméfena hodnota

odlehla, protoZe neni vétsi nez &islo 1,689. Vypocitané hodnoty uvadim v tabulce 12.

Tabulka 12: Zji3t&né hodnoty L 2, Tmax @ T min pro jednotlivé vzorky

vzorek 1. e 2 3. ' 4. 5. 6.

Li2 {662,84 {669,72 {666,28 {668,68 {659,22 {659,95
67803} -680,73})  -674,16) 686,86}  -678,14)  -681,83)

T min 1,2438 1,3543 1,3953 1,1084 0,9477 1,2650

Tonax 1,0965 1,4679 0,9745 1,2365 1,6712 1,2170
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5.3.3 Robustnost metody

Analyzu jsem provadéla pouze s jednim vzorkem o koncentraci laurylalkoholu 0,3
mg/ml. Nejprve jsem vzorek analyzovala za chromatografickych podminek danych v kapitole
4.3 (pratok mobilni fize byl tedy 0,5 ml/min., sloZeni mobilni faze bylo acetonitril: voda-
80:20, 100ml mobilni faze jsem okyselila 1 ml kyseliny octové konc.,coZ odpovida pH 3,27)
- (vz.1). Provedla jsem &tyfi nastriky.

Poté jsem pracovni podminky zménila tak, aby pfedstavovaly realné moZné odchylky
dold a nahoru od optimalnich hodnot. Zména se tykala priutoku mobilni faze, sloZeni mobilni

faze a jeji kyselosti. Vzorek jsem tedy analyzovala pii t€chto podminkéch:

prutok mobilni faze 0,45 ml/min (vz.2)

pratok mobilni faze 0,55 ml/min (vz.3)

sloZeni mobilni faze acetonitril:voda — 75:25 (vz.4)

sloZeni mobilni fize acetonitril:voda — 85:15 (vz.5)

L

kyselost mobilni f4ze- na 100ml m.f. 0,8 ml kyseliny octove konc., pH = 3,32 (vz.6)

*

kyselost mobilni fdze- na 100ml m.f. 1,2 ml kyseliny octové konc., pH = 3,22 (vz.7)

Odettené vysledky uvadim v tabulce 13, chromatografické zaznamy viz. obrazek 12,

13 a14.

Tabulka 13: Plochy pikl a retenéni ¢asy DNB-D pii zméné pracovnich podminek

vzorek 1. 2. 3. 4. S. 6. 7h
1 675,22 678,96 669,08  1068,95 675,77 1012,73 673,40
2 678,35 677,52 669,07 106557 677,42 1011,01 667,71
3 672,39 677,09 672,29 107593 684,91 1009,93 672,01
4 675,03 679,26 675,35  1060,25 677,06 1016,24 674,75

675,25 678,21 671,45 1067,68 678,79 1012,48 671,97

Q01

tr DNB-T 24,33 25,38 21,06 28,76 13,95 19,55 17,90

tg DNB-D 30,77 31,81 26,34 36,30 16,94 24,34 22,21
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Obrazek 12: M&nén je pritok mobilni faze: vz.1-modry, vz.2-zeleny, vz.3-8erveny
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Obriazek 13: M&ngno je sloZeni mobilni faze: vz.1-modry, vz.4-zeleny, vz.5-Cerveny

67




300

200

150

100

50

I:?NB-T
II DNE-T I| DNB-T
,' -DNB-D. DNB-D DNB-D
5 10 15 20 25 3¢

Time [min.]

Obrizek 14: Mé&néna je kyselost mobilni faze: vz.1-zeleny, vz.6-modry, vz.7-Cerveny

Se zménou viech podminek se zéroveii méni retenéni Casy DNB-T a DNB-D. Plochy

pikit DNB-D odpovidaji plocham méfenym za klasickych podminek v téchto piipadech:

+ zména pratoku na 0,45 ml/min. i 0,55 ml/min.

« zména poméru acetonitril:voda u mobilni faze na 85:15

+ okyseleni 100ml mobilni faze 1,2 mi kyseliny octové konc. (tedy na pH 3,22)

P¥i zm&n& poméru acetonitril:voda v mobilni fazi na 75:25 a pfi okyseleni 100 ml mobilni

faze 0,8 ml kys.octové konc. (na pH 3,32) se plochy piki DNB-D o poznani zvysily (asi o

téetinu).

5.3.4 Selektivita metody

Abych dokézala, Ze metoda je selektivni, ptipravila jsem roztok derivovaného placeba

I a II ( postup viz. kapitola 4.2, pouze bez ptidatku chloroformového roztoku laurylalkoholu).

Porovnavala jsem tedy chromatogram placeba I, coz je samotny krém konzervovany parabeny

(viz. obrazek 15) a placeba II, coZ je transkarbamovy krém konzervovany parabeny (viz.

obrazek 16). Dale uvadim chromatogram vzorku pFipraveného pro sestaveni kalibraini kfivky




Y

II (zde jsem derivovala placebo I s laurylalkoholem)-(viz. obrazek 17) a chromatogram
vzorku piipraveného pro sestaveni kalibra¢ni kfivky III (kde jsem derivovala placebo II

s laurylalkoholem)-(viz. obrazek 18).
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Obriazek 15: Derivované placebo I, chrom. podm. viz kapitola 4.3.
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Obrizek 16: Derivované placebo I, chrom. podm. viz kapitola 4.3.
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Obrizek 17: Derivovany laurylalkohol s placebem I, chrom. podm. viz kapitola 4.3.
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Obrazek 18: Derivovany laurylalkohol s placebem II, chrom. podm. viz kapitola 4.3.

Metoda je dostate¢né selektivni pro kvalitativni i kvantitativni hodnoceni topickych

piipravki obsahujicich transkarbam 12 a jeho predpokladanou netistotu laurylalkohol.

_



5.3.5 Detekéni a kvantitativni limit

Pro vypoet LOD a LOQ jsem pouZila vzorce zobrazené v kapitole 2.2.4. U
chromatogramu nastiiknutého placeba jsem v okoli tg = 27 min proloZila stfedem Sumu

pfimku a odegetla kladnou a zdpomou amplitudu Sumu.

rt=48,578 - 47,359 = 1,219

I =46,345 - 47,359 =-1,014

_ 1,219+1,014

Sn =0,4466

Z chromatogramu vzorku o koncentraci laurylalkoholu 0,1 mg/ml jsem odeCetla

plochu piku (a = 345,1827) a vy3ku piku (h = 5,910). Dosazenim do vzorci ziskam :

_ 451827 e
5010
by = 221827 _ 3451 897
0.
3.0,4466 - 58,4065 10-0,4466 - 58,4065
Lop= > 4003 _ 6,023 me/ml Log=29% 4995 _ 0.076 me/ml
3451827 Q 3451827 A

K ovéieni vypoétu hodnoty LOQ jsem pfipravila vzorky o koncentraci laurylalkoholu
75 ng/ml (viz. obrazek 19) a 50 pg/ml (viz. obrazek 20). Z chromatografického zaznamu jsem
zjistila, Ze vy38i koncentrace (0,075 mg/ml) je jeSt€ kvantifikovatelna (a = 319,69),

koncentraci 0,05 mg/ml 1ze hodnotit jiZ velmi obtiZné.
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Obrazek 19: Koncentrace laurylalkoholu 0,075 mg/ml, chrom. podm. viz kapitola 4.3.
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Obrazek 20: Koncentrace laurylalkoholu 0,05 mg/ml, chrom. podm. viz kapitola 4.3.
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6. ZAVER




Ve své rigordzni praci jsem v topickém pfipravku hodnotila nedistoty transkarbamu
12, coz je akcelerant transdermalni penetrace. K tomu U¢elu jsem vyuZila vysokouéinnou
kapalinovou chromatografii. Vzorky jsem pfed analyzou derivovala dinitrobenzoylchloridem
pro usnadnéni UV-detekce transkarbamu 12. Protoze se pik derivované aminohexanové
kyseliny piekryva s pikem derivaéniho &inidla, které je ve vzorku v nadbytku, bude nutné pro
tuto necistotu vypracovat jinou metodiku HPLC hodnoceni. Ve své rigorézni praci jsem ji
oddélila od derivaéniho &inidla pomoci TLC.

Diéle jsem hodnotila dodecylester kyseliny 3,5-dinitrobenzoové, coz je derivovany
laurylalkohol. K méfeni jsem pouZivala kolonu Separon SGX C;z (150 X3 mm LD., 5 um).
Mobilni faze méla sloZeni acetonitril:voda:kyselina octova 98% - 80:20:1. Pritok mobilni
faze byl 0,5 ml/min., davkované mnoZstvi vzorku 20 pl. Detekce probihala v UV oblasti pfi
vinové délce 230 nm. Za téchto podminek jsem pro DNB-D sestavila kalibraéni kiivku. Pro
kvantifikaci jsem pouZila metodu vnéjsiho standardu.

Metodu hodnoceni derivovaného laurylalkoholu jsem validovala ovéfenim presnosti,
spravnosti, robustnosti a selektivity. Vypoditala jsem detekni a kvantitativni limit pro

hodnoceni laurylalkoholu v 1é€ivych pfipraveich.
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