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Seznam pouzitych zkratek

ACN Acetonitril

Bl Bead Injection (pitokova analyza s vyuzitim mikrosfér sorbentu)

CIM® Convective Interaction Media (monolitické diskyrnfy BIA
Separations)

DAD Diode Array Detector (detektor s diodovym puale

FT Fourrierova transformace

GC Gas Chromatography (plynova chromatografie)

FIA Flow Injection Analysis (pitokova injekni analyza)

HPLC High Performance Liquid Chromatography (vysskona
kapalinova chromatografie)

LC Liquid Chromatography (kapalinova chromatogrgfi

LLE Liquid-liquid Extracton (extrakce z kapaling &apaliny)

LOD Limit of Detection (limit detekce)

LOQ Limit of Quantification (limit kvantifikace)

LOV Lab-On-Valve (specialni nastavec seleko ventilu v SIA)

SIA Sequential Injection Analysis (sekwan injelkeni analyza)

SIC Sequential Injection Chromatography (sekwén injekeni

chromatografie)
SI-BI-LOV  Sekverni injekni analyza s LOV pro tiieni s pomoci Bl
SIChrom™  Accelerated Liquid Chromatography Systkomegné vyrabiny
chromatograficky systém na zakéa8IA)
SI-LOV Sekvewini injekéni analyza s LOV

SPE Solid Phase Extraction (extrakce na pevndy faz
SPR Solid Phase Reactor (reaktor s tuhou fazi)

uv Ultra Violet (ultrafialovacast spektra)

UV-VIS Ultra Violet-Visible (ultrafialova a viditelacast spektra)
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1. UVOD

Metody pitokové analyzy pét k nejrychleji se rozvijejicim metodam, a tak se
objevuji dalSi nové a moderni modifikace, jejicivedeni do praxe zavistedevsim na
moznostech a perspektivach aplikaci dané metody.

Na rozdil od vysokafinné kapalinové chromatografie (HPLC) a plynové
chromatografie (GC), které jsou dnes ruinwyuzivany v celéradé analytickych
laboratdi, nejsou metody gtokové a sekvami injekeni analyzy (FIA a SIA) prozatim
legislativre uznavané metody, s vyjimkouékolika aplikaci v analyze Zivotniho
prostedi.

Pritokové metody vSak sfalji poZzadavky na automatizaci stanoveni a on-line
Gpravu vzork ze slozitych matric vedouci k eliminaci rizika se@é chyby, snizeni
finanéni nar@nosti analytického procesu a v neposletht€ k omezeni manipulace
personalu laboratos potenciélé nebezpénymi vzorky.

Techniky FIA a SIA umoiuji svym principem, svoji jednoduchosti a
robustnosti fistrojového usp@dani racionalizovat a automatizovat selektivni
derivatiz&ni reakce nebo Upravu vzdrka tak podstatnym Z#gobem zvySovat
produktivitu zejména rutinnich stanoveni.

Vytvoreni nové metody sekveémi injekéni chromatografie (SIC) on-line
zapojenim kratké komemé vyrabiné monolitické chromatografické kolony do SIA

systému se vyznammozSiuje moznost pouziti gtokovych metod pro analyzu $si.
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2. CIL PRACE

Cilem této prace bylo navazat n&egchozi vyzkum v oblasti ftokovych
metod na kata@ analytické chemie, ktery zam@md v 80. letech konstrukci
jednoduchych gitokovych FIA systém. S nafistajici narénosti provadnych analyz
byla metoda postugnmodifikovdna nap zapojenim dvojitych selékich ventif,
realknich civek, oxidéné-redulkénich reaktal, kolonek se sorbentem pro extrakci na
tuhou fazi, apod. Nedlouho po vzniku druhé generBb® - metody ,Sekveéni
injekéni analyzy* (SIA) na University of Washington, U®A4la tato metoda zavedena i
na pracovidt Katedry analytické chemie FaF UK v HK. Byl sestawiginalni SIA
analyzator s vlastnirfidicim programem a vyzkum se sdaslil predevSim na vyuZziti
SIA techniky pro automatizované stanoveni jedngtlv farmaceuticky vyznamnych
latek v I&€ivych piipravcich, pipadré disolwtnich médiich a srovnani ziskanych
vysledii s vysledky Iékopisnych metod.

Predmétem mé prace bylo roz#ti poznatky o SIA, zejména poprvé vyzkouSet
jeji propojeni s monolitickou kolonou. Tato metdalda originalré nazvana Sekveéni
injekéni chromatografie (Sequential Injection Chromatppsa- SIC) a cilem bylo
oveéiit moznosti této metody pro analyzu viceslozkovgoesnych vzork (aplikovat
tuto novou metodu v oblasti farmaceutické analyeyzangienim na viceslozkoveé
lécivé pripravky). Snahou bylo vytwd metodu pro rychlé a nafigtrojové vybaveni
nenar@né stanoveni jednoduchych &h Ri vyvoji SIC byly také studovany a kriticky
zhodnoceny jeji vyhody a nevyhody v porovnani sikkou HPLC.
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3.1. PRUTOKOVE NESEPARACNI ANALYTICKE
METODY

3.1.1. Pritokova injekcni analyza (FIA)

Prvni generace prokovych metod - pitokova injekni analyza (Flow Injection
Analysis — FIA) je zalozena na davkovani kapalnémorku do mobilniho,
nesegmentovaného kontinualniho nosného prouduikgpdlodného slozeni, nigstji
reakniho ¢inidla. i pohybu nadavkované zény vzorku v nosném proudthaén k
disperzi analyzovaného roztoku dmidla s naslednou chemickou reakci za vzniku
detekovatelného produktu, ktery je transportovan didektoru zaznamendvajiciho
pozadovany fyzikalni parametr. Odezva detektorupale plynule ndni v disledku
koncentragniho gradientu reakiho produktu fi prichodu analyzovaného vzorku
pritokovou celou. Tvar ziskaného signalu ve fénpiku je zalozen na koncentrdam
gradientu, ktery se vytvé na zaklad disperze vzorku a nosného proudy 7.
Chemicka reakce vSak probiha pouze dé&t@rmiry, a proto jsou jednotlivé kroky
analyzy Obrazek 1 (A — nadavkovani vzorku do nosngtoudu scinidlem, B —
smiseni vzorku &inidlem v nosném proudu, C - twhod reakniho produktu
detektorem) caso¥ presre definovany, coz je nezbytné pro maximalni mozZnou

reprodukovatelnost teni F, 4, °,

Obrézek 1 - Schéma plynulé disperze vzofku [

Obecné schéma klasického FIA systému je zn&morna Obrazek 2. Jednotkou
generujici konstantni tok nosného proududginou vicekanalova peristalticka pumpa
vyuzivajici obvykle pouze jednogmmy tok. Pomoci davkovaci jednotky, kterou

10
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predstavuje davkovaci ventil (jednoduchy nebo dvpjibylddany manuath nebo
programo¥ pctitatem, je do systému davkovana zona vzorku. MnoZstvkavaného
vzorku je dano délkou davkovaci stky pripojené k ventilu, a proto je zma
davkovaciho objemu nezbyrspojena bdi s fyzickou vyménou této smgky, nebo
dobou davkovéni, kdy tizeme vyuzit pouze parcialniho vymyti siky (nutna velmi
dobra ¢asova synchronizace, nejlépe pomoctif@dem tizeného systému). Objem
davkovaného vzorku ve FIA technice neni omezen jakgiklad v separénich
technikach kapacitou kolony, ale limitujicim fal¢or je dikladné promiseni zony
vzorku s reaénim cinidlem, tak aby nedochazelo k rozdvojeni tpiklivem
nedostaténé reakce uproisd zény vzorku. # zajiS€ni dostaténého promiseni vzorku

s reaknim ¢inidlem pak nfize davkovany objem vzorku dosahnout az 200

VZOREK

REAKCNI
CIVKA

REAGENT / ) [ ]

PERISTALTICKA )
PUMPA INJEKCNI DETEKTOR
VENTIL

Obréazek 2 - Schéma jednoduchého FIA systému

Detekéni jednotka FIA systému zafidje kontinualni monitorovani roztoku
prochazejiciho fitokovou deteéni celou, jejiz objem byvEadow v mikrolitrech, aby
bylo moZno odlisit ostry pik vzorku od nosného pmhoua zaroveé nedochazelo k
rozmyvani vzorku v deteki cele. Zjisoby detekce nejsou systémicymezeny a jeji
volba je dana vlastnostmi analyzovanych latek casdjji UV-VIS spektrofotometre,
fluorimetrie, potenciometrie, konduktometrie, atd®yakticky kazda detéki technika
vyZzaduje u&itou geometrii piitokové cely, coz je jedina odliSnost od konimh

pouzivanych detektar

11
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3.1.2. Sekvencni injekcni analyza (SIA)

Sekvegni injekeni analyza (Sequential Injection Analysis — SlAxvrEena v
roce 1990 kolektivem pracovrikvedenych profesoremiRickou a Marshallem jako
druh& generace {iokovych metod, je modifikaci prokove injekni analyzy, z jejiz
principd vychazi a ke kterymijpojila fadu dalSich vyhodnych vlastnosti, které z ni
ucinily velmi praktickou, rychlou a té#tt univerzalni piitokovou analytickou techniku
["]. Ze zékladnich vlastnosti {iokové injekni analyzy pebird SIA nesegmentovany
tok nosného proudu a princip kontrolované parcidisperze zény vzorku v nosném
proudu.

Typicka z&kladni konfigurace konwariho SIA systému je schematicky

znazorgna na Obrazek 3.

DETEKTOR

REAKCNI
CIVKA

SELEKCNI
VENTIL

PISTOVA
PUMPA VZOREK
REAGENT

Obrazek 3 - Schéma jednoduchého SIA systému

SIA systém je tvien jednokanalovou nizkotlakou obousnou pistovou
pumpou, je pohama vysoce fesnym krokovym motorem a je spojena s dvoucestnym
solenoidnim ventilem. Ten jergs misici civku, ktera slouzi zaravjako pojistka proti
vhiknuti vzorku acinidel do pumpy spojen s vicecestnym s&hgkn ventilem a
vhodnym detektorem. Mezi vicecestny seéfékventil a péitokovou celu detektoru
muze byt umistna dalSi misici civka, re&ki kolonka, pipadré i monoliticka
chromatograficka kolona. Civky a spojovaci mateng@l obvykle tvden PTFE
hadickami s vnitnim piimérem 0,5 — 0,8 mm. SIA systém pracuje v cyklu
naprogramovanych pohgb pistu pumpy, synchronizovanych s nastavenim pozic
selekniho ventilu. Pesna synchronizace a opakovateln@shto kroki jsou nutnou

podminkou k dosazeni reprodukovatelné disperzeojdych zon v SIA systému a tim

12
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i k ziskani reprodukovatelného konceutridno gradientu reakiho produktu, resp.
odpowdi detektoru. Nezbytnou soéaisti tohoto systému je pitec s pislusnym
programovym vybavenim, ktetydi jednotlivé kroky ndficiho cyklu a sotasré sbira,
vyhodnocuje a uchovava vystupni data.

Nosny proud generovany pistovou pumpou se v SlAypoje olEma snéry a
Ize ho s vyhodou zastavit v jakémkoliv ngigiiitokového systému. Do tohoto nosného
proudu, kterym je &sSinou destilovana voda, jsou aspirovany malé objemorku a
ginidel prentiujicich analyt na stanovitelny produk}.[Aspirace probihaies seleni
ventil o ugitém patu porti (6 — 12) vyuzivanych podle poZadované aplikace.

Jednotlivé kroky jsou znazamy na Obrazek 4.

A

B

:
=

=== & I

=

Obrézek 4 - Schéma oboustranného toku v §IA |

Obecny postup SIA experimentu je nasledujici: zémgrku a ¢inidel jsou
postupi aspirovany fi plnicim pohybu pistové pumpy do misici civky,r&telouzi
pro smiseni uvedenych zén. (A, B). Po obracenérgnioku nosného proudu jsou
vzorek s¢inidly a produktem vznikajicim v mistiejich prekryvu transportovany do
detektoru (C, D) | ¥. Pro dosaZeni ikladnsjsiho promichani byva velmiasto a
efektivne vyuZivano gkolikanasobné zemy sneru toku. V rekterych gipadech pak
probiha dalSi zpracovani analytutzmych misicich civkachiipojenych ges selekni
ventil do SIA systému’.

Geometrie takto aspirovanych zén je odliSnd od Fdée se pohybuji pouze
jednim smdrem a stejnou rychlosti celymtpokovym systémem. V SIA metddsou
jednotlivé zony po aspiraci naskladany vedle sebmisici civce a i obraceni toku
nosného proudu je umo3mo jejich lepsi pekryti a pronikani jedné zény do druffg [

Timto sice dochazi k promichani vzorkiaidla, ale vlastni disperze je daleko nizsi

13
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nez u FIA kde je vzorek rozmyvan nosnym proudenvkoaani ges selekni ventil
probihd jeho fetatenim do zvolené polohy a nasatimispjusného objemu pomoci
pistové pumpy, ZehoZz vyplyva, Ze je objem aspirované zony velmdsaonadefinovan v
fidicim programu a lIze jej jednoduSe a rychlénin Také piitokova rychlost je
variabilni a spolu s moznosti zastaveni toku ($top) predstavuje dlezity prvek,
ktery po optimalizaci systému vede k rychlé anal&wp-flow metoda je vyuZivana
zejména pro chemické reakce s pomalou kinetikoy, pal zastaveni na &itou dobu
ziskame daleko&s3i podil produktu reakce a odpovidajici vyssi gigtetektoru 1.
Vyhodou SIA je mnohem menSi spatha vzorku ac¢inidel a tim padem i mensi
produkce odpadu (asi desetinovd), coz je vhodn@naci s drahymi, vzacnymi nebo

nebezpénymi latkami.

3.1.3. Lab-On-Valve (LOV)

Treti generaci @itokovych metod je Lab-On-Valve (LOV, laboratee ventilu)
vytvoiena v roce 2000. Podstatou je vigglavy plexisklovy (pozdji i chemicky
inertni) nastavecijpojeny @imo na Sesticestny selal ventil SIA @istroje Obrazek 5.

V néastavci je vytviena deteéni cela, coZz umaiuje miniaturizovat operace
s kapalinami — davkovani, provedeni reakce a nasledetekci T]. Do detekni cely
jsou vyvedeny optickad vlakna optického detektorle lae po UGpra¥ pouZzit i jiné
detekni techniky (potenciometrie, konduktometrie, at&ghéma zapojeni SI-LOV je
na Obrazek 6.

14
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Obrazek 5 - Znazoemi systému "Lab-On-Valve" fjpojeného na seleki ventil SIA
analyzatoru z chemicky inertniho polymefpi [

LOV

Holding Mixing *
Carrier Coil Coil

ﬁaa_gent 1 Waste

Peristaltic
Pump

syringe pump Ciﬂseﬁ‘“., ‘Fiber n Sﬂmpte Solution

Obrazek 6 — Schéma SI-LOV mikrosystému s wWedvou piitokovou celou pro #feni
absorbance v realnétase f1.
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3.1.4. Bead injection (BI)

SIA technika umotuje pouZziti pevnycktastic v takzvané konfiguraci ,jet-ring”
cely [ , jejimz principem je aspirace pevny¢hstic (tzv. ,bead injection®)*f] s
imobilizovanym c¢inidlem nebo enzymy do portu speci@lrupraveného ventilu.
Mikrosféry sorbentu jsou v suspenzi ve vatebo vhodném pufruétSinou v pondru
1:10 - 1:20 (m/v). Po fichodu zény vzorku #igs naplinou jet-ring celu dochazi k
reakci, v dalSim kroku néasleduje vymy#fistic pomoci obraceni $nu toku nosného
proudu. B kazdém mdteni tak vznika nova extraki kolona pimo v systému
nadavkovanim suspenze obsahujéstice sorbentu. Odpadaji tak nutnost eluce aaizik
zkiizené kontaminace vzarkNejéastji se tento typ reaktoru pouziva pro extrakce na
principu imunochemickych reakct . Nejprogresiviijsi se tato technika jevi v
kombinaci s provedenim ,Lab-On-Valve* - SI-BI-LO\arObrazek 7 a Obréazek ][

Renewable
microcolumn

Obréazek 7 — Znazokni SI-BI-LOV systému se @mi pozicemi (C1 a C2) pro mikrokolony a
vyobrazeni samotné obnovitelné mikrokolony s mifécsmi sorbentu'f].
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Boads suspansion

Column packing

Waste
|.'l o E‘ .a'r
G T b .!*Tn 1
Sample """‘"' "J"du
Mamu ANRltE- oy v.a=1n=-
Eluem / \ Carriar
+ F=] F i

Eluzste

T
}h II‘J_ i 1:_'r Ly (- q . [ R T
Elution Beads trap sporting

Earrier+ Erpﬂssr ETAAS
- SR
Beads di scanding
Waste
{a) Beads elution (b) Beads transportipyrolysis

Obrazek 8 — Schéma dvou moznosti pouziti Bl mikiadky. (a) eluce latek z mikrokolonky do
detektoru, (b) vymyti analytu i se sorbentem deeki®ru (pouzitelné pokud sorbent pletekci nerusi)

[*7.
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3.1.5. Porovnani systémt FIA / SIA

Obeé popsané pitokové techniky, FIA a SIA, maji stejny zakladninaip, ale
liSi sefadou vlastnosti, které jegdukuji pro izné aplikace. Zakladni odliSnosti jsou

piehledr uvedeny v Tabulka 1[6].

Tabulka 1 Porovnani FIA a SIA metody

Parametr FIA SIA
Nosny proud kontinualni jednosmmy | diskontinualni obousénny
Typ ¢erpadla peristalticka pumpa pistova pumpa
Typ davkovaciho ventilu dvoupolohovy injak selekni
Pcatet kanah v systému jeden avice jeden
Objem vzorku desitky — stoviky desitkypul
Pratokova rychlost do 2 ml mih az 10 ml mirt
Objem odpadu stovky ml desitky ml
Frekvence analyz az 300 vzérkod do 120 vzonk/hod
Rizeni systému manuélni nebo automat. automatizované

Hlavnim rozdilem FIA a SIA metody je geometrie néism proudu, ktery se ve
FIA pohybuje pomoci peristaltické pumpy pouze jedsiverem a je¢erpan neustéle i
mezi jednotlivymi kroky f, , 8. Naproti tomu technika SIA vyuZiva zmy sméru toku
nosného proudu aplikaci pistové pumpy, kdy k pohybehazi pouze ip aspiraci
vzorku acinidel nebo pi transportu vzorku do detektoru. MozZnostény sneéru toku
nosného proudu v SIA poskytuje tedy lepSi promisémy vzorku afinidel v kratSi
vzdalenosti, nez by bylardba pouzit ve FIA systému pro dosazeni stejnéhonétu
promiseni. DalSi nespornou vyhodou SIA systému jgaart nizSi objem
spotebovanychcinidel i nosného proudu, protoZe na rozdil od FiEninnosny proud
piivackén do systému kontinualnRozdilné je tedy davkovani vzorku do systémurékte
u FIA probih& proplachnutim &itého objemu davkovaci srilgy injekéniho ventilu
nosnym proudem. Tento objem lze vSaknih pouze fyzickou vyrdnou davkovaci

smycky, nebo dobou wenou k promyti i parcialnim promyti smiky. V SIA jsou
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vzorek icinidla aspirovany pomoci sel&kiho ventilu a jejich objemy je proto mozné
jednoduge rnit pomociiidiciho programu®]. Pokyny pro aspiraci, michanf a eluci do
detektoru jsou tedy zadavany do progranmesppd@ita¢ a nevyzaduji fyzicky zasah do
systému. Stephtak je pro slozijSi analyzy nutné rekonstruovat FIA systém a apiito
dalSi kanaly, které pakasto vytvdi velmi komplikované soustavy s mnoha misicimi
body negativay ovlivaujici disperzi vzorku. SIA naproti tomu obsahujeupe jeden
hlavni kanal vedouci od pistové pumpep selekni ventil k detektoru. DalSi ,kanaly”
jsou gipojeny gres sele&ni ventil a Ize je kdykoliv vyuzit kiznym el bez nutnosti
rekonstrukce pro kazdou konkrétni aplikdgi’[®, *1].

Pratokové rychlosti se wethto metod vyrazhnelisi. V SIA metod se objevu;ji
vySSi hodnoty, které jsou dany mozZnostmi i@devsSim pesnosti pistové pumpy,
zatimco peristalticka pumpa pouzivana ve FIA systgm omezena mechanickou
odolnosti pryZovych hadiek. Frekvence davkovani vzdrie ve FIA systémech ogno
Vétsi, protoze se vzorky pohybuji jednim&em a analyza proto neni zpomalena ani
zménou sméru toku ani pl&nim pracovniho objemu pistové pumpy, coZz je v SIA
nezbytné. Detalni techniky se neodliSuji, nejsou systéowmezeny a vyZaduji pouze
zarazeni pitokové detekni cely, jejiz parametry jsou dany metodou detekeengni
se s typem pouzitéhoigokového systému. V SIA se vSak objevuji demdlcely, které
vyZaduji pro svou funkci obousimy tok, a proto je ve FIA nelze aplikovat. Je &pn
vySe zmigna jet-ring cela, kterd je pina jednim s@rem pevnymicasticemi, které
jsou po ukoreni jednoho r&¥eni odstraény opa&nym sn&érem toku.

SIA je zavisla nafizeni celého systému §itatem, coz ve FIA metadneni
nutnym edpokladem9, ale v dnesni dabuz manuélni ovliadani byva spise vyjimkou.

Po zavedeni SIA metody sé& porovnani obou typ pritokové analyzy uvatly
jako hlavni nevyhody SIA snizena frekvence davkowaorki a nutnost pouzivat
positasovou techniku {. Dnes se s vyhodou zapojuji dasimni jinak nevyuZité porty
selekniho ventilu pro zpracovanié¢kolika vzorki najednou,¢imZ lze frekvenci
davkovani upravit. Qb pritokoveé techniky jsou diky gitacovému ovladani snadno
automatizovatelné, a tim je umeaho jejich vzistajici praktické vyuZziti v analytickych
laboratdich mtizného zarsreni.
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3.1.6. Detektory v SIA

Zpusoby detekce nejsou systémioemezeny a jejich volba je dana pouze
vlastnostmi analyzované latky. Vyuzivaji se zejmgpektrofotometricke, fluorescémi
a elektrochemické detektory giglusnymi pfitokovymi celami. Dale budou podradn

popsany pouze spektrofotometrické detektory, jetlteée byly @i praci pouzity.

« UV-VIS spektrofotometrické detektory

UV-VIS spektrometricky detektor patmezi nefastji pouzivany detektor v
SIA. Lze jej pouzit pro detekci mnoha latek, ktaksorbuji v oblasti od 190 — 400 nm
(UV) a 400 — 800 nm (VIS).

UV-VIS detektor niize byt pouZit v Siroké Skale podminek, pouZivana
rozpoustdla vSak nesmi absorbovat v UV-VIS oblasti. Citit@V-VIS detektoru je
velmi dobra a vykazuje Sirokou oblast linearity nde Bez problém Ize provadt
zménu sloZeni nosného proudu (gradientovou eldd) [

Diive byly ¢asto vyuzivany jednoduché jednopaprskové UV-VISektetry
mefici jednu pedem nastavenou vinovou délku, zatimco dnes jsopul@oejSi
detektory s diodovym polem (DAD) umiadjici snimat absotimi spektrum v zavislosti
na case. Vysledkem #ieni detektoru je trojrozénny zaznam, ze kterého se
chromatogram ifp prislusné vinové délce extrahuje. Tato moznostije4ita pro ziskani
kvalitativni informace o @ené latce¢imz je zvySena spolehlivost analyzy. Citlivost je
asi o 1fad nizSi nez u jednopaprskovych UV/VIS detektor

U spektrofotometrickych detekiibise v SIA nejastji pouziva teflonova Z-cela
s optickou délkou 10 mm a vhiim piimérem 1,5 mm. Maly objem cely je poZadovan
pro dostatené odliSeni malého objemu analytu v &owzorku od zakladni linie
poskytované nosnym proudem, ale zatowostaténa optickd délka pro citlivou
detekci. Do této cely pak byvaji zavedena optickkmna, ktera fenasi sutelny signal
do detektoru. Problémy doprovazejici optickou detpkedstavuje itomnost bublin z
rozpudtného vzduchu nebo vznikajici jako vedlejsi tedkprodukt %. Dalsi problém
mohou zfisobovat rozdily mezi indexem lomu zény vzorku anéd® proudu, které se
projevuji rusivymi piky — tzv. Schlieren efekt’[ U nizkych signél tak miZze byt
ovlivnéna spravnost arpsnost analyzy. Tento problém Ize odstratidgnim stejného

rozpoustdla ke vzorku i nosnému proudu.

20



Disertani prace Teoretick&ést

3.2. Uprava vzorki ve farmaceutické analyze

Farmaceutické t@vé pripravky WtSinou nemohou bytifmo analyzovany bez
piedchozi Upravy vzorku. Proces Upravy vzorkiZebyt obecé rozclen na d¢ casti
— vzorkovani a vlastni Upravu vzorku tak, aby bylakana reprezentativniast
analyzovaného vzorkdd.

3.2.1. Primy nastiik
Tato metoda je pouzivana jen pro tekuté Iékové yolteré se davkujiffmo na

analytickou kolonu. V fipact vysoké koncentrace stanovovanych latek se vzigek

bud’ ¢istym rozpou&tdlem nebo mobilni fazi.

3.2.2. Extrakce z pevné Iékové formy do kapaliny

Velmi ¢asto je teba izolovat dinnou latku z pevnych Iékovych forem. Izolace je
provedena postupem zahrnujicim ¥ylvozpoustdla nebo srési rozpousidel, ktera
poskytuje idedlni rozpustnost pro stanovovany dnalyminimalni rozpustnost pro

interferujici latky.

Tablety

Prvnim krokem je rozginéni nebo rozemleti pevné matrice na jemny prasek,
poté nasleduje extrakce kapalnym rozpédigim a filtrace nebo centrifugace pro
odstragni eventuald ptitomnych pevnyckastic.

Problémem takového postupu vSakzm byt fyzikalni oddlovani testovaného
analytu v matrici, cozZ lze eliminovat &upifimym rozpu&nim celé tablety fimo ve
vhodném rozpou8tlle (je-li tableta dokonale rozpustna) nebo prasiva

rozmélnéného praskuies sito.
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Topické lekové formy

Pred chromatografickou analyzou j&elba odstranit pevnéastice mensi nez
2 um, které by se jinak dostalygs frity na chromatografickou kolonu, zachytily &g
na sorbentu a snizili pchod kolonou coz Apsobuje naist zgtného tlaku v systému a
pokles @&innosti chromatografické kolony.

Pii pouziti metody, ktera pouZziva filtraci vzdikje teba vzit v Uvahu moZnost
adsorpce analytu na filtr. Tato adsorpc&mbyt ovliviena koncentraci analytu a také

typem filtraéni membrany.

3.2.3. Extrakce z kapaliny do kapaliny — LLE

Tento postup je uzitey zejména pokud je analyt rozpustny v jedné ¥rstv
rozpoustdla a interferujici latky v druhé. BohuZel, takopfipad nastava malokdy a
proto se pro ovlivéni rozpustnosti vyuZiva Upravy fyzikalnich a chekyith viastnosti.

Vyhodou této extralni metody je jeji jednoduchost a nendrast na provedeni
a pristrojové vybaveni. Lze ji vyuzit jak pro extrakaitSiho mnozstvi latek, tak pro
stopové koncentrace. Princip extrakcepd v rozaleni extrahované latky mezi év

vzajemré nemisitelné kapaliny dle rogdvaciho pordru (K) podle Nernstova zakona:

K = koncentraelatky vorganickéazi
koncentraelatky vevodnéfazi

Slabé organické kyseliny a baze existuji ve vodmémtoku v rovnovaznych
smesich neutralni a iontové formy v zavislosti nagkjipK, a pH roztoku v 8mz se
nachazi. Pro dinnou extrakci do organického rozpoidia je teba, aby analyt byl
alespa 95% v extrahovatelné formako volna baze nebo volna kyselina. \i#@sing
piipadi je treba upravit pH vzorku na hodnotu o¢dednotky nizsi nez je pKkyselé
latky nebo na hodnotu od &yednotky vysSi nez je pkbazickée latky.

Vhodnym pongrem objent obou nemisitelnych rozpowsel je mozné danou
latku snadno zakoncertovat.

Prekadzkou extrakci do kapalného rozpeédk je rekdy nedostat&na Einnost
extrakce BzZzna zejména u iontovych nebo amfoternich latektoPs® pro zvyseni

vytéZnosti a selektivity pouziva iont-parova extrakedoZzena na vzniku asociovanych
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komplexi iontu vzorku a protiiontu ogaého naboje. lontové péary vyttemé mezi
velkymi organickymi anionty a kationty jsodasto rozpustné v malo polarnich

organickych rozpouétlech.

3.2.4. Extrakce na pevnou fazi - SPE

K extrakci latek ped analyzou s&asto vyuziva extrakich kolonek napknych
pevnym sorbentem. Takova metoda se nazyva extméicpevnou fazi (liquid-solid
extraction, solid phase extraction, SPE). Maten@yZivané k plkni SPE kolonek jsou
obdobné materi@ém pouzivanym pro pbni HPLC kolon, ale velikostastic je v tomto
piipack vétsi (40 - 80um). Kolonky mivaji ptmér 10 mm aiizné délky.

Mezi hlavni vyhody SPE piétvysoka vy&znost latek, jednoduché, Setrné a
elegantni zakoncentrovani analytéistota extraktu,casova nenagmost, moznost
automatizace a nizka speba rozpougtlel a ekonomické natoost.

Stejre jako u kapalinové chromatografie musi byt postxfpa&ce na pevné faze
petlivé optimalizovan. Retence analytu zavisi na koncentraorku, povaze analytu,
elueni sile rozpougdla a charakteru sorbentu nagiého do extradni kolonky.

Zpuasoby provedeni extrakce na pevnou fazi:

Prvnim zmgisobem je vybr rozpou&tdla pro vzorek tak, aby sledované analyty
zustaly zadrZzené na sorbentu extmik kolonky, zatimco latky, které by mohly
interferovat jsou vymyty ven. Analyty jsou naslédeluovany malym mnoZstvim
rozpoustdla z kolonky ven. Uvedeny postup je velice ufite zejména je-li analyt
piitomen ve velmi nizké koncentraci, protoZéhém extrakce na pevnou fazi dochazi k

jeho zakoncentrovani Obrazek 9.
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ZADRZENI ANALYTU - VYMYTI BALASTU

aeh ‘
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aktivace a smoéeni sorbentu naneseni vzorku vymyti balestd  eluce analyti

Obrazek 9 - Schéma extrakce na pevnou fazi, zaddedované latky, vymyti gestot a
nasleds eluce analyt [).

Postup extrakce na pevnych fazich (Obr.)

1. sm@eni sorbentu a aktivace sorbentu

2. aplikace vzorku na kolonku

3. vymyti balast

4, eluce analyt (eventueld odpdeni vzorku do sucha a rekonstituce v

minimalnim mnozstvi vhodného rozpotdit)

Alternativnim postupem je zachyceni interferujici@tek na extraéni kolonce a

eluce sledovaného analytu Obrazek 10.
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ZADRZENI BALASTU - ELUCE ANALYTU
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Obrazek 10 - Schéma extrakce na pevnou fazim# eluce analytu a retence interferujicich
latek na extraéni kolonce .

3.2.5. UPRAVA VZORKU V SEKVENCNI INJEKCNI
ANALYZE

V souwasnhosti je patrnd snaha o zavedeni on - line Upnaorku v
instrumentalni analyze, coZz umige analytické metody automatizovat a
miniaturizovat a sniZuje riziko vneseni chyby dtébe procesu analyzy.

Sekvegni injekeni technika ve spojeni s jednotkami pro Upravu kuaor
umoziuje racionalizovat a automatizovat slozité postygly analyze velkych sérii
vzorka instrumentélnimi metodami, a tak podstatnynisgibem zvySovat produktivitu
zejména rutinnich stanoveni.

K nejcasgjSim technikam pro Upravu vzorku pro¥agm v SIA systému péit
(krom& LOV a BI zmitovanych v pedchozich kapitolach) extrakce na pevnou &3 [

dialyza a extrakce kapalina — kapalifg.|
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3.3. Chromatografie

Chromatograficky proces je ve své podstapostupné, opakované,
mnohonasobné ustalovani rovnovaznych wstalenych latek mezi dsma fazemi
chromatografického systému. NepohyblivA faze systése nazyva stacionarni,
pohyblivd sloZka je pak mobilni. K separaci late&cliazi jejich interakcemi se
stacionarni a mobilni fazi, zde zalezi na fyzikdinia chemickych vlastnostech
jednotlivych latek které uijf jejich afinitu k mobilni a stacionarni faZf].

Idealizovany chromatogramigrstavujefada gaussovskych gikna zakladni
linii. Jednotlivé chromatografické piky mohou bygfihovany retetnim casem (¢)
jako kvalitativnim ukazatelem, plochou piku (A) oelbvySkou piku (h) jako
kvantitativnimi ukazateli a dalerkou piku v polovini vySce (w) a Stkou piku mezi
body inflexe (w) [*]. .

Hlavnimi ukazateli kvality chromatografického systé jsou @innost,

selektivita a kapacita, podrobnosti budou uvedeiig.d

tr
Obréazek 11 - Znazoeni charakteristik chromatografického pikdj |

3.3.1. Retencni charakteristiky

- Retencni cas a retencni objem
Méieni retence v elini chromatografii je vyjéigtno retetinim ¢asem (%) picimo

definovanym jako vzdalenost podél zakladni liniebadlu nasiku ke kolmici spugtné
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z vrcholu piku odpovidajiciho dané latce. Rétértas je v kapalinové chromatografii
dulezitou kvalitativni charakteristikou latky a Zjmmuze byt odvozen reténi objem

(VRr) podle vzorce:

Ve=kR.V
VvV némz zn&i:
tr — reterni ¢as
v — pratokova rychlost mobilni faze

o Kapacitni faktor k° (Hmotnostni distribu¢ni pomér nebo

retencni faktor k)
Kapacitni faktor popisuje retenci latky na analgéickolore. Vyjadiuje miru
separace latky od mrtvého retaiho ¢asu.Cim vy3si je jeho hodnota, tim vice je latka

zadrzovana na kol@neluuje pozdji a tim Iépe je tedy oddena od mrtvého reténiho

casu.
_ mnoZstvilatky rozpustnévSP —K ﬁ
mnoZstvilatky rozpustnévMP ¢ Vi
vV némz zna&i:
SP - stacionarni faze
MP - mobilni faze
Kc - rovnovazny distribéni koeficient (znamy jako distrildai konstanta)
Vs - objem stacionarni faze
Vum - objem mobilni faze
Kapacitni faktor slozky iiize byt uten také z chromatogramu s pouZzitim
vzorce:
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vV némz zndi:

tr — reterni ¢as (nebo objem) nebo-li vzdalenost podél zaklamhié lod
bodu nagiku ke kolmici spug&né z vrcholu piku odpovidajiciho dané slozce

tm — mrtvycas (nebo objem) nebo-li vzdalenost podél zakladré bd bodu

néstiku ke kolmici spudtné z vrcholu piku odpovidajiciho nezadrzované slozc

» Relativni retence

Relativni retence (r) se vypita ze vzorce:

o —ty
vV némz zndi:
trz  —reterkni¢as sledovaného piku
tr1  — reterni ¢as referetniho piku
tm — mrtvy retefini ¢as

3.3.2. Uéinnost chromatografického systému

- van Deemterova teorie pro ucinnost chromatografického
systému
Dynamicka van Deemterova teorie umoje popsat &e, které pispivaji k
rozmyvani zon separovanych latek. V roce 19&&dgtavil J. J. van Deemter rovnice
popisujici vztahy pro jednotlivé procesy owiyici rozSfovani chromatografickych zén
a vyjadil také zavislost &innosti (HETP, H) na fitokoveé rychlosti.
Pavodre byly tyto zakonitosti popsany pouze pro plynovduornatografii, ale

uvedené fyzikalni jevy jsou stejné i v kapalinoWamatografii. Rovnice odvozené pro
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GC jsou tedy vhodné i pro aplikaci v kapalinovéorhatografii. V givodni interpretaci

je roz8fovani chromatografické zény darferni nezavislymi aditivnimi procesy:

- vifivou diftzi analytu v mobilni faziipprichodu napini kolony
- molekularni diftzi analytu v mobilni fazi

- odporem proti fenosu hmoty mezi mobilni a stacionarni fazi

Tato interpretace dab vystihuje podminky plynové a kapalinové
chromatografie s pouzitim ndjolvych kolon. VySkovy ekvivalent teoretického pdiaa

vyjadiit jako sowet dikich prispevka:

H = Hy + Hy + Hy

H - vySkovy ekvivalent teoretického patra
Hp - prispivek vitivé difaze k vySkovému ekvivalentu teoretickéhorpat
Hg - prispvek molekularni difuze analytu k vysSkovému ekvivdle

teoretického patra
Hy - prispevek odporu proti fenosu hmoty k vySkovému ekvivalentu

teoretického patra

Ucginnost kolony (zdanliva) je vygitana jako zdanlivy paet teoretickych pater
(N) analytické kolony z dat ziskanych v zavislosta technice za podminek
izotermickych, izokratickych nebo izopyknickych. (2ge se nasledujici vzorec, v
némzZ hodnoty ¢ a w, musi byt vyjagéieny ve stejnych jednotkackiasu, objemu nebo

vzdalenosti):
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vV némz zn&i:
tr — reterni ¢as (nebo objem), nebo-li vzdalenost podél zaklédid od
bodu nagiku ke kolmici spugné z vrcholu piku odpovidajiciho dané slozce

Wh — Stka piku v polovig jeho vySky

Zdanlivy paet teoretickych pater seémi se stanovovanou sloZzkou, kolonou
(vliv délky a paméru kolony i velikosti ¢astic) a retetnim ¢asem. \tSi paet
teoretickych pater N znamena vyssginimost analytické kolony. ProtoZe parametr N je

v

pouzivat parametr H (vySkovy ekvivalent teoretick@atra).

- _Vyskovy ekvivalent teoretického patra
Vedle patu teoretickych pater (N) se jako parametr viggidi icinnost kolony
pouziva vysSkovy ekvivalent teoretického patra pim], (nékdy také HETP). Pro
Jelikoz zavislost vyskového ekvivalentu teoretickgbatra H na p&iu teoretickych
pater N je zavislost néno untrna, mensi hodnoty H zéiavySsi @&innost analytické
kolony. Ri posuzovani &innosti chromatografického systému je tedjedité uvdomit

si, ktery z parameirje praw pouzit pro porovnavani.

vV némz zndi:
N - pcet teoretickych pater
I - délka analytické kolonym]
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3.3.3. Selektivita chromatografického systému

» Rozliseni
RozliSeni (R) je mirou separace mezi piky dvou slozek, kter@ padobnou
vySku. RozliSeni &Si nez 1,5 odpovida rodeni piki na zakladni linii. Pro piky, které

se vzajem# znane liSi svymi vySkami, nemusi byt tento uvedeny vezovbodny pro

vypocet:
R = 118.(ts, —tr)
W, + W,
kde k2 > tra,
vV némz zndi:
tr1 @ k2 — reterni casy
Wh1 @ Wha — Siky pika v polovieni vySce.

- Selektivita
Selektivita a se nejastji vyjadiuje jako pomndr kapacitnich faktar pika
sousednich latek v chromatogramuia2d byt vyjadena také jako po#n reterénich
objemi sousednich latek v chromatogramu. Je Zadoucihabigota parametru byla

vysokd. Selektivita chromatografického systémuygetita podle vztahu:

gk V= Vo
Ky R~ Vo
vV némz zndi:
Ky, ko - kapacitni faktory dvou sousednichipik
Vo - reterni objem v mrtvém reténim ¢ase, mrtvy retefni objem
V&1, Vr2 - reteréni objemy sousednich latek v chromatogramu
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3.3.4. Ostatni  charakteristiky chromatografického

procesu

- Faktor symetrie

Faktor symetrie je parametr popisujici synteiist chromatografického piku.
Jeho hodnota jettezitd z hlediska spravné a reprodukovatelné iagrpiku a v
dusledku toho ziskani spravnych kvantitativnich datamalyze. Hodnota faktoru
symetrie 1,0 zna Uplnou (ideélni) symetrii piku. Hodnoty faktorynsetrie piku vyssi
nez 1,0 znd tzv. ,tailing”“ nebo-li chvostovani piku, naopdigdnoty faktoru symetrie
nizsi nez 1,0 zr tzv. ,fronting" nebo-li ,frontovani“. Faktor syntee piku (A)
(nebo-li faktor chvostovani piku) se vyita ze vzorce:

_ W0,05
& 2d
vV némz zndi:
Woos  — Stku piku v jedné dvacetijeho vysky
d — vzdalenost mezi kolmici sp&8bu z vrcholu piku a vzestupng@asti

piku v jedné dvacetinjeho vysky

Obréazek 12 - Uteni faktoru symetrie piki{.
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« Pomér signalu k Sumu
Pomer signalu k Sumu (S/N), ktery oviluje pgresnost stanoveni obsahu slozek,

se pouziva zejmeéna k vyggém parameir citlivosti chromatografického systému a to

limitu detekce a limitu kvantifikace. Vygéa se ze vzorce:

2H
%1 “Th

vV némz zndi:

H — vySku piku odpovidajiciho dané latce na chrogramu pedepsaného
roztoku néenou od vrcholu piku k extrapolované zakladni kiginalu, ktery se
sleduje ve vzdalenosti rovné dvacetinasoblkyJiiku v polovirg jeho vySky

h — rozgti Sumu pozadi na chromatogramu ziskaného sfepé zkouSce
(upraveny vzorek placeba farmaceutickéhpnavku) zaznamenavaného na
vzdalenosti rovné dvacetindsobkuikgi piku v polovig jeho vySky na
chromatogramu fiedepsaného roztoku, a to pokud mozno rowroénna ol

strany od mista, kde by se&hmachazet sledovany pik

N I .i 3o M T
W T VY i :r'ulﬂr | 1 h

Obrézek 13 - Uteni pondru signalu k SumuAf].

3.3.5. Mobilni faze

Mobilni faze je pohyblivou sloZzkou chromatografibkésystému. Po n&stu na

chromatografickou kolonu unasi analyty a ty jsowlposvé afinity bd’ zadrzovany
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stacionarni fazi nebo rychle eluovany z chromatfiozk@ kolony. V normalnim modu
kapalinové chromatografie se jako mobilni faze peajz nepolarni organicka
rozpoustdla jako je chloroform, hexan nebo ether, zatimvaeverznim usp@dani
kapalinové chromatografie byvaji mobilni faze polhp charakteru. ¥Sinou je
zastoupena organicka slozka (acetonitril, methatattahydrofuran) a vodna slozka
(voda, Zedné roztoky kyselin, pufry, iontoparovéinidla). Byla vytvdena tzv.
eluotropickérada rozpoustiel, kde jsou jednotliva rozpodsta séazena podle polarity
[*].

Pri optimalizaci chromatografickych podminek musi ®ohledrny takeé
vlastnosti rozpoustel pouzitych pro fipravu mobilni faze. Je-litpHPLC analyze
pouzita detekce latek v UV oblasti, je nutn€lpe vybirat vinovou délku detekce v
souladu s absorbanci sledovanych latek a také @rlabeci rozpoustel acinidel
pouzitych pro pipravu mobilni faze.

Problémy, které vznikaji v chromatografickém systéisou ¢asto zfisobeny
Spatnou fipravou a pouzitim mobilni faze. e dojit k zavzdudmi sytému, k
zaneseni in-line filt, frit nebo kapilar vlivem n#@stot giitomnych v mobilni fazi. Tyto
komplikace se projevi zvySenym &pym tlakem na analytické kolén zvySenym
Sumem z&kladni linie, kolisanim retaich ¢adi pripadré nevyhovujicim tvarem

chromatografického piku.

Priprava mobilni faze sefidi témito doporuéenimi:

Pro gipravu mobilni faze je nutné vzdy pouZzivat rozpédist pokud mozno co
piidavana do mobilni faze.

Doporutuje se vSechnyijpravené mobilni faze filtrovatips filtr 0,45 pm nebo
mensi. Jefeba se ujistit, zda pouZity filtr je kompatibilnidenou mobilni fazi. Voda
pouzivana k fipraw mobilni faze musi bytistoty ultr&istd nebo HPLC grade
(vodivost mensSi nez 0,5 uS). Zcela nevhodné je idopduze deionizované vody,
protoZze obsahuje organickécistoty, které mohou pozénit U¢innost kolony.

Pro gipravu a uchovavani mobilni faze je vhodné pouZitajné zasobni

lahve, které je vzdyeba vyplachnout mobilni fazi.
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Zasobniky mobilni faze maji byt vzdy ungisy vySe nez vstup do

chromatografické pumpy.

+ Mobilni faze obsahujici pufr

Pri ptipraw mobilni faze jsokasto pouzivana aditiva, kterd slouzi k ugrpti
nebo iontové sily mobilni faze. Praigravu pufrovanych mobilnich fazi jgeba
pracovat v oblasti pK daného pufru. Obvykle se midné sloZzky mobilni faze upravuje
na hodnotu o dvjednotky niZsi nez je pkkyselého analytu, resp. o&jednotky vyssi
nez je pk bazického analytu. Je tak dosazeno nejvySsi padiokapacity. Pufrovaci
kapacita kvantitativé vyjadiuje jak se zrni pH pufru @i pridavku malého mnozstvi
kyseliny nebo baze.

pH mobilni faze (respektive jeji vodné slozky) seéfima upravuje jest pied
piidavkem organického rozposdta, protoze kyselost v organickych rozpéd#tch se
vyrazré lisi od pH vodnych rozpouXtel nebo jejich sisi. Pro autoprotolytickou
konstantu vody plati rovnice Jo = [H']{[OH] = 10™. Pro autoprotolytickou
konstantu methanolu vsak platiwken = [H][CH3O] = 10%°® To znamena, Ze v
MeOH je prostedi neutralni pro koncentraci TH= [CH5O7] = 10%2 (nebo pH 8,3). Ve
smssném rozpoustle methanol — voda pak autoprotolyticka konstaeta mezi 10
az 10'°® protoZe vedle sebe vystupuiji anionty, I€H;O a OH. Methoxidovy anion
ma vysSi nukleofilitu oproti OHa proto pufry pipravené v prosedi methanol — voda
maji rozdilné vlastnosti protisté vodnym puftim.

Pro znénu pH pufi v nevodnych proggdich nizeme odvodit obecna pravidla.
Pro slabé kyseliny (kyselina octova,R0y), pKa stoupa, pro slabé zasady (NH
naopak pK klesa. B pripraw pufrovanych mobilnich fazi sest§inou upravuje pH
mobilni faze a to sipsnosti na 0,1 jednotky pH, protoZe i mal&aanpH mobilni faze

muzZe vést ke zrné retence analytu.

Existuje nékolik zpuasobi pripravy pufrovanych mobilnich fazi
Prvnim ze zpsohi je dosazeni vypené koncentrace a pH pufru pouhym
smichanim poZzadovaného mnozZstvi kyseliny a bazgpbxshim vodou na definovany

objem (nap. roztok hydroxidu sodného a kyseliny octové). GhypH takto
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piipraveného pufru se pohybuje kolem 0,1 jednotky mpirhtoZe neni potdno s
aktivitnimi koeficienty.

Druhym zpisobem je fipraveni pesné koncentrace kyseliny (resp. baze) a
pfidani mensiho mnoZstvi baze (resp. kyseliny) nepowvidld poZzadovanému
(vypoctenému) mnoZstvi. pH taktdipraveného pufru se pak upravuje pod pH metrem
bazi (nebo kyselinou) na pozadované pH pufru.

Treti zpisob @ipravy pufrovanych mobilnich fazi séilE obecr nedoporiduje
a pouziva se pouze ¥ipadech, kdy velmi mala zmma pH ma vliv na retenci analytu.
Tento zmisob upednostiuje Upravu pH mobilni faze az po smiseni s orgamick
slozkou mobilni faze.

Vyhodou prvniho zfisobu je rychla fiprava mobilni faze, druhy #apob je

vhodny pro pipravu mobilnich fazi sipsreé definovanym pH mobilni faze.

« Odplynéni (degassing) mobilni faze

Odplyréni mobilni faze je velmi @lezity krok @i jeji pripraw, protoZze nize
odstranit mnoho probléinvznikajicich @i chromatografické analyze. Odvzdgan
mobilni faze pinasi vyhody v podabreprodukovatelnych reténich ¢agi, stabilniho
pratoku mobilni faze, nizkého Sumu zakladni linie.

K odplyréni mobilni faze se pouzivaji tyto metody, kterénsehou vzajemé
kombinovat:

- probublavani mobilni faze heliem (sparging)

- ultrazvukova laze (sonikace)

- vakuova filtrace

Probublavani mobilni faze heliem (sparging)

Pri probublavani rozpoudtla heliem dochazi k v§snini méré rozpustnych
plyna v mobilni fazi plynem rozpus#sim, které jej uchovava v ekviliborovaném stavu.
Pouziti této metody zpomaluje mikrobiéliist a oxidaci rozpou&tel, které pechazeji

snadno na peroxidové formy (rfapetrahydrofuran).
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Vakuova filtrace a sonikace

Vakuova filtrace snizuje tlak na povrchu solvertiohuzel samotné vakuum je
piilis slabé a nedochazi k dokonalému odphinsolventu. Mize se kombinovat se
sonikaci za pouZiti ultrazvukové lazrkdy dochazi k rozptyleni submikro-bublinek
plynu, které se shlukuji v rozpogste.

Hlavni vyhodou vakuové filtracerippouziti 0,45 pm filtru je i dokonalé zbaveni
mobilni faze mechanickych #istot. Tento krok by nesh chybet pri kazdé pipraw

mobilni faze.

3.3.6. Vinova délka detekce

U vétSiny vzorki je vinova délka detekce latek podstatna pro ziskabrych
analytickych vysledk. Vybér vinové délky vychazi ze znalosti UV spekter jeitingch
sledovanych komponent vzorku. Jsou-li dostupnédstaty analyd, je vhodné zrit
jejich UV spektra v fslusnych rozpouétilech ged zapoetim optimalizace HPLC
podminek. Alternativou Kize byt znéteni UV spekter pomoci DAD detektorghem
vyvoje metody.

Vinova délka vybrana pro detekci musi byt kompromisnych absorbanci
sledovanych analyt pfitomnych v tiznych koncentracich (n&apje dobré zohlednit
nizka mnozstvi nastot vzhledem k vysokym mnoZzstvingidnych latek a posunout
vinovou délku detekce sirem k absorénimu maximu néstot) a také akceptovatelné
propustnosti mobilni faze. V¢kterych gipadech je nutné zvolit detekci tak, aby
dochéazelo k co nejnizsi absorbanci interferujidétak F).

3.3.7. Objem nastriku

Kapacita analytické kolony je vyjéeha jako maximalni mnoZzstvi vzorku, které
je dand kolona jeS8tschopna separovat, kdy tedy fe$tedojde k jejimu fetizeni
(,overload"). RetiZzeni kolony je definovano jako mnozZstvi vzorkad&avkované na
kolonu, které zfisobi pokles &innosti na 90 % normalni¢innosti (tedy o 10 %).
Kapacita pro kazdy vzorek zavisi na mnoha faktoredipp analytické kolony, sloZzeni

mobilni faze, slozeni samotného vzorkujsgbu detekce atd.
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Pro Siroké spektrum davkovanych vzibrtkema mnoZzstvi vzorku vliv na retenci,
separéni innost a rozliSeni jednotlivych pikNahodné&i amysiné davkovani vzorku
mimo potebné limity vede k ndpdvidatelnym zrnam v separaci, které jsou
popisovany jako fetizeni analytické kolony — ,overload".

Existuji dva zgsoby getiZeni kolony, tzv. ,Volume overload®, tedy objendo
pietizeni, kdy je na kolonu davkovast$i objem, nez je kolona schopna separovat a
.Mass overload”, nebo-li igtizeni hmotou, kdy je na kolonu davkovana&sv
koncentrace latky, nez je kolona schoptiae separovat.

Je-li davkované mnozZstvi vzorku netme zvySeno, dojde k roz&ivani
chromatografické zony, poklesuciinosti separace, sniZeni reteith cadi a ke
zhorSeni rozliSeni ptk MnoZstvi davkovaného vzorku byl byt zohled&no, aby se
piedeSlo &mto nezadoucim zémadm v separaci, aby se zvysSila citlivost detektie p
pouZziti co nejvysSiho mozného mnozZstvi vzorku a laylymaximalizovan vyzek v
preparativni chromatografii.

Pro analytické separace je vhodné rozpmistzorku v mobilni fazi. Dojde tak
k eliminaci rozdilu mezi rozpou&tlem pro vzorek a mobilni fazi. Davkovany objem
vzorku linear® zavisi na mrtvém objemu pouZivané kolony, nainnpsti
chromatografické kolony a na hodnotach k™ jedngdiv latek. Vypdet optimélniho
objemu vzorku VL (maximalni mozny objem vzorku) Bavaného na analytickou

kolonu se da vypstat podle vzorce:

Vv, =V, D[(a' ~1) oK, -2 024K, +k,)|  Ziednoduden Vi =Vo* ahN

VN
vV némz zndi:
Vo - mrtvy reteni objem
N - pcet teoretickych pater
- - relativni retence (kB“/ kA")

ka", ks~ kapacitni faktory latek
a - konstanta
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PrestoZe je na kolonu davkovano malé mnoZstvi vzarkize dojit k petizeni
hmotou. Givodem je to, Ze kolona ma limitovanou kapacitu padrZovani vzorku —
stacionarni faze fite byt saturovana vzorkem. Optimalni mnozstvi vaod
(maximalni mozna hmota vzorku) davkovaného na aiclbyu kolonu se da vygdtat
podle vzorce:

d2
M =C, O70r? 0l 0K, Od OA 04/C, I—p

VvV némz zn&i:

C;, G - konstanty

d - hustota napt

r - pramer kolony

As - povrch sorbentu

I - délka kolony

d, - pramér ¢astice

Kp - rozalovaci koeficient

I 7

V praxi se vSak teoretick&igtupy pouZzivaji malo. Obvykle se experimentaln
davkuje zvysujici se mnozstvi vzorku, dokud kepa byt pozorovany negativni

zZimeny.

3.3.8. Rozdéleni chromatografickych metod

Existuje mnoho zjsohi rozdleni chromatografickych metod?’] % 29.

Podrobgji bude rozebrana adsa@mi chromatografie.
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* riazna hlediska rozdleni chromatografickych metod
1) povaha mobilni faze: plynova (GC), kapalinov&)L
2) zpisob provedeni: kolonova (sloupcova), plosna (plainar
3) princip separace: adsdm, rozdlovaci, ionto¥ vymeénna, gelova, afinitni,
chiralni
4) pracovni zpsob: elgni, frontalni, vy&siovaci
5) &el: analytickd, preparativni (prepand)

Adsorpéni chromatografie

Adsorgni chromatografie vyuziva rozdilné adsorpce molakalyti na povrch
pevné stacionarni faze s aktivnimi centry. Sepaeeadyti je zaloZena na opakované
adsorpci a desorpci. Mobilni fazi je v kapalinowearnatografii kapalina (LSC, liquid-
solid chromatography).

V adsorgni kapalinové chromatografii se dale pouziva &er podle polarity
fazi. B chromatografii na normalnich fazich je staciom&éare silg polarni (nap.
silikagel) a mobilni faze je nepolarni (hexan, cbform). Polarni latky jsou takto
zadrzovany na polarnim povrchu stacionarni fazee dakz latky nepolarni.
Chromatografie na normalnich fazich vyuziva htgpalarnich interakci dipél-dipdl.

Naopak, chromatografie na reverznich fazich poudggolarni stacionarni fazi
(hydrofobni modifikace silikagelu jako je naf£18 nebo C8) a mobilni fazi je polarni
kapalina (nap smesi vody, acetonitrilu nebo/a methanolu). V tomtopatadani
kapalinové chromatografie dochazi k silné reten@patérnich latek 3f. Vv
chromatografii na reverznich fazich jsou hlavnimierakcemi zejména hydrofobni
interakce.

Existuji vSak ®&které typy stacionarnich fazi, které lIze pouzit kow
uspdadanich adsogmi kapalinové chromatografie, jako jsotelia silikagelové faze
modifikované —CN nebo -Njskupinou.

VySe zmigné typy stacionarnich fazi pokryvaji asi 90% vSech

chromatografickych aplikaci.
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3.4. Monolitické chromatografické stacionarni faze

Monolitické chromatografické stacionarni faze senatuji naprosto odliSnou
strukturou v porovnani s konv@rimi stacionarnimi fazemi. Zatimc@z pouzivané
kolony jsou plgny malymi sférickymi ¢ast&ékami sorbentu, monolitické kolony
obsahuji sorbent, ktery neni tem c¢asticemi, nybrz jednim kusem monolitniho
porézniho materiali’f, 32 23, 34, 3° 3¢ Obrazek 14 7.

-

Obrazek 14 - Vysoce porézni monolitickéinka silikagelu 1]

Monolitické  materidly byly  vyvinuty fedevSim pro  separaci
vysokomolekularnich latek, fpodnich ¢i syntetickych, p vysSich piéitokovych
rychlostech. Hlavni uplatmi tak nachazeji v kapalinové chromatografij 12, 3, *J a v
kapilarni elektrochromatografity *2 *3, *, jejich potencial vyuZiti je vdak Siroky a lze
jej spatovat nap. v extrakci na pevnou faztq, katalyze {9, imobilizaci enzyni [*7],
piipadré reakcich na pevné fazi].

Prvni prace zabyvajici setipravou jednolitych sepafaich materidl se
objevily na gelomu 60. a 70. let minulého stoleti. Trvalo 2Q leZ byly pekonany
praktické problémy, jako napnizkd permeabilita sorbentu nebo schopnost nadderi
bobtnat a rdknout v rekterych organickych rozpoustlech, a nez se tyto materialy
zasaly Uspsns zadlefiovat do sepatmich technik 1%]. Prvni Gspsnou separaci provedli
v roce 1989 Hjertén a kol. na ,komprimovanych pahyégamidovych gelech“¥]. Na
pocatku 90. let pak byly zavedeny monolity na bazi ropkrézniho organického
polymeru % a v roce 1996 byla publikovanaiprava anorganickych mondlina bazi
silikagelu f* *°]. Dnes jsou monolitické materialy ozfmvany zadtvrtou generaci

chromatografickych sorbenf*).
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Vyroba monolii je odliSna od klasickéftfpravy stacionarni faze. Vyrabi se
specialni ,sol-gel“ technologii, coz je postughbm kterého dochazi k radikalové
polymerizacimonomet vychoziho materialu (polymerizace za zvySené tgphebo

polymerizace iniciovana UV #é&nim) nebo _polykondenzaci tetraalkylsiloxan

v pripact silikagelu. Pomoci sovadel a porogennich rozpotdel dochézi k formulaci
vysoce porézniho materialu. To se provadd’ bo situ @imo v trubici kolony¢i v
kapilae (polymerni monolity) a nebo seiyky vyrabi oddlené¢ (monolity na bazi
silikagelu). Ripadna modifikace C18 skupinou probiha pak jiz siofitem umistnym
v kolorg z tzv. smrstivého materialu.

Takto vyrobeny sorbent na bazi silikagelu obsalovi@ druhy péi. VeEtsi pory
(pramér obvykle 2um) se nazyvaji makropoi@brazek 15, diky nimz je odpor kolony
velmi maly a umo#uje pouziti vySSich fitoki mobilnich fazi bez negativniho zvySeni
zpetného tlaku. MenSi pory - mezopd@brazek 16 (gmer obvykle 13 nm) tvd velky
acinny povrch sorbetu s dostat®u vazebnou kapacitou, a tim umuoj velmi dobrou

separani Gginnost takto napknych analytickych kolon®f].

Obrézek 15 - Makropéry o 2 urf][
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Obréazek 16 — Mezop6ry @ 13 nifj]

Diky témto vlastnostem maji monolity velice vyhodny profdan Deemterovy
kiivky a mohou tak byt pouzivany vyssitupwkové rychlosti, fi ¢emz rozliSeni pik
i separéni (Cinnosti systému istava zachovana. Dochazi k vyraznému zkracasii
analyzy. DalSimi vyhodami je moZnost pouZititpkového gradientu a velmi kratky
¢as potebny ke zptnému ustaleni analytické kolon/|

Pro vyrobu monolitickych kolon seiasto pouziva silikagel kdu cisty
v normalnim uspiadani kapalinové chromatografié’][a nebo modifikovany ODS
v reverznim usp@dani Y. Dal$imi modifikacemi jsou n&ppentafluoro-fenyl-propyl-
dimethyl skupina, pentafluorofenyl, 3,3,3-triflugropyl, n-oktamethyl, perfluorohexyl
nebo aminopropyl ait v reverznim usp@dani fazi 1.

Silikagel, jak bylo uvedeno, neni jedinym matemal@ro vyrobu monolit.
PouZivaji se také uzné polymery jako polymethakrylaty >3[ °4,
methakryloxypropyltrimethoxysilarry], kationicky stearyl-akrylatf], akrylamidy P17,
poly(styren-divinybenzen) °§], vinylpyridiny, vinylpyrrolidon, vinyl acetat *f]
nebo urea-formaldehydova prysloe v afinitni chromatografii f]. Pro &ely
chiralnich separaci se pouziva silikagel modifikovahiralnimi selektory jako jsou
L-fenylalaninamid, L-alaninamid nebo L-prolinamft][

VSechny monolitické stacionarni faze mohou byt &eaty do ti kategorii:

monolitické kolony — mohou byt také endcapované (existuji jako aitiiétkolony,

kapilarni kolony a mikréipy). Vyrabi se z rozéinych material od silikagelu pes fizné

typy polymeti. Druhou skupinou jsou_monolitickdisky (makroporézni polymerni

disky), které slouzi zejména Kelim velmi rychlych a vysoce ¢innych separaci

bilkovin a nukleovych kyselin. f€tim typem jsou_monolitickérubky (nazyvané téz
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tubularni  kolony sradialnim tokem) slouzici happro iontovou vyminu
v chromatografii nebo pro preparativraiely [*].

V¢étSina monolitickych kolon jeffpravovana v laboratg kde se pak také testuji
a optimalizuje se Zjsob jejich pipravy. Z toho vyplyva, Ze vyzkum monolitickych
kolon je spiSe za#ien na vyvoj novych materiéla novych postuppro jejich gipravu
[°2, %% neZ na jejich aplikeni vyuZiti.

Aplikacni  vyuziti  monolit  je  popularni  zejména v kapilarni
elektrochromatografii &, ®°. Organické polymery se oskily hlavné pii separacich

velkych molekul, zatimco silikagelové monolity js@loiodrejSi pro malé molekuly.

3.4.1. Komercné dostupné monolitické kolony

Dnes jsou jiz tkteré monolity také koméns dostupné nap Chromolith”
(silikagel s reverzni modifikovanou fazi, firma MkF, Darmstadt, Nmecko) Obrazek
17, Shift (iontovyrénnd ireverzni faze na béazi polymethakrylatovychbme
polystyrénovych kopolymér ISCO, Lincoln, USA) nebo Monoliths (reverzni
polystyrénova faze, LC Packings, Amsterdam, Holkops[**]. Nov& dostupné
monolitické kolony z&ala v posledni dab vyratst firma Phenomenéx (dodavatel
Chromservis, Praha eska Republika) pod ztlkou Onyx" (stacionarni fazi je kil

silikagel nebo silikagel modifikovany C18 nebo G&8iginou).

Obrézek 17 - Monolitické kolony Mer€Chromolith” [**]
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3.4.2. Komercné dostupné monolitické disky

Monolity na bazi polymetakrylatu jsou kontaé dostupné u firmy BIA
Separations (Lubtg Slovinsko) ve forns CIM® (Convective Interaction Media) disk
Do specialg vyvinutého drzaku Obrazek 18 je mozno umistit fedé ctyii disky a
menit tak délku vzniklé kolony. DalSi vyhodou tohgitistupu je moznost kombinace
raznych typi sorbend (kvartérni amin, diethylamin, C18, protein A a rhoadalSich) v
ramci jedné separace a vyiitdak vicedimenzionalni separaci. Tyto disky jsdwodné

pro velmi rychlé analyzy zejména biologickych vzofk).

Obréazek 18 - Drzak pro zapojeni CIM disirmy BIA Separations®f].
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3.5. Sekvencni injekcni chromatografie SIC

Sekvegni injekeni chromatografie (SIC) vznikla ¥@zenim komené dostupné
kratké monolitické kolony do systému SIA. SIC ofvitovou cestu v sekvemi injekeni
analyze —eSi problém simultanniho stanoveni latek ve vigésleém vzorku pomoci
chromatografické separace a tim utigé sodasné stanovenic¢kolika latek ve srési
nebo v matrici.

VySe zmigné vlastnosti monolitickych kolon umidji jejich zapojeni do SIA
piistroje (nizkotlaké gtokové metody, kde maximalni tlak ktery je schomistova
pumpa v SIA je asi 2,5 MPa) a tim raesii moznosti této metody. Kratka komrer
dostupna monoliticka kolona je zapojena mezi visegeselekni ventil a péitokovou
celu detektoru Obrazek 19. Novyvinuta metoda zachovava vyhody klasické SIA a
piinasi nové moznosti. Diky U&nému z&leréni monolitickych kolon do SIA systému
[67, 68 69 70 7172 73 se znang rozsfil potencial metody a jeji vyznam v praxi. V
porovnani s &nymi separénimi technikami (HPLC, CE) pak separace v SIA
umoziuje snizit nadklady na analyzu (nekontinudlni toldsporacinidel a organického

odpadu, a zejména nizZsi firgm nar@nost na instrumentaci).
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Obrazek 19 - Schéma SIC systému
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V SIA byl az doposudieSen problém simultanniho stanoveni latek ve
viceslozkovém vzorku a to wippmnosti dalSich slozek nebo matrice pouzitim
selektivnich detektdr nebo fiznych analytickych nastnbja gistupi. Zde lze zminit
fluorescenci naip pro stanoveni komplexu naproxengrsyclodextrinem ze vzorku bez
jeho gredchozi Gpravy extrakce nebo separdfedhemiluminiscenci pro monitorovani
glukézy a penicilinu ghem kultivace s vyuzitim specifickych reakéf]| selektivni
senzory — ionto¥ selektivni elektrody citlivé na G-penicilinova dmbtika pro analyzu
farmaceutickych produit[’®], selektivni extrakce — mikrokolona s iontovyménnou
pevnou fazi pro simultdnni stanoveni 4-benzofenanienylbenzimidazol sulfonové
kyseliny ve sprejich na opalovan{’][ infratervenou spektroskopii s Furierovou
transformaci pro stanoveni organickych kyselin &ricw népojich ], pouZiti C18
RAM pevnych fazi pro extrakci furosemiddi piimém stanoveni v sérd”, liquid-
liquid mikroextrakci pomoci Lab-On-Valve (LOV) &aéliti nddobku pro stanoveni
difenhydramin hydrochloridu v évych piipravcich 9, reakini kolony — redukni
kadmiova kolona pro stanoveni dusitaa dusénani ve vod [*, ®], jednotku pro
difizi plyna pii stanoveni amoniaku ve vzorcich polutarif’], dialyzu pomoci
celulé6zové membrany pro stanoveni pH, chloridovyeh nikelnatych iont
v elektrolytickych laznich®], LOV pro spektrofotometrické stanovenidi a Zeleza
v odpadnich vodach®j, LOV s chelatanim &inidlem zakotvenym na mikrosférach
sepharosy pro stanoveni stopovych mnozstvi kadeimablovnatych a nikelnatych
ionta atomovou absotmi spektroskopii ¥], selektivni reakce pro stanoveni siry
v pohonnych hmotacf{, matematické modely — multivatiai kalibrace pro stanoveni
analyti v piftomnosti matrice bezipdchozi Upravy vzorkify.

Prvnim dkolem f tvoteni metody bylo osit moznost zapojeni kolony do
systému, pouziti vhodnych spojovacich kRali a PEEK-ovych Srouiba owreni
funkeénosti celého systému vzhledem k zvySeni tlaku ésystému. Déle také teni
moznosti celého systému — velikost pistové pumpy; (8,0; 10,0 ml), jeji pracovni
rychlosti, vyuziti jednotlivych vstupselekniho ventilu, optimalizace hagik — délka a
pramér, dale optimalni prtokovou celu, moznosti mobilnich fazi — sloZeni,eaené
mnozstvi pro jednu analyzu, moZnosti vZork predUprava, sloZeni, velikost nikti

pro jednu analyzu, pouziti detektoru — vinové dglkigr dat a v neposledniacd
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vyzkousSeni kolontznych délek — 2,5 a 5,0 cm v kombinacitegkolonami o délkach
0,5a1,0cm.

- SIChrom” Accelerated Liquid Chromatography System

SIChrom" je prvni kometng dostupny LC analyzator zaloZeny na SIA technice
Obrazek 20. Je jednoduchy a dostaterobustni pistroj skladajici se z vylepSené
pumpy, chemicky odolného LOV a monolitické kolomjiky jednoduché aighledné
konstrukci je snadné naprogramovat cetéeni a odstrigovat vzniklé problémy.

Vyhody jsou #ejmé — cena asi polaini nez klasicky standardrvybaveny
HPLC pistroj, kompaktni velikost umazjici prenosnost systému, velmi jednoducha
konfigurovatelnost a vlastni ovladani (umuojici rychle odstranit problémy).
SIChrom" je jednoduché pochopit, jednoduché naprogramgedfoduché ovladat,
coZ v8echno vede k zrychleni stanoveni danych IEfgkPristroj je vyratsn firmou
FIALab® Instruments, USA a prvotni podklady pro vyvoj Si@h" piistroje byly
pievzaty z praci publikovanych katedrou analytickénole FaF UK.
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Obrézek 20 - SIChrom™ analyzat8f|

« dalsi chromatografické trendy v SIA
Pouziti monolitickych CIM iontomsnicovych diski pro on line separaciip
studiich interakci kv a proteirii v séru 9, vyuZiti kratkych monolitickych kolon
v tzv. multisyringe systémech pro stanov@riaktamovych antibiotik 3], zapojeni
kratkych monolitickych kolon do FIA pro stanovenitiaxidant: v potravinach §] a
paraben v kosmetickych fipravcich 3.
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3.6. Porovnani HPLC a SIC

Sekverni injekeni chromatografie finasi novy smér jak do pifitokovych metod
tak do kapalinové chromatografie a byla diky vykised shledana jako metoda
srovnatelnd s vysokdinnou kapalinovou chromatografii pro stanoveni Kate
v jednoduchych s#sich. SIC pinasi rekolik vyhod i nevyhod oproti HPLC, které jsou
struené popsany v Tabulka 2. SIGipasSi moznost on-line pouZitinidel v jakémkoliv
kroku stanoveni, sptgba mobilni fazeginidel a vzorku je nizsi a tim padem je i nizsi
tvorba odpadu (vSe diky diskontinualnimu toku), ve sniZuje naklady na jednu
analyzu. Dale HnasSi moznosti variabilni manipulace se zonami kapakterych neni
klasicka HPLC schopna. RozZmy a prenosnost celého analyzatoru umaz jeho
pouziti v terénu tzv. ,on field“. Na druhou stra8IC ma rkolik nevyhod, z nichz lze
jmenovat omezenou moZznost separace diky moZnostizitpopouze kratkych
(monolitickych) chromatografickych kolon a omezemémnozZstvi mobilni faze
pouzitelného pro jednu analyzu (maximalb0 nebo 10,0 ml v zavislosti na velikosti
pistové pumpy). Také robustnost neni tak velka jakines jiz skoro dokonalych HPLC
piistroji, stejré tak vyhodnocovani dat je jednoduché (véammosti pouze vySka piku)
na rozdil od vysoce sofistikovaného programovéhdavgni modernich HPLC
pristroja.
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Tabulka 2 — Porovnani metod HPLC a SIC

Charakteristika HPLC SIC ffhos SIC
MozZnost separace Ano Ano - jednoduché&sfn Ne
Pouziti chromatografickych kolan Ano Pouze kratké monoliticRé Ne
Variabilita detekce Ano Ano
Tok mobilni faze Kontinualni Diskontinualni Ano
Sner toku mobilni faze Jeden $m Obousnérny + zastaveni toku Ano
Rychlost mobilni faze Variabilni je mozna Varialbiln
Spoteba mobilni faze Vysoka Nizka (diskontinualni fok) Ano
Rychlost analyzy Rimérna Piimérna
Pouziticinidel (reakci) Limitovan® Ano Ano
Preduprava vzorku Ano (omezend) Ano Ano
Automatizace &eni Vysoka Vysoka
Robustnost rreni Vysoka Pimern& Ne
Zpracovani nagienych dat Sofistikované Jednoduché Ne
Reprodukovatelnost Vysoka Vysoka
Cena pistrojového vybaveni Vysoka NiZka Ano
Prenosnost fistroje Ne Ané Ano

od dvou do pti latek

Py sowtasnosti

¢ mobilni faze protéka systémem pouzerpsieni vzorku

¢ post-kolonova derivatizace

¢ nekdy problémy s vysokym tlakem v systému, omezemiadgouzitych kolon

2 — 3x levrjsi

9 maly rozngr pristroje a uzpsobeni k penaseni
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4.1. Monolitické kolony — novy koncept separace v
sekvencni injekcni analyze

Dosud byla SIA technika jako nesepariapritokova metoda vyuzivana pro
stanoveni jednoho analytujipadré celkového obsahu sisi struktur@ pribuznych
latek (nap. parentni latky, degradai produkty a metabolity). Byla c&na pro moznost
automatizovaného a rychlého stanoveni v rutinniglikacich zaloZzenych na Skale
chemickych derivatizaich reakci. Postradala vSak moZnost separace ta pyda
opomijena v &kterych oblastech analytické praxe. Ve farmacegtickalyze se s
poZzadavkem na separaci setkavame velasto, & uz @i analyze sloZzenych ¢évych
piipravki, pii testech stability sledujicich rozkladné produkgbo v oblasti klinickych
studii, kdy je krom odstragni sloZité matrice vzorkuiéba rozliSit parentni latky,
degradani produkty a fipadre jejich metabolity.

S vyvojem novych chromatografickych sorhiese oteviraji moznosti separace i
v pavodre neseparani SIA metod. Konkrétré se jedna o monolitické kolony, které
diky svoji vysoce porézni struktukladou minimalni odpor proku mobilni faze a v
HPLC se vyuZivaji k rychlym separacim.&ipy tlak monolitické kolony je b béZnych
pratocich schopnoiekonat i pistovéerpadlo s krokovym motorem a tak kolonéza
byt zapojena do SIA systému jako separarvek.

Prace pnasSi no¢ navrzenou metodu pro chromatografickou separaci a
stanoveni &éinnych latek a konzervaintv 1&¢ivém pripravku. Zapojeni kratké komaw
vyrakené monolitické chromatografické kolony s reverzazifdo systéemu sekvém
injekéni analyzy pinasi novou moZznost stanoveni ésmych vzork diky separaci
jednotlivych latek ped detekci. Cilem prace bylo vyvinout a otestovatrsestaveny
systém a demonstrovat jeho fénkst na simultannim stanoveétiyt raznych latek
(methylparabenu, propylparabenu, diklofenaku sodnéh vnitniho standardu
butylparabenu) v roztocich standaml I&€ivem pipravku (Diclofenak HBF emulgel).

Monolitickd kolona Chromolith™ Flash RP-18e, 25mm4:6mm (MercR,
Némecko) a pistroj FlAlal® 3000 (FlAlab Instruments, USA) s osmicestnym
seleknim ventilem a pistovou pumpou s 10,0 ml rezervoai@etekce byla provéda

spektrofotometricky v gitokové Z cele s 10 mm dlouhou optickou drah®u2@5 nm
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(absorgni maximum diklofenaku sodného) DAD detektorem SP@Qcean Optics,
USA) s deuteriovou lampou D-1000-CE (Analyticalttasnent Systems Inc., USA).

Tato originalni no¥ vyvinuta metoda byla nazvana sekd@in injekeni
chromatografie a Zala byt srovndvana s klasickou vysokiminou kapalinovou
chromatografii, ktera byla pouzita jako refefieihmetoda.

Prvnim krokem bylo vlastni zapojeni monolitické day do systému a zj&ti
moznosti a omezeni, které z toho vyplyvaly. Dal&wkem byla optimalizace vSech
casti a krok systému (délka a tlotika hadéek, zasobnik mobilni faze, nadobky na
davkovani vzorku, délka det&ki cely, délka kolony, pouZiti ochrannéegkolonky,
rychlosti pumpy, davkovana mnozstvi, atd.).

Monoliticka kolona byla zapojena mezi salek ventil a ptitokovou celu
detektoru a sestava takepstavovala shodné uspdani jako klasicka kapalinova
chromatografie.

Béhem studie byla optimalizovanatiprava vzorku (extrakce metanolem a
centrifugace). Davkovan byl supernatant a upravovamozstvi vzorku pro jedno
meieni, rychlost davkovani vzorku, optimalizace sloZzarpH mobilni faze, rychlost
analyzy (prominna pro sniZzeni doby analyzy), mnoZstvi mobilnéfam jednu analyzu
a vybkir vnittniho standardu. Po optimalizaci celého systémudmjpek analyzy byla
provedena validace metody a jeji srovnani s HPLEledky. \&tSinu ¢asu zabrala
optimalizace slozeni a pH mobilni faze, protoZze nesldilo dostaténe¢ zachytit
methylparaben na koléna ten eluoval s mrtvym objemem (Sum mrtvého objemu
casténe prekryval pik methylparabenu). Na druhou stranu nmbi§dze s malou etini
silou by prodluzovala stanoveni, které bylo omezewgelkovym mnozstvim mobilni
faze pouzitelné pro analyzu (jedno nasati pumggjinu objemu 10,0 ml). &hem
optimalizace byly zkouSena i delSi monoliticka kidlg50 mm) a to s i bezgrkolony
(10 mm). Diky pouziti UV detektoru s diodovym poléwilo testovano pouZziti dvou
vinovych délek (absotmi maxima diklofenaku sodného 275 nm a parak&st nm),
ale toto nefineslo vyznamné zvysSeni citlivosti éieni, takZze nakonec byla pouzita
pouze vinova délka 275 nmiiRnalyze byl pouZzit rychlostni gradient (skokovijky
stabilit kolony nebyl problém s jejim reekvilibraci ustdlenpo skokové zrné
rychlosti. K iiznym rychlostem bylo fistoupeno pro zlepSeni separace — pro

methylparaben byla pouZita nejnizsi rychlost (0/8nin™) pro oddleni piku od Sumu
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mrtvého objemu, pro propylparaben a imit standard butylparaben byla pouZita
rychlost 0,90 mImit a pro eluci diklofenaku sodného byla pouzita rgshl
1,20 ml miri* pro urychleni eluce posledniho piku a tim i sniitemy analyzy.

Validatni parametry ukazaly velmi dobré vysledky a bylyodoceny
parametry uZivanymi pro chromatografické separ@es. analyzy negkrcsil 8 minut.
Metoda byla shledana jako pouzitelnd pro rutinnalyru diklofenaku sodného a
propylparabenu v @&vém pripravku Diclofenac HBF emulgel.

Spojeni monolitické kolony se sekwsr injekéni analyzou vytv vyborny
nastroj pro separaci @$i bez pouziti HPLC instrumentace s vyhodou nizSich
finan¢nich naklad a spoteby organickych rozpouiktel.

Vysledky prace byly publikovany v zahranim impaktovém casopise
Analytica Chimica Acta (Floha I).
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4.2. Rychlé spektrofotometrické stanoveni nafazolin
nitratu a methylparabenu pomoci sekvencni injekcni
analyzy

Cilem této prace bylo vyvinout metodiku pro stamdvedvou latek (nafazolin
nitrtdtu a methylparabenu) wigém pipravku (&ni a nosni kapky). Diky
jednoduchosti slozeni (neinterferujici pomocné yatkezorku nebylo fteba jeho
slozitjSi preduprava a vzorek byl davkovan do systému ifigokni mobilni fazi. Byla
tak demonstrovana schopnost rychlé a jednoducHgzgracivého @ipravku.

Metoda byla vyvinuta na SIA analyzatoru FIAfaBO0O (FIAlalf Instruments,
USA) sestavajicim z pistové pumpy s rezervoarenbjentu 5,0 ml a Sesticestného
ventilu (Valco Instrument Co., USA) se zapojenimnaidické kolony Chromolith™
Flash RP-18e (25 mm x 4,6 mm) (MefckNemecko) s monolitickou iedkolonou
(5 mm x 4,6 mm) (Merck Némecko).

Pt optimalizaci metody byly vyuZity zkuSenosti ¥edchozich praci na SIC
pristroji a tak byl vyvoj zarien edevsim naigddapravu vzorku, sloZzeni a pH mobilni
faze, nalezeni optimalniho viitho standardu (ethylparaben) a co s&jvrychlost celé
analyzy. Poprvé bylo vyuZito moZnosti detektoruiagidvym polem, kdyz byly
souwasre meieny absorbancetipdvou vinovych délkach (220 nm pro nafazolin rtitaa
256 nm pro methylparaben a ethylparaben —iwhistandard) tim bylo dosazeno
zvySené citlivosti stanoveni. Detekce byla pravédv pfhtokové Z cele s 10 mm
dlouhou optickou drahou DAD detektorem S2000 (Ocejtics, USA) s deuteriovou
lampou D-1000-CE (Analytical Instrument Systems., IdSA). Analyze byl podroben
Sanoriff 0,5% ocni a nosni kapky (IVAX, Ceska republika). Délka analyzy
negekratila 4 minuty. Bylo provedeno i komparativniéteni na HPLC jako referéni
metod a nasled& diskutovany jednotlivé vyhody a nevyhody obou ndetkdy se SIC
projevila jako dobré alternativa HPLC. HPL@giroj pro srovnavaci #eni se sestaval
z pumpy LCP 4100 (Ecom, Praha), autosampleru Watéis plus, UV detektoru
Waters 486 (Waters, Milford, MA) a programu pro egnocovani nagfenych dat
CSW v.1.7 for Windows (Data Apex s.r.o., PrahaJu®ta byla stejna kolona, mobilni

faze, rychlost prtoku i objem davkovaného vzorku. Vyhody SIC se gvdy zejména
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uspde organickych rozpouifdel, wtSi flexibilitou metody, mozZnosti tzv. stopflow
metody, skokové zemy rychlosti a obous#mného toku, automatizace celé prace,
moznost pouzit re&kich ¢inidel (post-kolonova derivatizace), mnohem nizéhau
piistroje i analyzy, vysokou rychlosti a prostorovoenar@énosti celého fistroje.
Z nevyhod Ize zminit zejména omezené moznosti Zipiochromatografickych kolon,
stanoveni jednoduchych gsi (2 — 5 latek), nizSi robustnost celéhtspoje a pouze
jednoducha moznost vyhodnocovani ggnych dat.

Vysledky prace byly publikovany v zahranim impaktovémtasopise Talanta

(Priloha 11).
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4.3. Jednoduché stanoveni betametasonu a
chloramfenikolu v lécivém pripravku za pouziti
kratké monolitické kolony zapojené do systému
sekvencni injekc¢ni analyzy

Cilem prace bylo vyvinout metodu pro jednoduché udiéamni stanoveni
betametasonu a chloramfenikolu &ncch kapkach zalozenou na chromatografickém
stanoveni v sytému SIA se zapojenou kratkou maaokditi kolonou s reverzni fazi
Chromolith™ Flash RP-18e, (25 x 4,6 mm) $egkolonou (5 x 4,6 mm)(Mer&k
N&mecko). FIAlalf 3000 systém (FIAldh USA) se Sesticestnym setelkm ventilem a
5,0 ml pistovou pumpou byl pouzit jako zaklad amkétody. Optimalizaci proSel vgb
mobilni faze (sloZeni a pH), kdy mobilni faze stanérilem jevily lepSi vysledky nez
pii pouziti methanolu. Nakonec byla pouzita mobilidd acetonitril-voda (30:80, v/v),
jeji pritokovéa rychlost v systému byla 0,48 ml MirlJV detekce i dvou vinovych
délkach 241 nm a 278 nm, (absorp maximum betametasonu a chloramfenikolu).
Detekce byla provéasha v pfitokové Z cele s 10 mm dlouhou optickou drahou DAD
detektorem S2000 (Ocean optics, USA) s deuteridampou D-1000-CE (Analytical
Instrument Systems Inc., USA). Jako ymitstandard byl vybran propylparaben. Délka
analyzy nepesahla 8 min. Vyvoj metody se zafihtaké na pedupravu vzorku Bveho
piipravku ed vlastni analyzou protoZze Slo o suspenzi, coimpigovalo Fimy
nastik. Postup byl nasledujici - 500 pl suspenze bykvedeno do 25,00 ml odimmé
baiky; dale bylo pidano 5,00 ml tetrahydrofuranu, 5,00 ml methanof50 ul
koncentrované kyseliny fosfanreé a 5,00 ml roztoku viitiho standardu
propylparabenu (c =400 ugm™l v methanolu. S byla homogenizovana a
rozpoustna v ultrazvukové lazni 15 min. K analyze bylo dav&no 15 pl vzorku.
Metoda byla poprvé popséna pro stanoveohto dvou latek ve sési nebo kazda
zvla¥. Vysledky validace byly porovnany s vysledky naldPpristroji a shledany
pouzitelnymi pro rutinni analyzu vSech aktivnicbzgk I€ivého gipravku Betabioptal
suspenzni éi kapky (Farmila-Thea Farmaceutici S.p.A., SettiMdanese, Itélie).
Podminky HPLC byly — fistroj se skladal z pumpy LCP 4100 (Ecom, Praha),
autosampleru Waters 717 plus, UV detektoru Wat&®& @Vaters, Milford, MA) a
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programu pro vyhodnocovani nafanych dat CSW v.1.7 for Windows (Data Apex
s.r.o., Praha). Analyza byla provedena na chromatiogé kolorg Agilent Zorbax SB-
CN 4,6 x 150 mm, velikostastic 5um, mobilni faze methanol-voda (50:50, v/v),
pratokova rychlost 1,0 ml mihza laboratorni teploty, vinova délka detektoru 24Q
Vysledky prace byly publikovany v zahr&nim impaktovémcasopise Journal

of Separation Sciencei{ha ).
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4.4. Nova aplikace monolitické kolony ONYX pro
simultanni stanoveni kyseliny salicylové a
triamcinolon acetonidu pomoci sekvencni injekcni

chromatografie

Pro studii byla poprvé pouzita nedavndegstavend komeémé vyrakena
monolitickad kolona ONYX™ Monolithic C18 (50 x 4,6 p Phenomené&} s 5 mm
monolitickou redkolonou a FIAlaB 3000 se Sesticestnym seairkm ventilem a 5,0 ml
pistovou pumpou. Prace byla z&ena na rychlé simultanni stanoveni dvou latek
v topickém Iéivém pipravku. Hlavnim problémem bylo desetinasobné mnozs
kyseliny salicylové ve vzorku oproti triamcinoloedonidu, kdyz zaroweabsorgni
koeficient triamcinolonu je mensi nez u kyselinjicsdové, coz dale zZovalo analyzu.
Presto giprava vzorku k analyze byla pémé rychle zoptimalizovdna tak aby se
odezva obou latek veSla do deteiho okna UV DAD detektoru. Byla velmi
jednoducha protoze topicky roztok neobsahuje Zadgige pomocné latky a k analyze
stailo pouze *edEni (100x) a davkovano k analyze bylo 10 ul. Proetani tak byla
vybrana vinova délka absa@miho maxima triamcinolonu (240 nm)figéto vinové
délce kyselina salicylova nema zadné ze svych maxproto poskytuje mensi odezvy.
Detekce byla provasha v pfitokové Z cele s 10 mm dlouhou optickou drahou DAD
detektorem S2000 (Ocean optics, USA) s deuteridampou D-1000-CE (Analytical
Instrument Systems Inc., USA). Odezva kyselinycgldvé byla nastavena (fenim
vzorku) asi na 80% pracovni Skaly detektoru, cdfestaji$ovalo dostaténé odezvy
triamcinolonu nutné pro kvantifikaci. Jako wmit standard byl pouzit propylparaben,
ktery vykazoval optimalni vysledky ze zkouSenydeka Ri optimalizaci metody byly
vyuzity zkuSenosti ziedchozich praci na SICriptroji a s monolitickymi kolonami
Merck®, a tak se prace zaiila hlavns na greddpravu vzorku, sloZeni a pH mobilni
faze, nalezeni optimalniho vimtho standardu (propylparaben) a co #&vrychlost
celé analyzy. Délka analyzy ngfratila 5,1 minut. Analyze byl podroben ¢igy
piipravek Triamcinolon-IVAX kapky na i, roztok (IVAX, Ceska republika). Bylo
provedeno i komparativni greni na HPLC fistroji (Shimadzu, Prominence 20 s DAD

detektorem) jako referéni meto@d. Podminky analyzy byly shodné se SIC stanovenim
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(kolona, mobilni faze, rychlost mobilni faze i ajenastiknutého vzorku). Z&rem
prace bylo zrevidovano srovnani metody SIC a HP4t€ré ukazuje metodu SIC jako
srovnatelnou alternativu HPLC.

Vysledky prace byly zaslany k publikaci v zahtgniim impaktovémcasopise

Talanta (Filoha IV).
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4.5. Prehled sekvencni injekcni chromatografie a jeji

aplikace ve farmaceutické analyze

Sekverni injekeni chromatografie (SIC) je novou generaci sekmémjekeni
analyzy a konsolidovala se jako vhodna alternatilasické HPLC pro analyzu
jednoduchych sisi. Rinosem je automatizace, miniaturizace a nizkarspatvzorku,
¢inidel a rozpousdel — tim padem i nizka produkce odpadu. Zapojemditki
monolitické chromatografické kolony otvird novou inost on-line chromatografické
separace s#ésnych vzork. V prehledu je prezentovan potencial SIC, srovnani SIC a
HPLC pro stanoveni jednoduchych & (farmaceutickych fijpravki) a popsany
posledni trendy v separaci vipskovych metodach. Zmény jsou i jiné nesepatai
techniky pro stanoveni sisi pomoci pitokovych metod (selektivni reakce, selektivni
detektory, extrakce, atd.).

Shrnuty jsou metody SIC pro stanoveni kapalnychztoloy a kapky),
polotuhych (masti a krémy) a pevnych (tablety askaypl&€ivych piipravki. Popsan je i
systém pro automatické sledovani in vitro uhesidni (disoluce) &innych latek
z polotuhého l&vého gipravku.

Vysledky prace byly zaslany k publikaci v zahearin impaktovémcasopise
Analytica Chimica Acta (Floha V).
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5.6. Priloha 1IV. - P. Chocholous, P. Holik,
D. Satinsky, P. Solich: A novel application of Onyx™
monolithic column for simultaneous determination
of salicylic acid and triamcinolone acetonide by
sequential injection chromatography, Talanta

zaslano k tisku.

92



Diserta&ni prace Ptilohy

93



Diserta&ni prace Ptilohy

94



Diserta&ni prace Ptilohy

95



Diserta&ni prace Ptilohy

96



Diserta&ni prace Ptilohy

97



Diserta&ni prace Ptilohy

98



Diserta&ni prace Ptilohy

99



Diserta&ni prace Ptilohy

100



Diserta&ni prace Ptilohy

101



Diserta&ni prace Ptilohy

102



Diserta&ni prace Ptilohy

103



Diserta&ni prace Ptilohy

5.7. PFiloha V - P. Chocholous, P. Solich, D. Satinsky:
An overview of Sequential Injection
Chromatography and its applications in
pharmaceutical analysis, Anal. Chim. Acta zaslano k

tisku.

104



Diserta&ni prace Ptilohy

105



Diserta&ni prace Ptilohy

106



Diserta&ni prace Ptilohy

107



Diserta&ni prace Ptilohy

108



Diserta&ni prace Ptilohy

109



Diserta&ni prace Ptilohy

110



Diserta&ni prace Ptilohy

111



Diserta&ni prace Ptilohy

112



Diserta&ni prace Ptilohy

113



Diserta&ni prace Ptilohy

114



Diserta&ni prace Ptilohy

115



Diserta&ni prace Ptilohy

116



Diserta&ni prace Ptilohy

5.8. Prilohy VI — XVI (Prednasky a postery uvedené

ve sbornicich)
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Stanoveni nafazolinu, antazolinu a metylparabenu v o¢nich kapkach Sanorin-

analergin® pomoci sekvenéni injekéni chromatografie

PETR CHOCHOLOUS?!, DALIBOR SATINSKY!?, PETR SOLICH?

! Katedra analytické chemie, > Centrum LNOOB125, Farmaceuticka fakulta,
Univerzita Karlova, Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Krélové, Ceskéa

republika, email: chocholous@faf.cuni.cz

Sekvenéni injekéni chromatografie (SIC) je originalni metoda vytvofena na
katedfe analytické chemie FaF UK v Hradci Kréalové v roce 2002. Spojeni
metody SIA s monolitickou kolonou vnasi prvek separace do jednoduchych
prutokovych metod a tim rozSifuje jejich uplatnéni pfi stanoveni latek ve
viceslozkovych vzorcich. Od svého vzniku proSla metoda vyvojem a byla
pouzita pro simultanni stanoveni latek v nékolika léCivych pfipravcich.
Sanorin-Analergin® oéni a nosni kapky obsahuji dvé Iégivé latky nafazolin nitrat
(vasokonstrik&ni sympatomimetikum) a antazolin mesilat (kompetitivni H1
antihistaminikum). Pfipravek se uziva pfi senné rymé&, vasomotorické rymé a pfi
alergickych zanétech spojivek a vicek.

Metodou SIC jsou v jednom kroku stanovovany obé lécivé latky i konzervans
methylparaben. K separaci je pouzivana monolitickd kolona Merck®
Chromolith™ Flash RP-18e o délce 25 mm. Hlavni problematikou celého
stanoveni bylo nalézt optimalni podminky pro separaci a nasledné stanoveni tfi
latek a vnitfniho standardu s vyuzitim spektrofotometrické detekce v UV oblasti.
Protoze kapky maji velmi jednoduché slozeni s minimem pomocnych latek,
nastfikuji se bez nutnosti predchozi extrakce stanovovanych latek (kapky se
pouze ziedi). Jedna se o prvni aplikaci metody SIC pro stanoveni latek v na

oc¢nich a nosnich kapkach.

Prace vznikla za finanéni podpory MSMT, Vyzkumného zaméru MSM
111600001 a vyzkumného Centra LNOOB125.
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6. Shrnuti

PredloZzena praceirmasi roz&eni aplikaci sekvami injekni analyzy v oblasti
farmaceutické analyzy. Zabyva se moznostmi chrogmafe pro Upravu vzorkuipd
vlastnim stanovenim analytu. Saesti se na zapojeni monolitickych kolon v systému
SIA umoiujicich provadt simultanni stanovenickolika latek a analyzovat tak vzorky
s matrici nebo jednoduchych &sn (farmaceutické ffjpravky). No¥ vytvorena metoda
je nazyvana sekvéni injekéni chromatografie (SIC) aredstavuje dalSi generaci
pratokovych metod.

Zapojenim kratké monolitické kolony vyzhagici se nizkym zgtnym tlakem do
SIC systému vyustilo v zavedeni segafbo prvku do dosud nesepéana pritokové
metody. Kometné vyrabiné monolitické kolony s reverzni fazi se jevi jakmdné pro
stanoveni l&v ve smesnych I€ivych pripravcich. SIC umaiuje velmi rychlé
stanoveni swsnych vzork bez nebo jen s minimalnitgrchozi off-line Gpravou.
Analyza vzork s komplikovagjsi matrici (krémy, masti) byla provedena po praréd
extrakce rozpoustllem ze vzorku. Bylo také studovano vyuziiizmych délek
monolitickych kolon.

Prvni experimentélni pracet(foha 1) byla prvni praci na SIC systému jejiz
cilem byla bezproblémova implementace monolitickéoky a nasledné otestovani na
lécivém pripravku (mast). Byly optimalizovany jednotlivé $dgti systému k praci za
vySSich pracovnich tldka k pouZiti organickych rozpowsel a vybranych vzoik
Pred vlastni analyzou musela byt provedena Upravekuzextrakci do methanolu. Pro
urychleni celé analyzy byl proveden skokovy gradiewySovani rychlosti gitoku
mobilni faze. Srovnani naffenych vysledi ukazalo, Ze SIC je dobrou alternativou
HPLC pro stanoveni jednoduchych &hs rekolika vyhodami i nevyhodami.

Druh& experimentalni pracei{loha Il) byla zansfena na vyvinuti jednoduché a
rychlé metody pro stanoveni dvou latek (nafazoltratu a methylparabenu) vcigém
pripravku Sanorifi 0,5%0 @ni a nosni kapky. VyuZity byly zkuSenosti iegchozich
praci na SIC fistroji a vyvoj byl zamiten gedevsim naiedupravu vzorku, sloZzeni a
pH mobilni faze, nalezeni optimélniho vniho standardu (ethylparaben) a co #ijiv
rychlost celé analyzy. Citlivost stanoveni byla #ya pouZzitim dvou vinovych délek

pro mefeni v absorgnim maximu stanovovanych latek. Vzorek kapek neligba ped
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analyzou upravovat (kro#rzredéni mobilni fazi) coz fispélo ke kratkému celkovému
¢asu analyzy. Na zéw byly vysledky o¥feny srovnavacim &iienim na HPLC za
shodnych chromatografickych podminek.

V treti experimentalni praci fjpoha Ill) byla vyvinuta metoda pro simultanni
stanoveni betametasonu a chloramfenikolu v suspemaiinich kapkach Betabioptal.
Vyvoj metody se krormh optimalizace vlastniho stanoveni také #&lhma preddpravu
vzorku l&€ivého gipravku ged vlastni analyzou. ProtoZe Slo o suspenzi neloinm
piimy nastik. Vysledky validace byly porovnany s vysledky oay vyvinuté na HPLC
piistroji a shledany pouzitelnymi pro rutinni analyziech aktivnich sloZzek d&ého
piipravku.

Cilem c¢tvrté experimentalni prace iffpha 1V) bylo vyvinout SIC metodu
poprvé s vyuzitim monolitické kolony ONYX™ MonolithC18 pro stanoveni kyseliny
salicylové a triamcinolon acetonidu v topickénivém pripravku. Riprava vzorku byla
velmi jednoducha, protoZze pomocné latky neruSi kibeteK analyze stélo pouze
ziedéni vzorku mobilni fazi, aby odezvy obou latek na d&tektoru byly v pracovnim
rozmezi detektoru (kys. salicylové je v roztoku Mige nez triamcinolon acetonidu).
Bylo provedeno i komparativni ¢feni na HPLC fistroji s DAD detektorem (za
shodnych chromatografickych podminek).

ReSersni prace fjoha V) byla zamfena na fehled vSech SIC metod
vyvinutych na Katetk analytické chemie od jejiho vzniku, jeji srovnarklasickou
HPLC. Kriticky byly zhodnoceny vyhody a nevyhodyCSIPosledni trendy v separaci
v nizkotlakych piitokovych systémech rozvijené na zah¢arch pracovistich ukazuiji

na usgsny rozvoj tohoto siru.
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7. Zaver

Zapojeni monolitické kolony imasi novy smr do stale populagjsi SIA
metody (vice nez 100 opublikovanych praci vyuzoidflA za poslednich 12 &wiqi)

[*4. Sekverni injekéni chromatografie je sliih se rozvijejici metoda rozjici
moznosti pitokovych i separmich metod. Tato technika je charakteristickd svym
jednoduchym a dostate robustnim systémem, vysokou variabilitou, snadnou
automatizovatelnosti, miniaturizaci, moznosti amlireakci probihajicichtipno v
systému, Sirokou nabidkou detaekch technik pro stanoveni a dostake vysokou
frekvenci davkovani vzotk Vyhodou jsou také nizké ekonomické naroky jak na
aparaturu, kterou Ize jednoduse sestrojit jak ngdeych sodasti f°, %6 i komerngs
dostupnou, tak na chemickinidla a rozpougdla. Nyni se kdmto vyhodam fidava
jeS€ moznost on-line separace jednoduchychssm

Moznost uplatani SIC ve farmacii se vztahuje nejen na kontrolality a
acinnosti I&€iv (screening vzonk, nag. piéi monitorovani vyrobnich procés vstupni,
mezioperani a vystupni kontrola), ale také na hodnocenitdé&gcich stabilitnich
studii. Ve vyrobni technologii pomaha Zp&at stejnomrnost obsahu dinné latky v
raiznych farmaceutickychifpravcich a rychlost jejiho uvgdvani z dané Iékové formy
— disolwni a liber&ni testy (spojeni s Franzovou celou). On-line Garexorki otevira
pro techniku SIA také moznost uplatr ve screeningu vzoikbiologického materialu.

V neposlednitack je pak velmi praktickd i moZznost monitorovani kiokych studii
danych chemickych reakci (stop-flow analysis).

Zaclenénim monolitické kolony byla odstrana jedna z nevyhod SIA metody, a
to jeji nesepakmi charakter, ktery primaénznemozoval jeji pouziti pro stanoveni
latek ve smisnych vzorcich bez tpdupravy vzorku. Chromatografickyiigtup
v neseparénich nizkotlakych prtokovych metodach naSel od svého vzniku dalSi
uplatreni viadt praci publikovanych v odborné literégu

Vysledky této diserimi prace pedstavuji praktickou aplikaci SIC systému v
kontrole farmaceuticky vyznamnych latek wildch pripravcich. Ziskané vysledky,
které jsou srovnatelné s lékopisnymi metodami stanb neifenych latek, nazraji
moznosti vyuziti SIC v dalSich oblastech analytipkaxe.
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Komerni vyroba pistroje SIChrom (FIALab® Instruments, USA), ktera
vychazi z naSich vysledkpoukazuje na dalSi mozZnosti rde$ii chromatografické

separace v nizkotlakychiokovych metodach].
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8. Summary

This work brings extending of applications of setfisd injection analysis in
area of pharmaceutical analysis. It is focusedntegration of monolithic columns into
SIA system that enables simultaneous determinaifolew analytes in samples with
matrix (biologic samples) or simple mixtures (phaomutical preparations). A new
created method was called Sequential Injection @atography (SIC) and represents a
new generation of flow methods.

Integration of short monolithic column with low Wapressure leads into
creation of low pressure flow separation methodm@ercially produced monolithic
columns with reverse phase sorbent C18 are suitldsledetermination of active
compounds and adjuvants in pharmaceutical prepagti This enables fast
determination of samples without or only with siepiff-line pre-treatment of sample.
Employment of various lengths of monolithic colunused in SIC was studied.

First experimental work (appendix I) was first Sé&periment. The aim of it
was trouble-free connection of monolithic columrthw&lA manifold and application
on determination of pharmaceutical preparation de&tac HBF emulgel (ointment
contains diclofenac nitrate, methylparaben and yipgwaben). All parts of system were
optimized for higher work pressure. Sample of omtitnwas pre-treated (extracted into
methanol) before analysis. Gradient of flow speédmmbile phase was used for
decreasing of time of whole analysis. Comparisomesiilts with HPLC showed that
SIC is good alternative method for determinatiosiafple mixtures.

Second experimental work (appendix Il) was focuseddeveloping of simple
and fast method for determination of two analytesSanoriff 0.5%. (nasal and eye
drops - contain naphazoline nitrate and methylgarabExperience from previous
works was used so that mainly pre-treatment of $ammpobile phase and internal
standard were optimized. Only dilution with mobit¢ drops was done before
measurement because adjuvants did not interfenesittgty of determination was
increased by use of two wavelengths for measumnghsorption maximum of both
analytes. Results were compared with HPLC resultdeu same chromatographic
conditions.
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Third experimental work (appendix Ill) deals abaigveloping of method for
simultaneous determination of betametasone andrarhfzhenicol in eye drops
Betabioptal. Development was focused except chrognaphic conditions on pre-
treatment of sample — suspension eye drops. RefuMalidation were compared with
method developed in HPLC (different chromatograptoaditions) and were gather
suitable for routine analysis of all active compdsiof pharmaceutical preparation.

The aim of fourth experimental work (appendix IM3s to develop SIC method
with Onyx Monolithic C18 column. Both active substances affficinolon-IVAX
(topical solution - contains triamcinolon acetonatel salicylic acid) were determined.
Pre-treatment of sample before analysis was vesty(éaly diluting with mobile phase)
because adjuvants did not interfere. Concentraifamiamcinolon acetonide in sample
was ten time less than concentration of salicylad aso only one wavelength
(absorbance of triamcinolon acetonide) was usedfi@quate response. Results were
compared with HPLC results under same chromatograjeimditions.

Review work (appendix V) is an overview of all SMorks created in
Department of analytical chemistry and comparisoith wWAPLC. Advantages and
disadvantages of SIC method were critically evadaRecent trends in flow methods
show that separation in low pressure flow methafiapefully developing area of
analytical chemistry.

Number of published papers works show SIC like galbernative of HPLC for
determination of simple mixtures (contain 2 — 5lges) ideal for drug control, drug
efficiency and long time stability studies.
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