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Souhrn

Tato diplomové prace byla vénovana optimalizaci metody pfedseparace
amlodipinu z biologickych vzorkl pomoci extrakce na tuhych fazich pfed samotnou
chromatografickou analyzu. Celkem byly otestovany tfi typy tuhych fazi razné polarity
vhodnych pro extrakci |éCiva, fada eluCnich Cinidel a byly modifikovany podminky
extrakce. NejlepSich vysledkl bylo dosazeno s tuhymi fazemi s navazanymi
kyanopropylovymi skupinami a €inidlem o slozeni amoniak 25% : acetonitril 1:3 (v/v).
Jako vnitfni standard pro nasledné chromatografické analyzy amlodipinu
s fluorimetrickou detekci byl navrzen pyren, mozZnost jeho pouZiti byla potvrzena
vysledky fluorimetrického stanoveni. Metoda optimalizovana pokusy s modelovymi
vzorky |éCiva rozpusténého v pufru byla vyzkousena pfi praci s realnym biologickym

materialem.



Uvod

Cilem mé prace bylo najit optimalni postup extrakce na pevnych fazich pired
dalsi HPLC (vysokoucinna kapalinova chromatografie) analyzou biologickych vzorkd
obsahujicich léCivo amlodipin. Extrakce na pevnych fazich, jeden z novéjSich
zpUsobU uprav vzorkd, je alternativou klasické extrakce z kapaliny do kapaliny. Jako
jiné izolacni techniky umozniuje oddélit sledované IéCivo od vyznamného podilu
biologické matrix! - proteint, &astic lipid(l, interferujicich chemickych individui
komplikujicich pfesna stanoveni analytl ve vzorcich. PFi praci jsem vychazela ze
znalosti chemické struktury IéCiva amlodipinu (zvazovala jsem napfiklad moznosti
reaktivity bazické aminoskupiny), ze schopnosti latky fluoreskovat, z poznatki
experimentatord, ktefi se zabyvali danou problematikou dfive.

Ma prace prinesla poznatky, které mohou byt dale vyuZity pro stanoveni
amlodipinu v biologickych vzorcich. Prace byla vykonavana jako soucast

vyzkumnych aktivit vyzkumného centra LNOOB125.

!, matrix “ - pro celou praci se pouziva anglického vyrazu v jediném gramatickém
tvaru.



Teoreticka cast

I. IZOLACE ANALYTU POMOCI EXTRAKCE NA PEVNYCH FAZICH

Zakladni prehled a pojmy

Tato Cast se vénuje extrakci na pevnych fazich (solid phase extraction - SPE),
technice vyuZzivajici doposud pfedevsim na silikagel navazané faze. Definuje SPE a
dava nahlédnout do jeji pozice mezi ostatnimi izolaCnimi pfistupy. Pozornost je
vénovana ruznym typum sorbentl, které jsou v soucasnosti k dispozici, popisu
typické extrakéni kolonky, hrubym rysim SPE v off-line uspofadani. Zohlednény jsou
rovnéz parametry SPE jako jsou prlatokova rychlost, kapacita sorbentd a dalSi
vyznamne faktory, které ovliviiuji vyvoj metodiky.

Soucasti teorie SPE je také vysvétleni rozlicnych mechanismd vazeb na
pouzivané sorbenty a selektivita funk&nich skupin sorbentl pfi interakcich s matrix
vzorkU, analyzovanou latkou a pevnou fazi. Selektivita mize byt zvySovana pouzitim
kombinaci pevnych fazi, iontové-vyménou SPE nebo zménou rozpoustédia.

Zminény jsou také dva kritické body technologie extrakce na pevnych fazich,
jmenovité rozdily mezi jednotlivymi Sarzemi sorbentl téhoz vyrobce a variabilita
kolonek pro SPE vyrabénych raznymi vyrobci. Urcita ¢ast teoretického prehledu se
zabyva moznosti automatizace techniky a v sou€asnosti dostupnym vybavenim pro

off-line a on-line SPE. V zavéru je naznaceno vyuziti SPE v praxi.

Cile a klasifikace uprav vzorki biologickych tekutin

Kvantitativni a kvalitativni analyzy nékterych sloucenin v biologickych
materialech zpravidla vyzaduji pfedseparaci sledovaného analytu (IéCiva nebo jeho
metabolitl) pfed vlastni analyzou. Hlavnim cilem izolaéniho kroku v ramci analyz je
pfizplsobit tu ¢ast vzorku, kterou si prejeme ziskat, analyzam naslednym. Izolace
mohou zahrnovat oddéleni pozZadované Ilatky od souc€asti matrix vzorku,
zakoncentrovani analytu, dil€i frakcionace vzorku, anebo kombinace téchto procesu.
Mira oddéleni, vyCiSténi a zkoncentrovani sledované substance ve vzorku je urCena

nékolika faktory:



B samotnou matrix testovaného materialu (jejim kvalitativnim i kvantitativnim
sloZzenim),

B koncentraci analytu v zakladu,

B selektivitou a sensitivitou poZzadovanou v naslednych analyzach,

B naroky vlastniho testovani ( napf. screening, kvalitativni nebo kvantitativni
analyza).

Pfedupravy vzorkd zahrnuji mnoho rozdilnych technik, z nichz kazda muze
byt, vzhledem ke své funkci v analyzach, klasifikovana do jedné ze ¢tyf hlavnich
skupin.

Prvni skupina sestava ztechnik, které usiluji o uvolnéni analyzované
substance z biologického zakladu a které vyuZzivaji hydrolyzu pomoci kyselin, zasad
nebo enzymatické Stépeni vodou. Druha v sobé nese vSechny metody odstrafiovani
endogennich sloucenin jako jsou deproteinace, dialyza, extrakce kapalina-kapalina
(LLE) nebo extrakce na pevnych fazich (SPE). Treti skupina pouzivanych technik
pracuje s kapalnym skupenstvim, podrobuje vzorek fedéni, odpafrovani, rozpousténi,
filtraci apod. Konecné &tvrta skupina uprav pouziva pro zvySeni selektivity a citlivosti

analyz derivatizaci, at’ uz pfed nebo po aplikaci latek na extrak¢ni koIonku[l].

Definice extrakce na pevnych fazich (SPE)

SPE spociva v pfivedeni kapalné nebo plynné analyzované smési do kontaktu
s pevnou fazi, pfipadné s (ad)sorbentem, na jehoZ pevny povrch je analyt selektivné
nachytan. K vymyti analytu, popf. interferujicich slozek, se dale pouzivaji vhodna
rozpoustédla. Prvni rozpoustédlo je zpravidla urCeno kvymyti pripadné
absorbovanych slozek biologické matrix; po ném pfivedené elu¢ni Cinidlo zpusobi

selektivni desorpci analyzované Iétky[z].

Extrakce na pevnych fazich je pojem, se kterym se setkavame v literatufe
pomérné Casto, existuji vSak dalsi synonyma oznacujici tuto techniku, napf. extrakce
kapalina-pevna latka (liquid-solid extraction, zdlraznujici pouziti kapalin jako
eluCnich cinidel namisto plynt), kolonova extrakce (column extraction), digitalni

chromatografie, extrakce s vazanymi fazemi (kladouci diraz na faze navazané na

silikagel) )



Nékteré typy pevnych fazi a jejich syntéza

Klasické adsorpcni materialy, napf. aktivni uhli, magnesium silikat (Florisil),
alumina (oxid hlinity), celulosa nebo makrozesiténé polymery a iontové-vyménné
pryskyfice, se pouZzivaji uz fadu let. Zhruba pfed dvaceti lety byly svétu pfedstaveny
nové pevné faze pro selektivni adsorpce, materialy s rozlicnymi funkénimi skupinami
navazanymi na silikagelové Castice. Praveé tyto tuhé faze patfi v sou€asné technologii
SPE k nejpouzivanégjSim. Vzhledem Kk jejich dulezitosti je vhodné je podrobnéji
popsat. Existuji i dalSi typy pevnych fazi a Ize oCekavat, Ze nékteré z nich, napfiklad
polymerni materialy, se v budoucnu stanou jes$té vyznamnéjSimi. Stejné tak v ramci
anorganickych analyz se zacCinaji stale vice uplathovat komplexotvorné sorbenty jako
jsou 8-hydroxychinolinové nebo i kfemicitanové ¢i bis(2-ethylhexyl)hydrogen-
fosfatové faze nanasené na polymerni matrix.

Chemicky vazané pevné faze pouzivané pfi SPE jsou podobné chemicky
vazanym stacionarnim fazim pouzivanym v kapalinové chromatografii. LiSi se
zejména rozmérem cCastic silikagelu, které tvofi zaklad sorbentu. Pro SPE jsou bézné
nepravidelné castice o priméru 30 az 60 um, zatimco CasteCky sorbentl pro
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii dosahuji obvykle priméru od 3 do 10 um,
a jejich tvar je nepravidelny nebo sféricky.

Na silikagel chemicky vazané faze jsou syntetizovany reakci povrchovych

silanolovych skupin s chloroalkyl- nebo alkoxysilany [4].

Obr. 1la: Reakce silanu s jednou, dvéma ¢i tfemi silanolovymi funkénimi skupinami
vedouci k tvorbé jednovrstevnych sorbentu.
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Obr. 1b: Reakce tuhého povrchu
polymernich vrstev sorbentu.

s bi- a trifunk&nimi silany vedouci ke vzniku

-SikFOH X R -Si-O R -Si-O0 R X R -Si-O R
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Tyto reakce s jednou funkéni silanolovou skupinou mohou vyustit v pouze
jednovrstevny material, zatimco s dvou nebo tfifunkénimi silany se ziska jedno nebo
vicevrstevny adsorbent v zavislosti na reakénich podminkach. V pribéhu syntéz se
nedafi pokryt cely povrch silikagelu alkylovymi fetézci (prostfednictvim Si-O-Si-C
vazeb); tim zUstavaji do prostoru orientovana volna silanolova seskupeni. Ta jsou
polarni a vytvareji na povrchu sorbentu kysela mista, ktera mohou interagovat
s nékterymi slozitymi analyty. Ztohoto duvodu jsou nékteré pevné faze
"endcappovany", tj. vhodnym zplsobem jsou maskovany volné silanolové skupiny.
reakce silanu

Maskovaci zbylych

(51

alkoholovych  skupin se provadi

s trimethylchlorsilanem

Obr. 2: Maskovani koncovych silanolovych skupin trimethylchlorsilanem.

-Si-O-H - Si-O-Si-(CH3)s

| |

o) o)

| |

Si-0 R + X-Si-(CH3)3 --> -Si-O R

R, |\ /

O Si O Si

AR A

Si:0 X -Si-O  O-Si-(CH3)s

Tato mala molekula se mlze spojit s povrchovymi silanolovymi skupinami,

zatimco vétSim strukturam stericky brani v pfistupu k aktualnimu povrchu dlouhé

chloralkylsilanolové fetézce. |

pres

veSkerou snahu zUstava po reakci

s trimethylchlorsilanem jesté asi kolem 30% silanolovych skupin beze zmény.

Nechranéné skupiny pak mohou zpusobit obtize b&éhem extrakci.
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Chemicky vazané pevné faze se Sirokym rozmezim funkénosti jsou
pfipravovany také v zavislosti na pavodu organochlorsilanového Cinidla. B&zné jsou
tyto faze rozdélovany do tfi skupin s ohledem na hlavni mechanismus jejich ucinku:

1) nepolarni sorbenty,

2) polarni sorbenty,

3) iontové-vymeénné pryskyfice.

Analogicky jako je tomu u HPLC, se obvykle rozliSuji dva zpusoby provedeni
SPE: totiz na obracenych fazich (reversed phase, RP), kdy nepolarni sorbent vaze
slou€eniny z polarniho media, a na normalnich fazich, pokud spolu reaguji polarni
sorbent a latky rozptylené v nepolarnim rozpoustédle.

Vedle klasickych sorbentl tfi vySe uvedenych skupin, existuji faze se
smiSenou funkci, které nabizeji jak polarni, tak iontové-vyménnou adsorpci. Hodné
se jich pouziva pfedevSim ve screeningovych metodach. Pomérné Siroké spektrum
v souCasnosti komeréné dostupnych sorbentl tedy umoziuje znacné selektivni
extrakce. Tuto selektivitu se dafi jesté dale zvysit zavadénim silikagell schopnych
vazby s konkrétnim analytem; napf. kyselina fenylborita se pouziva pro selektivni

extrakce molekul s cis nebo koplanarnimi pfiléhajicimi hydroxylovymi skupinami
(katecholaminy, sacharidy, nukleotidy, nékteré steroidy)[6]. Vysoké selektivity se dale
dosahuje s SPE fazemi s navazanymi kovy: iontové-vyménna cCast nebo cast
vymeénuijici ligandy je vazana na silikagel jako iont kovu [napf. Hg(ll), Ag(l), Pt(IV)].
Interakce potom spociva v tvorbé komplexu mezi kovovym iontem imobilizovanym

v sorbentu a analyzovanou latkou.
Pouzivani SPE kolonek

Pdavodni provedeni SPE bylo zejména statické, zalozené na provadéni
extrakci v celych Sarzich, popf. na jednotlivych extrakcich konkrétnich vzorkd. To
znamena, ze vtomto pfipadé dochazi ke smiseni sorbentu a testovaného roztoku
nebo rozpoustédla ve specialni kolonce tvaru tuby a k oddéleni obou fazi cestou

centrifugace ¢i filtraci. Pfikladem takovych extrakci v celych SarzZich jsou izolace

katecholamind na aluminé (oxidu hIinitém)m. Jina, alternativni a dynamicka metoda
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necha testovany roztok, elucni Cinidlo a dalSi latky, protahnout sorbentem
naplnénym do kolonky. Tento druhy pfistup je v sou¢asné dobé preferovan.

Sorbent mize byt do extrakénich kolonek vpraven manualné, v suchém stavu,
nebo ve formé suspenze, kdy se plni nebo vylije do rezervoaru injekéni stfikacky.
Vedle toho néktefi vyrobci nabizeji extrakéni kolonky pro SPE na jednorazové
pouziti, pfipadné vymeénitelné napiné (patrony do kolonek) obsahujici rizna mnozstvi
pevné faze, ktera je natlatena mezi dvéma fritami (vyrabéné z polyethylenu, Cisté
oceli nebo PTFE - polytetrafluorethylenu). Hromadné vyrabéné Kkolonky jsou
k dispozici v riznych velikostech: mnozstvi naneseného sorbentu se pohybuje mezi
50 mg az 10 g a korespondujici objemy reservoart se rtizni od 1ml k 60 ml. Vétsi
objemy testovanych kapalnych vzorkl je mozné zpracovat pomoci SPE kolonek se
specialnim nastavcem, ktery vede na kolonku velka mnozstvi tekutin, nebo
opakované plni reservoar sledovanym vzorkem. Tvary kolonek se mohou liSit
v zavislosti na pojeti vyrobce, také zpusoby vedeni vzorku na kolonky jsou rGzné.
Roztoky mohou byt protlaCovany kolonkou za pouziti vakua, specialni zafizeni
nabizeji moznost zpracovani kolem 8 az 30 vzork( souCasné. Jina cesta predstavuje
prichod roztokll sorbentem béhem centrifugace. Pro ilustraci uvadim obrazek

nejpouzivangjsich typu kolonek pro SPE.

Obr. 3 vymeénitelné kolonky pro SPE.

DRYING DRYING
DEVICE DEVICE

DalSi kolonky, pokud jde o velikost a tvar, jsou kompatibilni s automatickou
linkou nebo jsou specialné upraveny pro praci robotickych systéma.

Zatim nejnoveéjSim zpUsobem pfipravy sorbentl pro SPE je jejich naneseni
na disky, které se podobaji membranovym filtrdm. Silikagel je zde impregnovan do
zakladni vrstvy PTFE (teflonové matrix).
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SPE v praxi

Kazda extrakce na pevnych fazich, zejména ta, ktera probiha na tuhych

fazich se silikagelem, by méla zahrnovat téchto pét hlavnich kroku:

1) Zvihéeni sorbentu

Nejprve je vhodny roztok, ktery je kompatibilni s alkylovymi fetézci chemicky
vazanymi na kiemelinu, pfiveden do kontaktu s tuhou fazi. Suché alkylové fetézce
jsou totiz zhroucené na povrchu kfemicitanové matrice a zkroucené do spiral. Pokud
se ovSem dostanou do kontaktu s vhodnou smacejici kapalinou, jsou ji solvatovany a
rozestiou se do Siroka z povrchu sorbentu, fetézce se doslova jakoby najezi do
prostoru a mohou tak lépe zachytit napfiklad analyzovanou slouceninu. Je také
dulezité, aby sorbent zUstaval vlhky i v pribéhu nasledujicich krokd SPE. Vynechani
zvih€eni tuhé faze vétSinou vede k neuspéchu, nizkym vytéZzkim analytu po extrakci.
Obecné se doporuCuje nepolarni a iontové-vyménné sorbenty prfedem navlh¢it
smési: voda a néjaké s vodou misitelné rozpoustédlo, napf. voda a methanol

v poméru 1:2 (v/v)[8]

. PFi uspofadani na normalnich fazich, tj. s polarnimi sorbenty,
je vhodné pouzit nékteré nepolarni rozpoustédlo (napf. Cinidlo, ve kterém je

analyzovana latka dobfe rozpustna).

2) Kondicionace

V této fazi je Cinidlo nebo pufr podobny extrahovanému roztoku protladen
extrakeni kolonkou. V uspofadani s obracenymi fazemi muze byt smés pouzivana
ke kondicionaci sorbentu nahrazena vodou nebo pufrovacim roztokem. Pouzivani
iontové-vymeénnych pryskyfic vyZzaduje kondicionaci pufrem o konstantnim pH, pfi
kterém maiji analyt a funkéni iontové skupiny sorbentu opacny naboj. Také tento krok
ma v ramci SPE svUj vyznam, jeho opominuti vede k nizsi extrakéni ucinnosti. Nékdy
se stava, Ze zvlasté prvni nanasena mnozstvi extrahované latky na sorbent nejsou
zadrzovana, nanaseny roztok plsobi sam zpocatku jako kondicionacni €inidlo, teprve

pozdéji je extrahovana latka zadrZzovana a ucinnost extrakce se zvysuje.
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3) Adsorpce

Roztok s materidlem urenym Kkizolaci je protlaCovan rezervoarem
obsahujicim sorbent konstantni pratokovou rychlosti. Analyt se vaze na tuhou fazi.
K dosaZzeni maximalni retence sledované latky je nutné pfizplsobit vlastnosti
extrahované smési konkrétnim reakénim podminkam (upravy zahrnuji zménu pH,

polarity ¢i viskozity extrahovaného media).

4) Vymyvaci krok

Vneseni vhodného rozpoustédla na sorbent ma odstranit interferujici

slou€eniny ze vzorku, zatimco analyt zUstava vazany na pevnou fazi.

5) Eluce

V tomto poslednim kroku se izolovana latka desorbuje, opousti pevnou fazi a

je odplavena vhodnym elu¢nim Cinidlem.

Vyvoj metodiky a mechanismy interakci

Selektivita kazdé SPE procedury zavisi na zvolené pevné fazi a Cinidlech
pouzivanych v pribé&hu adsorpce, vymyvani a eluce. Vyvoj nové metodiky SPE pro
konkrétni analyzovanou latku vyzaduje vzdy zvolit vhodny sorbent pro danou latku,
stejné jako optimalni adsorp¢ni, vymyvaci a eluéni podminky. Ddulezité je také
spravné posoudit mozné interakce a mechanismy téchto interakci, ke kterym
dochazi mezi analyzovanou latkou, matrix a sorbentem zakotvenym v pevné fazi.

U analyzované sloucCeniny jsou posuzovany jeji vlastnosti a to pfedevsim: pKa
hodnota pokud je znama, rozpustnost, molekulova hmotnost a polarita, struktura
dané latky, pfitomnost kyselych Ci bazickych funk&nich skupin v molekule.

U matrix vzorku muze nékdy dojit k problémim zplsobenym s analytem ko-

extrahovatelnymi slou€eninami, zalezi rovnéz na polarité pozadi.
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Pokud je analyzovana latka nasledné podrobena chromatografickému
hodnoceni, zvazujeme také data, ze kterych vychazi HPLC systém (pouzivana
stacionarni faze a retencni ¢as).

Pro nalezeni spravné metodiky SPE je podstatha predevS§im znalost
mechanismu, pomoci nichz se analyzovana substance muze adsorbovat na pevnou
fazi: sily van der Waalsovy patfi mezi nespecifické pfitazlivé interakce, ke kterym
dochazi mezi dvéma atomy vzdalenymi na 0,3 — 0,4 nm. Stavaji se vyznamnymi,
pokud znacné mnozstvi atomu studované latky pfichazi do kontaktu s mnozstvim
jednotlivych atomd sorpéniho Cinidla, které se nachazeji ve stericky vyhodném
usporadani. Hydrofobni interakce jsou v podstaté van der Waalsovymi silami mezi
nepolarnimi skupinami (nepolarni analyt a nepolarni povrch sorbentu), které jsou
podporovany polarnim rozpoustédlem (vodou). Vzhledem Kk vysoké afinité meazi
jednotlivymi  molekulami vody (podminénou vodikovymi mustky) jsou apolarni
molekuly vytlaCovany z vody a jevi tendenci se sdruzovat pravé prostfednictvim
hydrofobnich interakci. Takovéto nepolarni vazebné sily, slabé a nespecifické, jsou
typické pro uhlovodikové fetézce vazané na povrch silikagelu, které jejich
prostfednictvim na sebe vazi uhlovodikové skelety analyzovanych sloucenin.
NaruSeni téchto vazeb muize byt lehce dosazeno nahradou molekul vody,
orientovanych ve vrstvé kolem analyzované latky adsorbované na uhlikovy fetézec
povrchu tuhé faze, molekulami méné polarniho rozpoustédia.

Polarni vazebné interakce zahrnuji vodikové mustky, interakce dipdl-dipdl a
indukovany dipél-dipdl interakce mezi dvéma fazemi. Vodikova vazba je specificka
silna interakce mezi dvéma permanentnimi dipoly, kdy vodikovy atom vytvari mUstek
mezi dvéma silné elektronegativnimi atomy (napf. O, F, nebo N atomy). Takovéto
polarni interakce se vyskytuji na pevnych fazich ze silikagelu, nebo sorbentech
obsahujicich kyano, diolové ¢&i amino funkéni skupiny a jsou zvyraznény v
nepolarnich prostfedich. Jejich vazebna energie je ponékud vysSi nez je tomu u
nepolarnich latek.

Tabulka 1 uvadi vybrané vazebné interakce a jim odpovidajici vazebné

energie.
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Tabulka 1: Vazebné interakce a jim odpovidajici vazebné energie

Mechanismy interakci Vazebna energie v kJ/mol
hydrofobni interakce 4-20
polarni vodikoveé vazby 20 - 40

dipol-dipdl interakce 10 - 40

indukovany dipdl-dipdl interakce 8-25
iontova vazba 200 - 1050
kovalentni vazba 410 — 3360

Pro iontové-vyménnou SPE jsou vyhodné analyty, které |ze pomérné snadno
ionizovat. Nabizeji tak moznost velmi silné a selektivni iontové retence na tuhych
fazich, kdy ionizované funk&ni skupiny iontové-vyménnych pryskyfic se vazi s
analytem elektrostatickou vazbou. PoruSeni této vazby vyzaduje zménu pH a
potlateni iontového charakteru analyzované latky, sorbentu, nebo pouZiti
specifického iontu, ktery bude pUsobit na analyt kompetitivné a vytlaci jej z vazby na
tuhy povrch.

Vazby kovalentni jsou nejsilnéjSi mozné vazebné interakce, které nachazime
mezi chemickymi individui. Tyto pevné vazby jsou vramci SPE velmi ojedinélé.
Pokud se pouzivaji, pak prfedevsSim k ocisténi vzorki od nékterych interferujicich
slozek z matrix vzorku. Rovnéz se pouzivaji k retenci analytll. Existuji pfiklady, kdy

byly wvyuzity napf. k vazbé katecholamini na fazi s vazanou kyselinou

fenylboritou[3’6].

Pro SPE se pouzivaji také nékteré tuhé faze s nanesenymi kovovymi ionty,
které sledovanou latku vazi koordina€ni vazbou. Tim se vytvafi komplex mezi
analytem a kovovym iontem navazanym na povrch silikagelu, pfi iontové-vyménné
SPE nebo pro nékteré ligandy selektivni SPE. Jejich interakce muze byt naruSena
zmeénou pH nebo vnesenim ligandu ¢i Cinidel, ktera by s analytem soutézila o vazbu
na kov.

Pfi vyvoji metodiky SPE tedy rozhoduje spravna volba tuhé faze, vymyvaciho
a elucniho Cinidla, které jsou vybrany na zakladé zvazeni vSech predchozich faktoru.
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Je zfejmé, Ze v praibéhu adsorpce je nutné podpofit interakci analyt-sorbent,
zatimco interakce matrix-analyt a interakce, ke kterym dochazi mezi matrix a
sorbentem, by mély byt potlaCeny. Prikladem bézné vazby mezi matrix vzorku a
analyzovanou latkou je vazba na plazmatické bilkoviny. K vazbé mezi matrix a
sorbentem Casto dochazi u slou€enin z krve Ci moci na iontové-vymeénnych fazich.
Uprava vzorku pred vlastni izolaci sledované substance cestou SPE, zfed&nim nebo
deproteinaci ¢&i precipitaci anorganickymi solemi, filtraci, umoznuje snizit riziko
nezadoucich interakci. Na druhou stranu, vazba mezi analytem a tuhou fazi muze
byt podpofena upravou pH Ci polarity testovaného roztoku. Zména pH ovliviiuje
disociaci molekul a jejich polaritu. Nepolarni vazba analytl na nepolarni, obracené
faze maze byt zlepSena zvySenim polarity promyvaciho €inidla (nejCastéji pfidavkem
vody nebo soli). Podobné polarni vazba na polarni faze muze byt zintenzivnéna
snizenim polarity rozpoustédla pro analyt (1j. odstranénim nadbytku vody, pfidavkem
meéné polarniho organického rozpoustédia).

Pfi vybéru vhodného vymyvaciho a eluc¢niho cCinidla hraji pH, iontova sila a
polarita testovaného roztoku také kliCovou roli pro zadrz a vymyti analytu z SPE
kolonky.

Vymyti je naro¢né na optimalni nastaveni podminek, pfi kterych bude zadrzen
analyt na kolonce, zatimco mozné interferujici latky odejdou bez interakce. | tento
pfipad opét predpoklada dobrou znalost interferujicich slou€enin a vlastnosti
analyzované substance. U kolonek Cisg, jez poutaji analyty prostfednictvim van der
Waalsovych sil, je vybér vymyvaciho roztoku omezeny na polarni rozpoustédla,
protoZze snizeni jeho polarity hrozi vymytim analytu spole¢né s interferujicimi
slozkami ze vzorku. Na obracenych fazich je k vymyti €asto pouzivana voda
s obsahem maximalniho mnozstvi organického rozpoustédla, pfi kterém je
analyzovana latka jesté adsorbovana. Naopak polarni naplné pro SPE mohou byt
vymyvany vhodnymi nepolarnimi, organickymi rozpoustédly. Pfi iontové-vyménnych
extrakcich, kdy sorbent pusobi na analyt silnymi elektrostatickymi interakcemi,
mohou byt sorbenty promyvany polarnimi, stejné tak jako nepolarnimi rozpoustédly
k odstranéni obou, polarnich i nepolarnich necistot ze vzorku.

Eluéni Cinidlo, které ma odpoutat analyzovanou slou€eninu z povrchu tuhé
faze, ma byt pouzito v co nejmensim jesté u€inném mnozstvi, aby se tak predeslo
priliSnému zfedéni vzorku. Pfipadna nasledna procedura koncentrovani testovanych

roztok dal prodluzuje celkovy €as analyzy. Eluéni podminky jsou zcela odli$né od
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téch, které vyZaduje adsorpce analytu. Napfiklad pokud je pozadovana vysoka
polarita rozpoustédel v pribéhu adsorpce, potom eluéni krok bude usnadnén pravé
malo polarnim elucnim cCinidlem a naopak. Disperzni sily, jez poutaji analyty na
povrch apolarni tuhé faze, mohou byt poruseny organickym, nepolarnim
rozpoustédlem (acetonitril, ethyl-acetat, hexan, methylendichlorid), které se dostava
do kontaktu s tuhym povrchem. Pro polarni interakce je vhodnym elu¢nim mediem
voda, methanol, 2 — propanol, kyselina octova, nékteré aminy a pufry o vysoké
iontové sile. Kvymyti slou€enin ziontové-vyménnych tuhych povrchld je nutna
uprava pH elu¢niho Cinidla tak, aby analyt nebo vazané funkéni skupiny pevné faze
ztratily svij naboj, pfipadné je mozné pouzit latku, ktera svou vyssi afinitou
k pryskyfici vytésni analyt z vazby na sorbent.

Vedle pH a polarity ¢inidla berou rozvahy o optimalni SPE metodice v potaz
také nasledné kvalitativni €i kvantitativni analyzy latek po jejich izolaci extrakci.
Pokud bude extrakt pozdéji podroben HPLC, elu¢ni sila rozpoustédla pouzivaného
pro SPE musi byt niz8i, nebo maximalné rovna sile, kterou vyviji mobilni faze pfi
rozdélovani na chromatografické koloné, aby se zabranilo chvostovani pika. Dale
mohou byt extrakty zfedovany mobilni fazi apod.

Vyvinout novou SPE proceduru neni vzdy jednoduché. Vétsina z pouzivanych
tuhych fazi je schopna poutat slou¢eniny vice nez jednim vazebnym mechanismem.
Napfiklad u nepolarnich sorbentid Cg oCekavame primarné vazebnou interakci
prostfednictvim nepolarnich vazeb. Vedle nich se ale uplatriuji také vazby polarni,
zpUsobené volnymi silanolovymi funk&nimi skupinami, které ¢ni do prostoru nad
povrchem pevné faze, a které se nikdy nepodafi stoprocentné obsadit pfi syntéze
danou chemicky vazanou fazi . Jiné sorbenty, jako jsou aminopropylové, vykazuji az
tfi typy vazebnych interakci, které se uplathuji vedle sebe: aniontova vyména na
aminopropylové funkéni skupiné, nepolarni vazby mezi uhlikovymi fetézci a polarni
interakce na koncovych silanolovych skupinach. Mira zavaznosti sekundarnich
interakci zplUsobenych zbytkovymi silanolovymi skupinami u silikagelovych tuhych
fazi koreluje se stupném sterického stinéni, kterému jsou vystaveny. Koncové
funkéni skupiny silanu se stavaji méné pristupnymi napf. u Cig-sorbentld nebo
v pfipadé fazi s navazanou kyano skupinou. Tyto vedlejSi interakce se stavaji
vyznamnymi v momenté, kdy extrakce zavisi na fyzikalné-chemickych vlastnostech
analyzované latky a na podminkach kvalitni adsorpce. Silanolova aktivita muze byt

mj. snizena maskovanim kyselych mist vhodnou kladné nabitou zasaditou &astici,
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kterou je nutno pfivést do kontaktu s tuhou fazi v prdbéhu kondicionace, nebo praci
pfi takovém pH, pfi némz zGstanou koncové silanolové skupiny bez naboje.
Hodnoceni izolaéniho postupu béhem vyvoje metodiky v sobé nese rovnéz
sledovani vesSkerych pfipadnych ztrat a urCeni extrakéni ucinnosti (recovery) pro
uvazovanou latku. Toto hodnoceni lIze realizovat napfiklad prab&éznym sbérem a
uchovanim rozpoustédel pouzivanych v jednotlivych krocich SPE technologie a jejich
analyzou (méfeni pfitomnych mnozstvi analytu) napfiklad s vyuzitim HPLC. | zde
mohou nastat v praxi nékteré obtize. Tekutina nasbirana po adsorpci na tuhou fazi,
obsahuje stale vysoké koncentrace interferujicich slou¢enin z matrix vzorku, coz ma
za nasledek mnozstvi vedlejSich pikd na vystupu z HPLC analyzy. Néktefi autofi
v takovém pFipadé doporucuji pouzit radioaktivné znacenych forem analytu, které

mohou byt dale kvantifikovany scintilacni metodou[z].

Selektivita SPE

Selektivita sorbentu (nebo také vymyvaciho roztoku €i eluéniho Cinidla), tedy
schopnost spravného a presného oddéleni hodnocené latky v pfitomnosti jinych
sloZek biologické matrice, je v pfipadé SPE urena rozdilnou afinitou tuhé faze
k analyzované latce a k interferujicim slouceninam ze vzorku.

Za vSeobecné nejméné selektivni jsou povazovany pevné faze Cig, kdy témér
vSechny molekuly (hodnocené slou€eniny a vedle nich lipidy, proteiny aj. latky ze
vzorku) mohou byt do jisté miry poutany van der Waalsovymi silami. Selektivita SPE
se zvySi s pfechodem k nepolarnim sorbentim obsahujicim pouze kratké alkylové

fetézce. Pro lipofilni latky, které nevykazuji vyznamné interakce se selektivnimi

[9]

fazemi (iontové-vyménnymi, kovalentnimi), doporuc€uje Doyle™ " vyzkou$et C,-pevnou
fazi namisto Ci3. Faze C, jsou Casto dostateCné ,polarni“, aby na sebe vazaly
hodnocenou slouceninu, zatimco endogenni interferujici substance projdou bez
zadrZeni. DalSi vyhodou je, Zze C, sorbenty nevykazuji témér zadné sekundarni
interakce na koncovych silanolovych skupinach. Podobné je mozné zvysit selektivitu

SPE na stfedné polarnich pevnych fazich. Pfikladem je prace Musche a

[10]

Massarta™ 7, ktefi zkouSeli SPE metodu pro izolaci bazickych léCiv z vodného

prostiedi a dale z plazmy za pouziti kyanosorbentl. Vysledkem byly velmi Cisté

extrakty. Jind je uvaha v pfipadé ionizovatelnych hodnocenych slou€enin, nebot
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pravé iontové-vyménnou extrakci se dosahuje velmi vysoké selektivity. Je docela
jednoduché zobecnit, Zze selektivita SPE metody se zvySuje se stoupajici silou
vazebnych interakci mezi analytem a tuhou fazi, avSak zaroven pfimo zavisi také na
matrix hodnoceného materialu. Proto, zda SPE ionizovatelné slou€eniny na
iontoméniCich bude selektivni nebo ne, zalezi na iontové sile matrix a afinité
ostatnich iontd pfitomnych v roztoku k iontovyménnému sorbentu.

NejvySSi selektivity se dosahuje cestou kovalentni vazby na specialni
sorbenty. Vazebna energie kovalentni interakce dalece presahuje moznosti, jakymi
by mohly extrakci ovlivnit slou¢eniny z matrix vzorku. PouZiti sorbentd s vazanymi
kovy patfi mezi vysoce selektivni SPE metody. Pfichazi ke slovu v pfipadé, ze
testované vzorky obsahuji velmi nizké koncentrace ligandUi-analytll schopnych vazby
na imobilizovany kov. Pfikladem takové vysoce selektivni extrakce mize byt ocisténi
ficni vody od anilina, které interferovaly se stanovenim herbicidi (derivata

tIV

fenylmocCoviny), a které se podafilo navazat na Pt obsazeny silikagel. Zde platina

vytvofila komplex s primarnimi aminy — aniliny, zatimco derivaty fenylmocoviny
[11]

prochazely sorbentem beze zmény

Pokud jediny sorbent nezajisti dostateCnou selektivitu, je vyhodné pouzit k
izolaci dva a vice sorbentu, které by se vzajemné doplfovaly. Kazdy z nich pak

Casto funguje na jiném principu vazebného mechanismu. Kombinaci nepolarni

. L e, - - . [12 .
extrakce a za ni zafazené iontové-vyménné kolonky vyuzil napfiklad Suss[ ], kdyz

[13]

extrahoval benperidol z krevni plazmy. Bradbury popisuje dvojnasobnou extrakci

25-hydroxyvitaminu D a jeho metabolitd z plazmy s pouzitim Cig sorbentu
nasledovaného polarnim silikagelem.

Pro nizkomolekularni, iontové nebo lehce polarni slouceniny plati, ze jejich
retence na nepolarni sorbenty muize byt zvySena cestou iontové parového

[4]

uspofadani SPE. Princip iontové-parové kapalinové chromatografie® * je lehce

aplikovatelny na SPE kolonky. Protiiont o opatném naboji, nez jaky nese
analyzovana latka, je adsorbovan na povrch tuhé faze v pribéhu kondicionace a
pfidava se do zkouseného roztoku, pfipadné do vymyvaciho roztoku. Cinidla musi
byt vhodné pufrovana, aby pfi daném pH nesl analyt i protiiont naboj. lontovy par,
ktery vznika, je potom méné polarni nez vychozi forma analytu a proto je Iépe

zadrzovan na kolonce prostfednictvim  van der Waalsovych pfitazlivych sil.
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Desorpce se dosahuje pouzitim organického rozpoustédla. Opacné nabité ionty
pouzivané vramci SPE jsou v soucCasnosti totozné s témi, jaké vyuziva iontové
parova HPLC (napf. alkylamoniové soli pro vazbu s kyselinami, alkylsulfonaty pro

bazické slouceniny). Touto metodou iontové parové SPE byly extrahovany napfiklad

" . , . [14
konzervanty a umélé sladidlo sacharin z potravm[ ]

moéi[15].

, hebo vinca alkaloidy ze séra a

Ackoliv jsou Cig tuhé faze pouzivany hlavné v RP usporadani (RP - reverzni
faze) a kyano sorbenty pro normalné vedenou SPE, v literatufe byly popsany jesté
nékteré dalSi zpusoby, které dal pfispivaji ke zvySeni selektivity SPE. Pfi bézné SPE
rozpoustédlo pouzité k prevedeni hodnocené latky do roztoku normalné urcuje
zpusob extrakce (obracené faze v pfipadé vodnych roztokl a normalni faze pro
nepolarni c¢inidla). Alternativou je metoda, kdy je v prdbéhu extrakce sorbent
dokonale vysuSen profouknutim vzduchu skrze svou vrstvu a tak jsou nastaveny

podminky pro zménu rozpoustédla (z polarniho na nepolarni a naopak). Literatura

[16]

uvadi pfiklad, kdy autofi metody Lehr a Damm provedli podobnou zaménu

rozpoustédel v pribéhu extrakce Sirokospektrého antimykotika — cyklopiroxu z krevni
plazmy. Methylovy derivat IéCiva rozpuStény v hexanu nejprve navazali na povrch CN
tuhé faze, vymyli toluenem a potom vysuSili sorbent profouknutim vzduchem.
Nasledné ziskali IéCivo eluci smési voda-acetonitril.

V nékterych opodstatnénych pfipadech byva SPE kombinovana s dalSi
izolaCni technikou jako je deproteinace, vysolovani nebo extrakce z kapaliny do

kapaliny, které pfinaseji dalSi zvyseni selektivity.
Pritokova rychlost béhem SPE

Vyznam prutokové rychlosti rozpoustédel a Cinidel pouzivanych v ramci SPE,
a nutnost jeji stalé kontroly béhem extrakce, nebyva v dostupné literatufe hned na
prvni pohled patrny. Néktefi autofi ¢lanku vztahujicich se k metodologii SPE hovofi
o rychlostech, pfi kterych pracovali, ¢asto jen v naznacich nebo vibec. Nelze ani
priliS§ zobecriovat pravidla, kterymi se Fidi nastavovani vhodnych rychlostnich

podminek pfi extrakci na tuhych fazich. Nicméné pfiklady z literatury napovidaji:

Junk a Richard [17], ktefi extrahovali pesticidy z vody na Cj;g sorbentech, nalezli
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optimalni pratokovou rychlost témito sorbenty kolem 250 mi/min. Podle nich pfi
takové rychlosti jesté nedochazi k nezadoucimu sniZeni extrakéni u€innosti. Ze své
zkusenosti mluvi o tom, ze C1g sorbenty v podobé malych €astic s velikym povrchem
zajisti dobry kontakt mezi analyty a funkénimi alkyly tuhé faze i pfi vysokych
prutokovych rychlostech. Na druhou stranu jini autofi prohlasuji, ze pravé vyssi
rychlost pratoku maze extrakéni ucinnost negativné ovlivnit, nebot’ jak adsorpce, tak
eluce jsou rovnovazné procesy, které probihaji na povrchu tuhé faze. Tato
rovhovaha podle nich pfi vysokych rychlostech pratoku cinidel nebude nikdy
existovat a vysledkem zrychlenych extrakci mohou byt pouze niZsi vytézky analytu a
| (1]

vetSi spotfeba elucnich Ccinide . Obecné je doporuCovano drzet pratokovou

rychlost na nizkych hodnotach kolem 2 ml/min [18]

tlaky niz&imi nez 30 kPall.

nebo pfi pouZziti vakua pracovat s

Kapacita jednorazovych SPE kolonek

Kapacita sorbentl pouzivanych do prumyslové vyrabénych SPE kolonek,
jejichz acCinnost vyrobce zpravidla garantuje pro jednorazové uziti, miaze byt
definovana jako maximalni mnozstvi latky (hodnocenych slouc€enin, necistot,
vedlejSich produktu reakci), které je dané mnozstvi sorbentu schopno vazat ze
specifického testovaného roztoku. Tato kapacita zavisi na typu pouzité tuhé faze, ale
i na charakteru hodnocené substance, jejiz vlastnosti se odvijeji od pro SPE
pouzitych rozpoustédel a slozeni biologického zakladu vzorku. Kapacita
nejpouzivanégjSich silikagelem pinénych kolonek se pohybuje vfadu mg az g (5]
hmotnosti napiné. A protoZze koncentrace fady analyzovanych latek v biologickych
materialech nebo ve vzorcich ze Zivotniho prostfedi Ci analyzy potravin se Casto
pohybuji v ng/ml, zatimco mnozstvi vzorkd pfivadénych na kolonku jsou velika,
vyrobci SPE kolonek se jejich kapacitou snazi vyhovét radé téchto aplikaci. Sorbenty
naplnéné do kolonek musi c¢asto umoznit vazbu jak samotného analytu
v mikroskopickych davkach, tak i necistot na svuj povrch. Jednotlivé slou¢eniny jsou
potom z kolonek vymyvany postupné selektivnimi eluénimi Cinidly. Jaka mnoZstvi
sorbentu do kolonky tedy pouzit? Volba vétSiho mnozstvi sorbentu (napf. 1 g

namisto 100 mg) ma vyznam v pfipadé extrakci velkych objemu (stanoveni
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nékterych organickych slouc€enin v odpadnich vodach) nebo pokud Ize timto
zpusobem kompenzovat malou afinitu hodnoceného cile k tuhému povrchu.

Jestlize jsou totiz velka mnozstvi testovaného vzorku aplikovana na extrakéni
kolonku s nedostacujici kapacitou, dochazi k jevim, které pfipominaji principy
tenkovrstvé chromatografie. Na ,startu® jsou nejprve zadrzovana mala mnozstvi
analytu, ale jak extrakce pokraCuje, vazi se postupné dalSi mnozstvi latky na povrch
tuhé faze, az ji uplné nasyti a zbyvajici molekuly odchazeji z kolonky ven, aniz by se
navazaly. Tyto jevy nastavaji Castéji u slabé vazanych analytl. Zde je tedy nutno
pouzit vétSi mnozstvi tuhé faze a tim podpofit retenci. Na druhou stranu je tfeba
zdUraznit, Ze vétSi vyznam nez mnozstvi pouzité tuhé faze na rozsah adsorpce ma
samoziejmé mechanismus, kterym sorbent retenci pusobi a dalSi extrakéni
podminky, které maiji byt optimalizovany uz v pribéhu vyvoje metodiky SPE (vhodné
zvih€eni a kondicionace tuhé faze, Cinidla, pH testovaného roztoku atd.). Tak mohou
i mala mnoZstvi sorbentu poutat relativné velka kvanta analytu.

Optimalni objemy aplikovatelné na konkrétni kolonku s ur€itym obsahem
pevné faze lze zjistit experimentalné, napf. vyhodnocenim prutokové kfivky na HPLC
chromatogramu. Existuji rovnéz tabulky, ve kterych lze nalézt doporu¢ena mnozstvi

nebo objemy sorbentu ve vztahu ke konkrétnim kolonkam [19].

Posileni ué¢innosti SPE

Citlivost analytickych metod je dana pfedevsim fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi analyzované latky a systémem, ktery se pouzije k detekci, avSak mlze
byt dale zlepSena, pokud se vedle selektivniho vycisténi vzorku a izolace uvaZzované
mnozstvi latky podrobi zkoncentrovani. Princip spoc€iva v pouziti mensiho mnozstvi
elucniho cCinidla, nez je mnoZstvi hodnoceného vzorku, které je aplikovano na
kolonku. V praxi se tento zahus$tujici krok pouziva zejména pro zlepSeni vysledki
nékterych analyz, nebo pfi studiich herbicidu a pesticidli ve vodach (pitné, jezerni Ci
fiéni vodé)[17]. V téchto pfipadech pfichazi na kolonku mnozstvi vzorku prevysSuijici 1
litr, zatimco porce elu¢niho Cinidla neni vétsi nez 5 ml.

V biomedicinskych aplikacich jsou objemy, které Ize ziskat napfiklad od

jednoho zvifete po zakroku, limitované na nizkd mnozstvi biologického materialu,
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proto také maximalné dosazitelna mira zakoncentrovani je mnohem nizSi nez vySe
uvedena.

Jiny zpusob, kterym lze dosahnout vysSich koncentraci analytu v kone€ném
extraktu, spociva v pouziti relativné tékavého, organického rozpoustédla (o nizkém
bodu varu) ve fazi SPE eluce . Vznikly extrakt Ize potom pomérné snadno odpafit do
sucha a odparek rozpustit v malém mnozstvi vhodného rozpoustédla. Urcitou
nevyhodou zminéného pfistupu muze byt prodlouzeni doby nutné k provedeni celé
extrakce. V nékterych pfipadech nasledné analyzy probihajici v rezimu HPLC neni
treba hledét na mnozstvi pouzitého eluentu. Pokud totiz elu€ni Cinidlo pusobi na
analyzovanou latku slabSimi silami nez mobilni faze pro HPLC, dochazi k
zakoncentrovani extrahovanych slou€enin na zacatku chromatografické kolony.

Nevyhodou zminénych koncentracnich metodik je, Ze také ostatni interferujici

slouceniny ze vzorku se zahusti spolecné s hodnocenym analytem.
Frakcionace vzorki pomoci SPE

Vedle izolaci a purifikaci se souCasna SPE pouziva také k oddéleni
jednotlivych frakci analyzovanych smési s komplexnim sloZzenim. Rozdéleni na
jednotlivé frakce Ize dosahnout s pouzitim upravenych sorbentd, jejichz selektivita

k jednotlivym skupinam sloucenin se liSi a/nebo s pouzitim elu¢nich &inidel s odliSnou
selektivitou k jednotlivym frakcim analytd. Priklad uvadi Lafleur [20], ktery pouzil SPE

na kyanopropylovych tuhych fazich k rozdéleni smési zplodin hofeni do Ctyf frakci
pomoci eluCnich cinidel o stoupajici polarite. Nejméné polarni frakci ziskal
s hexanem - obsahovala alifatické uhlovodiky, alkylsubstituované aromaty a 2 az 3
jaderné aromatické uhlovodiky. Nasledujici podil obsahoval 3-6 polyaromatické
uhlovodiky eluované benzenem. DalSi frakci Lafleur eluoval methylendichloridem a
ziskal slouCeniny s obsahem 7-10 aromatickych kruh(. Nakonec extrahoval

nejpolarnéjsi ze sloucenin hofeni methanolem.
Podobné postupovali Doyle a kol. ol pfi identifikaci barevnych aditiv ze vzorku

cukrovi a zelatinovych desertl, ktefi rozdélili slou€eniny na jednotlivé podily na Cig-
sorbentech s pouzitim 2-propanolu a vody smiSenych vrizném poméru jako

eluénich ¢inidel.
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Komercné jsou dostupné tzv. pevné faze se smiSenou funkci, které nesou jak
hydrofobni, tak iontové-vyménnou Cast, obé ve vazbé na silikagel, takze rozdéleni
smési na jednotlivé frakce na nich mizZe probihat na jediné kolonce, s pouhou
upravou polarity a pH elu€nich &inidel. Tyto smiSené faze se nékdy uplatiuji pro
toxikologicky screening rizné kyselych, neutralnich i bazickych |éCiv z krevni plazmy

¢i modi.

Reprodukovatelnost SPE

Reprodukovatelnost (popfipadé opakovatelnost) vypovida o urovni pfesnosti
metodiky extrakce na tuhych fazich podobné jako u jinych analytickych metod. P¥i
prevadéni konkrétni SPE metody - vyvinuté na tuhé fazi pochazejici od urcitého
vyrobce - na sorbent od jiného vyrobce, I1ze mnohdy pozorovat vyznamné rozdily
v extrakeni uc€innosti jednotlivych kolonek. Navic odliSnou ucinnost vykazuji €asto i
jednotlivé Sarze adsorp€nich materialt a kolonek pfipravovanych jedinym vyrobcem.
Tato variabilita mezi jednotlivymi producenty analytickych materialt, ale i variabilita
Sarzi, je dobfe znama jiz ze zkuSenosti s jednotlivymi chromatografickymi kolonami
pro HPLC. Pfiprava na silikagel chemicky vazanych fazi je spoleCna obéma
metodam, totiz HPLC i SPE. Nejvétsi podil na zpasobenych rozdilech pfitom pfipada
na rozdily v poCtu skupin navazanych na povrch tuhych sorbentl pfi syntéze a na
nedostate¢né maskovani koncovych silanolovych skupin. Vedle toho pusobi na
reprodukovatelnost metodiky velikost pérl mezi ¢asticemi sorbentu a také to, zda je
struktura chemicky vazanych fazi monomerni nebo polymerni. Vinou pfilis
rozmérnych porad dochazi ke zvySenému kryti tuhé faze chemicky vazanymi
skupinami a méni se reprodukovatelnost SPE. Rozdily pozorované mezi monomery
a polymery pokrytymi fazemi byvaji vysvétlovany odliSnym zastoupenim a variabilnim
sterickym stinénim volnych silanold, jejichz pfitomnost je odpovédna za silnou
ireversibilni vazbu bazickych sloucenin. DalSi faktory, které mohou mit svij vyznam
ve spojitosti s reprodukovatelnosti na silikagelovych sorbentech, jsou mj.: primérna
velikost ¢astic sorbentu, vedle rozmérl i rozlozeni pérd mezi ¢asticemi sorbentu,
velikost aktualniho povrchu tuhé faze, metoda pouZita pfi syntéze chemicky
vazanych fazi a v neposledni fadé také mnozstvi sorbentu, které pfipada na kolonku

(zminéno dfive).
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Néktefi vyrobci extrakénich kolonek pro SPE opatfuji svoje vyrobky, kazdou
sadu kolonek zvlast, soupisem charakteristik, které maji vypovidat o jejich kvalité.
Pisemna sdéleni obsahuji pfedevSim udaje o distribuci velikosti ¢astic sorbentu a

jejich prumérnou velikost, specificky povrch, procento navazané chemickeé faze.
Kontaminace zplUsobena kolonkami

Kontaminace pusobena spole€nou eluci latek obsazenych v kolonkach spolu
s analyty je jednim zproblémd SPE. V literatufe se objevuji zminky o téchto

nezadoucich vlastnostech kolonek, ale i navody, jak se jim vyvarovat. Prevenci mize

]

byt fadné promyti kolonek pfed zapocetim vlastni extrakce. Junk a kol.[21 zkoumali

pfimo substance, které znepfijemnuji extrakéni proceduru na Cig sorbentech
v kolonkach opatfenych polyethylenovymi fritami. Hlavni podil necistot tvofily zbytky
z polymeracCni reakce chemicky vazanych fazi (alkany a alkeny), plastifikatory a
antioxidanty obsazené ve sténach kolonek. Mira znecisténi SPE extraktu potom
pfimo zavisela na pro analyt pouzitém rozpoustédle, liSila se od vyrobce k vyrobci a
liSila se i vramci jednotlivych Sarzi kolonek téhoz producenta. Firmy, které se
zabyvaji vyrobou kolonek pro SPE, odpovédély na tyto obtize pfipravou kolonek

[22]

z inertniho skla s fritami z PTFE nebo kolonek z ¢isté oceli.

Automatizace SPE

Automatické izolace umoznuji rutinné zpracovavat velka mnozstvi vzorkd,
mohou probihat i pfes noc. Pro automatickou SPE fazenou pfed HPLC je typické, Ze
zatimco extrahovani z jednoho vzorku jeSté probiha, je pFfedeSlé mnozstvi
analyzované latky identifikovano a kvantifikovano.

Vyhodou automaticky fizenych analyz neni jen vysSi vykonnost, ale i znacna
konzistence procesu, ve smyslu nizSiho vyskytu odchylek pfi stanoveni tj. vysSi
presnosti. Vysoky vykon a konstantni vysledky, kterych se dosahuje pfi automatické
SPE, jsou pfipisovany na vrub omezeni po¢tu manipulaci se vzorky. Na rozdil od
klasické metodiky SPE, u niz je nezbytné zachovat kaskadu minimalné péti hlavnich
kroku, navic ¢asto doprovazenych jesté dalSimi upravami roztokd, jejich zfedovanim

a odpafovanim; automatizace postupu Setfi ¢as a poCet manipulaci se vzorkem se
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signifikantné snizuje. On-line SPE vyzaduje pouze vlozeni definovanych, pfipadné
pfedem centrifugovanych, mnoZstvi testovaného roztoku do autosampleru.

Pokud se provadi SPE ru¢né, pracuje se bud s jednotlivymi kolonkami
naplnénymi sorbentem a se specialnim injekénim pistem, kterym se pusobi na
roztoky v kolonce pretlakem, nebo s pouzitim vakuového zafizeni, ve kterém Ize
zpracovavat podtlakem najednou az 30 vzorku. Dostupné vakuové pfistroje existuji
ve dvojim provedeni: v nejjednodussSim systému jsou odpady z rozpoustédel
sesbirany do odpadni nadoby uvnitf vakua a elucni Cinidlo s analytem sméfovano do
zkumavek Ci vialek, které se vlozi do zafizeni jeSté pred aplikaci eluentu do kolonky.
Jiné systémy obsahuji disky, které rotuji mezi odpadni a sbérnou polohou.
V odpadni poloze Cinidla protékaji kolonkou na dno vakuového zafizeni a v dalSi
poloze pak dochazi k plnéni pfedem pfipravenych zkumavek elucnimi Cinidly.

O manualné provadéné SPE se hovofi jako o off-line metodé, ¢imz se mini, Ze
vlastni extrakce a nasledna analyza extraktu probihaji zcela oddélené. Alternativou
ruéniho zpracovani vzorkl je on-line SPE, kdy elu¢ni €inidlo s analyzovanou latkou
putuje pfimo do chromatografu, kde je analyt podroben identifikaci a kvantifikaci.

Nejlépe automatizované off-line systémy jsou napojené na elektronickou pazi.
Robot promisi testované roztoky, postupné odebira potfebna mnozstvi extrakénich
Cinidel a pfinasi je na kolonku, zbytky Cinidel vede do odpadu, eluaty sbira do vialek.
V robotickych systémech byvaji kapaliny protlacovany kolonkou nejCastéji pfetlakem.
NanaSené objemy a volba jednotlivych rozpoustédel, ktera ve spravném CcCase
pfichazeji do styku se sorbentem, jsou naprogramovany. Nékdy na tyto systémy
navazuje filtrace a odpareni elu€niho Cinidla ze vzorku, pfipadné také nastfik na
chromatografickou kolonu. Posledné jmenovany pfipad uz ale predstavuje pfechod
mezi off-line a on-line uspofadanim procedury. Konecné Ize konstatovat, Zze se
systémy vyuZivajicimi elektronickou pazi, je mozné automatizovat prakticky veSkerou
metodiku vyvinutou pro manualni zpracovani vzorku.

Pfi on-line uspofadani s prepinanim kolon je SPE kolonka umisténa pred
HPLC kolonou a celé zafizeni je rozSifeno o pfidavné pumpy a selektivni propust pro
rozpoustédla, o pfepinaci ventil. V on-line usporadani je nejprve elucni Cinidlo
pumpovano kolonkou pro SPE a odvedeno do odpadu, potom nasleduje testovany
roztok, analyt se zachyti na tuhy sorbent a interferujici latky jsou svedeny do odpadu
vyplachovacim roztokem. Pro adsorpci i vyplachovani se pouZivaji pouze mala

mnozZstvi Cinidel, aby se zvysSila pravdépodobnost retence analytu. V dalsi, elu¢ni fazi
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pfepne systém proudéni eluéniho Cinidla z SPE kolonky na analytickou kolonu. Cela
aparatura pracuje s vysokymi protlaovacimi tlaky a zatimco je latka separovana a
hodnocena na analytické koloné, probiha rekondicionace kolonky pro SPE.

Nékdy jsou SPE kolonky napojené na on-line chromatografickou analyzu
oznacovany jako "pfedkolony" a mohou tak byt snadno zaménovany za pfedkolony

pouzivané v ramci klasické HPLC. M. Moors, D.L. Massart a R.D. McDowaII[z]

doporucuji pouzivat termin - "SPE kolon(k)y" - namisto nejednoznacného vyrazu
predkolony.

Je nasnadé, Ze on-line SPE pfinasi fadu vyhod oproti klasické SPE manualni.
Snizuje pocet potfebnych manipulaci se vzorkem, zlepSuje pfresnost nasledujici
analyzy, snizuje riziko kontaminace vzorkd a riziko Clovékem vnesenych chyb,
zmen3uje celkové laboratorni naklady. Pokud je navic on-line SPE zafazena pfimo
pred HPLC, pfinasi jesté dalSi zvyhodnéni. Prvné, uzavieny systém témér
neumoznuje kontaminaci vzorku, za druhé timto zplsobem veSkeré mnozstvi
analyzované slouceniny koncentrované na povrchu tuhé faze dosahuje analytické
kolony. Naproti tomu off-line nebo systémy s robotem napojené na vakuum nemaji
tak vysokou citlivost, nebot se zatim nedafi dovést totalni mnozstvi analytu z SPE
kolonky az na finalni kolonu analytickou. Navic metodiky spojené s odpafovanim
kapalnych rozpoustédel s sebou nesou rizika kontaminaci vzorkl produkty tepelného
rozkladu, s pfenasenim analytu souvisi moznost vyznamné adsorpce latky na stény
laboratorniho skla.

Nevyhodou on-line SPE jsou vyS$Si naroky na vyvoj SPE metodiky, které na ni
kladou za SPE nejCastéji zafazené chromatografy. Velice bedlivé se kontroluji
objemy pouzivanych ¢inidel, protoze pfiliSna mnozstvi rozpoustédel ¢asto zpusobuiji
chvostovani piku pfi HPLC analyze. Uplatni se i fada dalSich faktoru, které ovliviuji
HPLC analyzu: délka HPLC kolony, typ pfepinani kolon, dopfedny nebo zpétny tok
rozpoustédel, zda je eluce vedena jako isokraticka, gradientova nebo stupriovita, jeji
trvani. Nékdy je nutné jesté prfed zapocetim on-line SPE automatické analyzy upravit
vzorek dalSi izolaCni technikou — deproteinaci, popfipadé odstranit suspendované
Castice.

SPE kolonky byvaji vramci on-line zpracovani vzorkd pouzivany mnohdy
nékolikrat, jejich Zivotnost zavisi na slozeni matrix vzorku, aplikovanych objemech,

pouzitych rozpoustédlech a délce trvani jednotlivych vyplachd. Opakovana pouziti
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kolonek s sebou pfinasi urc€ité problémy: zejména se hovofi o tzv. "pamétovych
efektech". Tyto efekty znamenaji, ze mala mnozstvi analytu, ktera se neodpoutala
z povrchu tuhé faze v pfedchozi eluci, odchazeji s novou davkou eluéniho Cinidla.
Nékteré faze pak, predevSim iontové-vyménné pryskyfice a kovové sorbenty nelze
dost dobfe reaktivovat. Obecné se tedy opakované pouzivani SPE kolonek
nedoporucuje. Vyjimkou jsou pfipady, kdy se podafilo nalézt vhodna regeneracni
Cinidla a postupy, které zabranuji pamétovym efektim na kolonkach a ucinnost
kolonek se technikou nemeéni. Nulové riziko pfedstavuje on-line SPE

s vyménitelnymi kolonkami, které jsou nahrazovany po kazdé analyze novymi.

Vyuziti SPE

SPE se stala v poslednich desitkach let Siroce vyuzZivanou izolaéni technikou.
Nasla uplatnéni pfi kontrole chemickych |éCiv, v soudnictvi, na poli biomedicinském:
v  terapeutickém  monitorovani Iékovych hladin, farmakokinetickych a
farmakologickych studiich, pfi stanovovani nékterych endogennich substanci
nezbytnych k spravnému urcCeni diagnézy, v monitorovani zneuzivani drog a pfi
analyzach rezidui nékterych veterinarnich IéCiv ve zvifecich produktech. DalSi
rozsahlou oblasti vyuzivajici SPE je zivotni prostfedi (analyzy potravin, pitné vody,
prirodnich materiall). Rychlost, se kterou Ize SPE izolace provadét, je vyhodna pro
toxikologické laboratofe.

Selektivni postupy pro provedeni SPE byly popsany pro IéCiva patfici takfka
do v8ech farmakologickych skupin, pro endogenni slou€eniny typu peptidd,
katecholamind, steroidnich hormond nebo lipidQ; pro potravinova aditiva, pesticidy.
VétSina z téchto metodik byla vyvinuta pro jedinou konkrétni slouceninu, a pokud
byla validovana, pak bud pomoci vnitfniho standardu (strukturni analog) nebo
soucCasnou extrakci analyzované latky a chemické referen¢ni latky.

V zavislosti na sloZeni matrix vzorku, na koncentraci analyzované latky
v testovanych vzorcich, na zpusobu stanoveni slouceniny po extrakci, se SPE
pouziva bud jako jediny izolaéni postup, nebo v kombinaci s jinymi izolacnimi
technikami.

Po prostudovani literatury vySlo rovnéz najevo, Ze asi nejvice vyuzZivana je

neselektivni extrakce na Cig silikagelovych sorbentech. Pro selektivngjsi analyzy se

29



voli Casto iontové-vyménna extrakce, prfipadné extrakce probihajici na

prodlouzenych kolonkach obsahujicich dva sorbenty za sebou.

Shrnuti

Extrakce na pevnych fazich mize byt charakterizovana jako technika urena
kizolaci analyzovanych slou€enin z nehomogenniho prostifedi pfedevSim
biologickych vzorkG nebo jako metoda, ktera slouzi k odstranéni endogennich
slou€enin z téchto vzorkd. DalSi rozliSeni SPE se opira prfedevSim o nasledujici
kriteria:

1. typ sorbentu:

- klasické sorbenty jako aluminiové, magnesium silikadtové nebo uhlikové
skelety, pryskyfice,
- polymerni stacionarni faze,

- chemicky vazané faze,

2. provedeni SPE: statické ¢i dynamické,

3. v pripadé dynamické SPE: off-line nebo on-line uspofadani.

Technika SPE ma fadu vyhod, je snadno proveditelna, relativné rychla (i kdyz
se pracuje manualné, off-line), lehce automatizovatelna. Na sou€asném trhu existuje
velky vybér tuhych fazi pro SPE, které umozni selektivni extrakci, vycisténi nebo
frakcionaci témér jakékoliv slouCeniny. Navic nabidka se stale rozSifuje, vedle
klasickych kolonek se objevily tuhé faze ve skle nebo PTFE, pfipadné naplnéné do
rezervoarl z Cisté oceli, aby se zabranilo kontaminaci extraktl plasty. Pro své
nesporné vyhody a stale probihajici intenzivni rozvoj v oblasti, bude SPE jisté stale

Castéji pouzivanou izolacni technikou.
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Il. POZNAMKY K AMLODIPINU

I1.1. Klasifikace blokatoru kalciového kanalu

Amlodipin mesylat je svétle Zluty krystalicky prasek, Spatné rozpustny ve
vodé, Iépe rozpustny v ethanolu. Jeho chemicky nazev je (R,S) 3-ethyl 5-methyl-2-
[(2-aminoethoxymethyl)]-4-(2-chlorphenyl)-1,4-dihydro-6-methyl-3,5-pyridindikarboxy-
lat methansulfonat. Amlodipin mesylat je methansulfonova sul amlodipinu, [éCiva ze
skupiny takzvanych blokator vapnikového kanalu.

Zavedeni téchto IéCiv do terapie znamenalo jednu z nejvyznamnéjSich inovaci
|éCby kardiovaskularnich chorob ve 20. stoleti. Blokatory vapnikového kanalu (BVK)
nasly své uplatnéni zejména v léCbé hypertenze, anginy pectoris, akutniho
koronarniho syndromu, pfi spazmech mozkovych cév atd. Do této skupiny dnes jiz
patfi fada latek, které se navzajem podstatné li§i svou chemickou povahou i
nékterymi klinicky vyznamnymi vlastnostmi.

Svétova zdravotnicka organizace pred léty navrhla délit blokatory kalciového
kanalu na dvé skupiny: na ,selektivni“, pusobici na napétové fizené vapnikové
kanaly typu L (je to pfevazujici typ kanall v burikach hladkych svall a myokardu), a
,neselektivni®, blokujici kanaly typu L,T,N a P. Takové déleni ale neni v praxi pfilis
pouzitelné, protoze z néj nejsou patrné rozdily v pusobeni jednotlivych pfipravku.

(23]

Dvojice kardiologll z Japonska a Velké Britanie navrhla klasifikaci, ktera

podle klinicky vyhodnych a nevyhodnych vlastnosti jednotlivych pfipravkd déli
blokatory kalciového kanalu na tfi generace. Jejich prace neni nova, ale jako voditko
umoznuje lepSi orientaci ve vlastnostech antagonistl kalcia, zjednoduSuje pozici
lékare pfi rozhodovani o nasazeni BVK a pfi vybéru nejvhodnéjsiho pfipravku.

Do prvni generace fadi (bez ohledu na jejich odliSnou chemickou povahu)
verapamil, dilthiazem a nifedipin. Za jejich spoleCné nedostatky oznacuji
nepredvidatelnost odpovédi organismu (zpUsobenou vysokou variabilitou
plazmatické koncentrace IéCiv mezi pacienty i u téhoz pacienta), Casté lékové
interakce vinou relativné vysoké metabolizace pfi prvnim prachodu jatry, Casty vyskyt
tachykardii, palpitaci a bolesti hlavy (hlavni pFiCinou je rychlé dosazeni maximalni
plazmatické koncentrace — napf. po peroralnim podani nifedipinu do 1 h), kratké

trvani ucinku v dusledku relativné kratkého polo€asu a vysoké clearance. Predevsim
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pro kratké trvani ucinku nejsou pacienti s hypertenzi nebo ischemickou chorobou
srde¢ni (ICHS) chranéni v prabéhu kritickych rannich hodin. Duasledkem
nedostatecné organové selektivity pak jsou negativné inotropni a chronotropni ucinky
a zpomaleni atrioventrikularniho vedeni. SniZzeni kontraktility myokardu a tepové
frekvence a stim souvisejici pokles spotfeby kysliku v myokardu jsou potencialné
prospésné v [écbé ICHS, hypertofické kardiomyopatie a tachyarytmii, ale na druhé
strané mohou zhorsit stav pfi srdeCcnim selhani, navodit bradykardii i nékteré typy
srdecniho bloku.

Druha generace zahrnuje latky s lepSim farmakokinetickym profilem a/nebo
selektivnéjSim plsobenim na cévy. Autofi je déli do dvou skupin, lla a llb.

Do lla Fadi Iéky uzivané v lékovych formach s pomalym uvolfiovanim, do Ilb
léky s novou chemickou strukturou.

Do lla tak patfi nifedipin SR/GITS, felodipin ER, nicardipin SR, dilthiazem SR
a verapamil SR ( SR — sustained release, ER — extended release, GITS -
gastrointestinal therapeutic system), do llb benidipin, felodipin, isradipin, manidipin,
nivadipin, nimodipin, nisoldipin a nitrendipin.

Blokatory vapnikového kanalu skupiny lla maji méné vedlejSich uc€inku
zpUsobenych vazodilataci, protoze jejich plazmaticka koncentrace se zvySuje a jejich
ucinek nastupuje pomaleji (a také trva déle).

Pro pfipravky ve skupiné llb je charakteristické sniZzeni negativné inotropnich
a chronotropnich uginkd na srdce.

Ale i pres tato zlepSeni zUstava nedostatkem nékterych BVK 2. generace
Spatna predvidatelnost klinického ucinku, dana jejich nizkou biologickou dostupnosti,
velkymi vykyvy plazmatickych koncentraci a rychlym poklesem ucinku.

Za predstavitele tfeti generace blokatort vapnikového kanalu autofi oznacuji
povazuji lépe predvidatelnou ucinnost a dlouhé trvani ucinku, které i bez pouziti
lékové formy se zpomalenym uvolfiovanim spolehlivé pokryva 24 hodin. Podstatou
lepSich klinickych vlastnosti je jina farmakokinetika: amlodipin ma standardné
hladinou v plazmé. Jeho biologicky polo¢as v krevni plazmé je 40 — 50 hodin. Jeho

specifickou zvlastnosti je, Ze interaguje s vyskoafinitnimi receptory ve sténé Ca**
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kanalu velmi pozvolna. Ddusledkem je postupny nastup a pozvolné odeznivani
[24]

ucinku

[I.2. Farmakoterapie amlodipinem
Farmakodynamické vlastnosti a klinické udaje

Amlodipin je pomaly dihydropyridinovy antagonista vapnikového kanalu.
Mechanismus jeho uc€inku spociva jako u prakticky vSech ostatnich BVK v inhibici
vstupu vapenatych iontd do bunky kompetitivni blokadou (inhibici) vapnikovych
kanall typu L, které jsou dominantnim typem vapnikovych kanall v burikach
hladkych svali a myokardu. Nasledkem utlumu otevirani kanald typu L klesa

intracelularni koncentrace vapniku v bunkach hladké svaloviny stény cévni a

[25]

v myokardu, coz vede k vazodilataci a ke snizeni srde¢ni kontraktility . Amlodipin

potom pusobi ve vétsi mife na hladkou svalovinu cévni, na svalovinu srdecni pUsobi
pouze mirné. Negativné inotropni plUsobeni amlodipinu bylo zaznamenano pfi
pokusech in vitro, ale pfi podani terapeutickych davek léCiva zdravym zvifatim
odhaleno nebylo. Amlodipin v téle neovliviuje sérové koncentrace kalcia. Ve
fyziologickém rozmezi pH se vyskytuje v ionizované formé (pKa=8,6), kinetika jeho

interakci s vapnikovym kanalem je charakteristicka postupné se zvySujicim podilem

[

asociaci a disociaci s vazebnym mistem pro léCivo 26]. Pro amlodipin je tak typicky

velmi pomaly nastup a odeznivani uc€inku, minimalni aktivace sympatiku.

Amlodipin, jakozto periferni arterialni vazodilatans, plUsobi snizeni periferni
cévni rezistence a redukci krevniho tlaku. Mechanismus jeho antihypertenzniho
pusobeni tak vyplyva z jeho pfimého relaxaéniho plsobeni na cévni stény, zatimco
pfesny mechanismus, jimz amlodipin vede k ustupu angiéznich bolesti nebyl zatim
odhalen. Je vSak znamo, Ze amlodipin omezuje rozsah ischemického posSkozeni
myokardu dvéma zpUsoby. Prvnim mechanismem amlodipin dilatuje periferni
arterioly a tak redukuje celkovou periferni resistenci (afterload), zlepSuje schopnost
srdce preCerpavat krev. Vzhledem k tomu, Ze srde¢ni frekvence pfitom zlstava
stabilni, vede sniZeni dotizeni k odlehCeni prace srdce a snizeni potfeby energie a

kyslikovych narokd v myokardu. Druhy mechanismus pusobeni amlodipinu zahrnuje
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pravdépodobnou dilataci hlavnich vétvi koronarnich tepen a tepének jak
v normalnich, tak i vischemii postizenych oblastech. Dusledkem této dilatace je
ZlepSena dodavka krve do myokardu u pacientd s koronarnimi spazmy
(Prinzmetalovou Cili variantni anginou pectoris) a stenézou koronarnich tepen
v dusledku koufeni. U nemocnych s hypertenzi amlodipin pfi davkovani jedenkrat
denné klinicky vyznamné snizuje krevni tlak. Vzhledem k pomalému nastupu ucinku
vSak podani amlodipinu nevede k akutni hypotenzi. Byva proto indikovan k lécbé
hypertenze a u vétSiny pacientd muaze byt pro kontrolu krevniho tlaku pouzit
v monoterapii. Pfidani amlodipinu k stavajici terapii muze byt prospésné u téch
pacientd, u nichZ se nepodafilo dosahnout kontroly krevniho tlaku jednotlivym
antihypertenzivem. Amlodipin Ize uzivat v kombinaci s thiazidovymi diuretiky, s alfa-
blokatory, blokatory beta-adrenergnich receptorl nebo inhibitory angiotensin
konvertujiciho enzymu.

Dale byva amlodipin indikovan k profylaktické IéCbé stabilni anginy pectoris
nebo Prinzmetalovy anginy pectoris. V této indikaci je doloZzeno vyrazné zlepSeni
kvality Zivota (pokles vyskytu stenokardii, zlepSeni tolerance zatéze a spotfeby
nitroglycerinu) a snizeni celkové ischemické zatéze.

Pfi podani amlodipinu nebyly zjistény Zadné nezadouci metabolické ucinky na
lipidy ani zmény jejich plazmatickych koncentraci. Aplikace amlodipinu je tak vhodna
i u pacientl s astmatem, diabetem &i dnou. Hemodynamické kontrolované klinické
studie s pacienty se srde¢nim selhanim II-IV tfidy podle New York Heart Association
kritérii ukazaly, Ze amlodipin nevede ke zhorSeni klinického stavu nemocnych,
hodnoceného pomoci tolerance namahy, velikosti ejekéni frakce levé komory a
klinické symptomatologie.

Pfipravky s amlodipinem jsou zatim ureny k |é¢bé pouze dospélych pacientq,
jejich bezpec€nost a ucinnost u déti nebyla zatim stanovena.

Obvyklé davkovani latky jak v 1éCbé hypertenze, tak anginy pectoris se
pohybuje okolo 5 mg jedenkrat denné na pocCatku terapie, davky je mozno postupné
zvySovat az na maximalni davku 10 mg denné, v zavislosti na individualni reakci
pacienta. Podava se zejména peroralné. V pfipadé podavani amlodipinu spole¢né
s thiazidovymi diuretiky, beta-blokatory, ¢i ACE inhibitory neni nutné davkovani
amlodipinu nijak upravovat. Také u starSich pacientl a pacientd se zhorSenou funkci
ledvin je mozné pouzivat doporucené davkovani. Stejnou davku amlodipinu toleru;ji

nemocni s ledvinami i starSi nemocni stejné dobfe jako ostatni pacienti. Na druhou

34



stranu, pacienti se zhorSenou funkci jater dodrzuji zvlastni opatfeni. Protoze
blokatory kalciového kanalu podléhaji vyrazné metabolizaci pfi prvnim prachodu
jatry, je také u amlodipinu plazmaticky poloCas v pfipadé nemocnych se sniZzenou
funkci jater vyrazné prodlouzen. Davkovaci schéma pro tyto pacienty nebylo zatim
stanoveno, ve zvlastnich pfipadech je amlodipin podavan s mimoradnou opatrnosti.
ZvySena opatrnost je také tfeba u pacientl s hypotenzi, s hypertrofickou obstrukéni
kardiomyopatii a nestabilni anginou pectoris.

Zkusenosti s predavkovanim amlodipinem u clovéka jsou omezené. Podle
dostupnych informaci miaze pfedavkovani vyustit v rozsahlou periferni vazodilataci
s naslednou vyraznou a pravdépodobné i dlouhodobou systémovou hypotenzi.
V IéCbé se potom doporucCuje vyplach zaludku, vzhledem k vysoké vazebnosti
amlodipinu na bilkoviny plazmy nema dialyza smysl.

Kontraindikaci pro podani IéCiva amlodipinu je pfecitlivélost pacienta na latku.
Dale je amlodipin kontraindikovan u nemocnych v kardiogennim Soku, u pacientd
s arterialni sten6zou a v dobé téhotenstvi Ci laktace. Bezpecnost amlodipinu v dobé
téhotenstvi a kojeni u Clovéka totiz nebyla zatim prokazana. Ve studii na zviratech se
vSak neprojevily zadné toxické ucinky, s vyjimkou opozdéni a prodlouzeni porodu u
davky na urovni padesatinasobku maximalni doporu¢ené davky pro ¢lovéka.

Studie, které se zabyvaly moznosti interakci amlodipinu s ostatnimi I&Civy,
pfinesly poznani, ze toto IéCivo Ize bez obav podavat spolecné s thiazidovymi
diuretiky, alfa-blokatory, beta-blokatory, inhibitory angiotensin konvertujiciho enzymu,
dlouhodobé pusobicimi nitraty, sublingualnimi formami nitroglycerinu, nesteroidnimi
antiflogistiky, antibiotiky a peroralnimi antidiabetiky.

Specialné zamérené studie pak ukazaly, ze u zdravych dobrovolniki nemélo
soucCasné podavani amlodipinu za nasledek zménu sérovych hladin dioxinu ani jeho
renalni clearance, a Zze soucasné podani s nim neméni farmakokinetiku amlodipinu.

Data ze studii in vitro, provadénych s lidskou plazmou, neprokazala zZadny
u¢inek amlodipinu na vazbu IéCiv (digoxinu, phenytoinu, warfarinu nebo
indomethacinu) na bilkoviny krevni plazmy.

U zdravych dobrovolniki muzského pohlavi nezménilo sou€asné podani
amlodipinu s warfarinem pUsobeni warfarinu na protrombinovy ¢&as. Ve
farmakokinetickych studiich s cyklosporinem se dale podafilo prokazat, Ze amlodipin
nijak vyznamné neovliviiuje farmakokinetiku tohoto imunosupresiva. Udaje doplfiuji

informace o interakci latky s grapefruitovou Stavou, ktera muze zvySovat plazmatické
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hladiny amlodipinu, aniz by doslo k vyznamné&jSimu ovlivnéni pacientova krevniho
tlaku nebo tepoveé frekvence.

Amlodipin jako jina l|éCiva vykazuje nékteré nezadouci ucCinky, z nichz
k nejCastéji pozorovanym v ramci klinickych studii kontrolovanych placebem patfi
bolesti hlavy, otoky (zejména perimaleolarni), spavost, nauzea, bolesti bficha,
navaly, palpitace a zavraté. Mezi méné Casté nezadouci ucinky patfi alopecie,
porusena stfevni motilita, bolesti kloubu, dusnost, bolesti v zadech, svalové kfece,
dyspepsie, gingivalni hyperplazie, gynekomastie, hyperglykémie, impotence, Castost
moceni, leukopenie, pankreatitida, zvySené poceni, synkopy, trombocytopenie,
vaskularni periferni neuropatie, malatnost, suchost v Ustech, bolesti svalt a poruchy
zraku. V mnoha téchto pfipadech vSak neni jasna souvislost mezi podanim
amlodipinu a nezadoucim ucinkem.

Vzacné se vyskytuji alergické reakce vCetné svédéni, rashe, angioedému a
erythemu multiformes. Velmi zfidka byly hlaSeny také hepatitida, Zloutenka a zvySeni
jaternich transaminaz . U nékolika pacientd byly uvedené pfiznaky v dusledku IéCby
amlodipinem natolik zavazné, Ze si vyzadaly hospitalizaci. U vétSiny z nich je vSak
pfi€inna souvislost nejasna.

Podobné jako u ostatnich blokatord kalciovych kanald se i u amlodipinu
objevuji zpravy o obcCasnych ucincich, které nelze odliSit od vlastniho pribéhu
zakladni choroby: infarkt myokardu, arytmie (tachykardie a fibrilace sini) a bolesti na
hrudi.

Farmakokinetické viastnosti

Absorpce a distribuce

Po peroralni aplikaci v terapeutickych davkach je amlodipin dobfe resorbovan,
s dosazenim maximalnich koncentraci v plazmé za 6-12 hodin po podani. Absolutni

[26]

biologicka dostupnost se pohybuje v rozmezi 64%-90% . Distribu¢ni objem je

pfiblizné 21 I/kg. Konzumace potravy neovliviiuje absorpci amlodipinu. In vitro studie
ukazaly, Ze pfiblizné 97,5% cirkulujiciho amlodipinu je vazano na plazmatické

bilkoviny.
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Biotransformace a exkrece

Plazmaticky eliminacni poloCas amlodipinu Cini 35-50 hodin a je pfi jedné
denni davce konstantni. Ustalenych plazmatickych hladin se dosahuje po 7-8 dnech
nepretrzitého podavani.

Amlodipin je ve znacné mife metabolizovan na inaktivni metabolity v jatrech,
vyrazné jiz pfi prvnim pruchodu jatry. Je vylu€ovan z asi 10% v nezménéné podobé
moci, 60% odchazi ve formé& metabolita.
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Experimentalni ¢ast

I. POUZITY MATERIAL

|.1. Chemikalie

Amlodipin-mesylat, racemicky (VUFB Praha), zkratka AML-MES
Pyren (Fluka), vnitfni standard

Acetonitril pro HPLC (Fluka), zkratka ACN

Methanol Chromasolv (Riedel-de Haen)

Amoniak 25%(Lachema Brno)

Kyselina octova (Lachema Brno)

Octan sodny (Lachema Brno)

Kyselina borita (Lachema Brno)

Chlorid draselny (Lachema Brno)

Hydroxid sodny (Lachema Brno)

Ultradista voda disténa reverzni osmoézou

[.2. Pomlcky a pristroje

sklenéné zkumavky s plochym dnem, vialky, kadinky, odmérné valce

sklenéné pipety délené i nedélené, odmérné banky

automaticka pipeta 1 000 ul, Labsystems 4 500 (Finn)

nastroje na navazovani — lodicka, kovové 1Zicky a kopistky

odsavaci zkumavky o vnitfnim prdmeéru 17 mm

pisty z injek¢Cnich stfikacek 5 mla 10 ml

parafiim " M ", izolepa

kolonky LC-SCX dodané firmou SUPELCO (100mg sorbentu v 1ml tuby),
Accu Bond SPE CYANO kolonky (100mg/iml), Accu Bond" SPE ETHYL
kolonky (100mg/1ml), oboji dodané Agilent Technologies, DSC-CN kolonky
od firmy SUPELCO (100mg/1ml)

analytické vahy Sartorius GMBH, Goéttingen

pH-metr OP 211/1, Radelkis, Budapest
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fluorimetr Aminco Bowman Series 2 (Thermo Spectronic, USA )
kyvety pro fluorescenci
kapalinovy chromatograf Agilent 1100

39



Il. PRIPRAVA ZASOBNICH ROZTOKU

I.1. Priprava zakladniho roztoku AML-MES

Mnozstvi 0,0058 g amlodipin-mesylatu navazené na analytickych vahach bylo
kvantitativné pfeneseno do 25 ml odmérné bariky a rozpusténo v 1 ml methanolu,
doplnéno destilovanou vodou do 25 ml. Ze vzniklého roztoku o koncentraci 232 ug/ml
AML-MES byl automatickou pipetou odebran 1 ml tohoto roztoku a pfenesen do 100
ml odmérné bariky. Doplnénim na 100 ml destilovanou vodou byl ziskan zakladni
roztok AML-MES o koncentraci 2,320 ug/ml. Tento roztok byl nasledné pouzivan
v extrakcich nebo dale zfedovan na pozadovanou koncentraci destilovanou vodou.
Roztoky AML-MES v destilované vodé byly pouzity v pfipadé kalibrace a méfeni na
LC-SCX kolonkach.

V pfipadé testovani kyanopropylovych a C, tuhych fazi byl zakladni roztok 232
Mg/ml AML-MES zifedovan na 2,320 pg/ml smési acetatovy (pH 5,23) : acetonitril ve
vzajemném pomeru 7:3 (v/V). Ve dvou pokusech na C, tuhych fazich byl zakladni
roztok zfedovan na 2,320 yg/ml AML-MES pufrem boratovym (pH 9,20).

Il.2. Priprava acetatového pufru

Acetatovy pufr byl pfipraven smisenim 1 dilu 0,01M kyseliny octové (0,57ml
konc.CH3COOH/1000mI H,O) a 4 dild 0,01M octanu sodného (navazka 1,361g
CH3COONa.3H,0/1000ml H,0) v kadince, pH pufru bylo upraveno pfridavkem 0,1M

kyseliny octové na hodnotu 5,23.

11.3. Priprava boratového pufru

Boratovy pufr byl pfipraven rozpusténim 0,620 g kyseliny borité a 0,750 g
chloridu draselného ve 100 ml odmérné barice, doplnénim destilovanou vodou po

znaCku. Obsah banky byl intenzivné protfepan, pH upraveno pfidavkem 0,2M

hydroxidu sodného na hodnotu 9,20.
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11.4. Pfehled pouzivanych elu€nich €inidel

11.4.1. EC 1 - eluéni &inidlo pouzité pfi testovani kolonek

Roztok €inidla byl pfipraven smisenim amoniaku 25% a acetonitrilu v poméru
1:9 (v/v) v kadince.

1.4.2. EC 2 - eluéni &inidlo pouzité pii testovani kolonek

Roztok €inidla byl pfipraven smisenim amoniaku 25% a acetonitrilu v poméru
1:4 (viv) v kadince.

11.4.3. EC 3 - eluéni éinidlo pouzité pfi testovani kolonek

Roztok ¢inidla byl pfipraven smisenim amoniaku 25% a acetonitrilu v poméru
1:3 (v/v) v kadince.

11.4.4. EC 4 - eluéni ¢inidlo pouzité pfi testovani kolonek

Roztok ¢inidla byl pfipraven smisenim amoniaku 25% a acetonitrilu v poméru
1:1 (v/v) v kadince.

11.4.5. EC 5 - eluéni éinidlo pouzité pfi testovani kolonek

Roztok ¢inidla byl pfipraven smisenim amoniaku 25% a acetonitrilu v poméru
1:5 (v/v) v kadince.

11.4.6. EC 6 - eluéni éinidlo pouzité pfi testovani kolonek

Roztok €inidla byl pfipraven smisenim amoniaku 25% a acetonitrilu v poméru
3:5 (v/v) v kadince.
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I.5. Priprava roztoku vnitiniho standardu — pyrenu

Navazka 0,0580 g substance pyrenu pFfenesena kvantitativné do 25ml
odmérné bariky byla nejprve rozpusténa ve 25 ml methanolu. Vznikly roztok pyrenu
o koncentraci 2320 pg/ml byl dale 10krat zfedén methanolem na koncentraci 232
pg/ml. Roztok 232 pg/ml pyrenu v methanolu byl nasledné zifedén na koncentraci

2,320 pg/ml smési acetatovy pufr (pH 5,23): acetonitril 7:3 (v/v).
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ll. POPIS PRACOVNIHO POSTUPU

Pfi praci jsem sledovala klasicky postup SPE, ktery zahrnuje 4-5 dil€ich kroku
a ktery je detailné popsan v teoretické Casti.

Na SPE kolonku jsem vzorky |éCiva, pfipadné jinych substanci v roztoku,
Cinidel a promyvaci vodu aplikovala automatickou pipetou. Objemy kapalin vnesené
do kolonky jsem protlacovala skrze sorbent rychlosti pfiblizné 2 kapky/sekundu
vlastni fyzickou silou pomoci pistu injekéni stfikacky nebo pozdéji s pouzitim vakua a
odsavaci zkumavky (detailné popsano v kapitole 111.3.). Tuhou fazi jsem v prubéhu
extrakce nenechavala nikdy uplné vyschnout. Novy objem kapalné faze jsem
aplikovala vzdy, kdyz se po projiti celého predeslého objemu sorbentem objevila
prvni vzduchova bublina.

Je tfeba dodat, Ze kolonky pro SPE jsem pouZivala vzdy nékolikrat. Opakovana
pouziti SPE kolonek si Zadaji vzdy novou reaktivaci tuhého povrchu. Obnoveni
retenCnich vlastnosti sorbentu pro mne bylo samoziejmosti vzdy po skonceni kazdé

jednotlivé extrakce. ZpUsob reaktivace, ktery jsem pouzivala, je zminén dale.

l11.1. Kalibraéni krivka

Kalibraéni kfivka pro fluorimetricka stanoveni koncentraci IéCiva ve vzorcich
byla vytvofena se vzorky amlodipin-mesylatu rozpusténymi v destilované vodé o
koncentracich 0,058 pg/ml, 0,116 pg/ml, 0,232 pg/ml, 0,580 pg/ml a 2,320 pg/ml,
pripravenymi zfedovanim zakladniho roztoku AML-MES (viz. 11.1.). U téchto vzorku

byla zméfena intenzita fluorescence.

[11.2. LC-SCX kolonky

Prvni pokusy (pokus €. 1 a 2 pro SCX tuhé faze) provedené na LC-SCX
extrakénich kolonkach probihaly takto. Kondicionace a eluce byly vedeny elu¢nim
ginidlem EC 1 (viz. 11.4.1.), aplikované objemy byly 2 ml. Promyti kolonek po
kondicionaci probéhlo 2 ml destilované vody a nasledné 2 ml acetonitrilu. K vymyti
interferujicich slou€enin jsem pouzila 2 ml destilované vody. Kapalné faze jsem
protlacovala kolonkou rychlosti 2 kapky/sec pretlakem shora pomoci pistu injekéni
stfikaCky. Ziskané extrakty jsem jimala do zkumavek s plochym dnem. Pro

43



fluorimetricka stanoveni jsem prelévala tyto extrakty pfimo do kyvet z kiemenného
skla bez jejich dalSi upravy.

Prvni kolonku jsem pouzila dohromady Ctyfikrat, nejprve v prfedbéznych
extrakcich, pozdéji pro popsana méreni. Kolonku jsem po kazdé extrakci vzdy
reaktivovala. Po C¢tvrtém pouziti doSlo u prvni pouzivané kolonky LC-SCX
k rozvolnéni sorbentu a bylo nutné pracovat s jinou kolonkou od téhoz vyrobce. Cely
pokus jsem tedy opakovala stejnym zpusobem jesté jednou s uplné novou LC-SCX
kolonkou (pokus €. 3, tuhé faze SCX).

[11.3. CYANO - kolonky

Testovani SPE kolonek — Accu Bond SPE CYANO obsahujicich
kyanopropylovou tuhou fazi, ktera pusobi slabou kationtovou vyménu
uhlovodikovych a kationtovych slou€enin, bylo podobné pfedeSlym pokusim, pouze
slozeni elu¢niho (kondicionacniho) €inidla se zménilo.

Nejprve jsem opakovala kombinaci 25% amoniak : acetonitril v poméru 1:9
(v/v) v eluénim &inidle (pokus &. 1 na kyanopropylovych sorbentech), pouzito EC 1
(viz. 11.4.1.), v dalSim pokusu potom zkusila zvySit pomér smérem k amoniaku 1:4
(v/v) (pokus &. 2, kyanopropylové tuhé faze), pouzito EC 2 (viz. 11.4.2.). Tehdy jsem
zaznamenala pomérné dobré vysledky, a tak jsem zacCala hledat optimalni podminky
pro SPE pravé na CN kolonkach. Protoze manualni protladovani roztokd kolonkami
pomoci pistl z injek&nich stfikacek bylo pfilis pracné, narocné na udrzeni konstantni
rychlosti pratoku Cinidel, dalSi pokusy s kolonkami pro SPE jsem uz po cely zbytek
laboratorni prace provadéla s odsavacimi zkumavkami. Prfislusna kolonka byla
zafixovana do otvoru odsavaci zkumavky pomoci parafilmu "M", zkumavka napojena
na vodni vyvévu, ktera zprostfedkovala vakuum. Tlakem shora na kolonku
umisténou ve zkumavce a jejim polohovanim jsem dosahla konstantnich
prutokovych rychlosti, prace se velmi zrychlila. Jednotlivé frakce SPE jsem pfitom
jimala pfimo do odsavaci zkumavky, promyvaci kapaliny vylévala do odpadu,
extrakty pfelévala z odsavaci zkumavky pfimo do fluorimetrickych kyvet. Zafizeni
s odsavaci zkumavkou mi tak umoznilo provést celou dal$i sérii pokusu.

Abych podpofila  ionizaci  amlodipinu  dulezitou pro interakci
s kyanopropylovymi funkénimi skupinami, rozpoustéla jsem amlodipin-mesylat

v roztoku acetatového pufru o pH 5,23 a acetonitrilu, smiSenych v poméru 7:3 (v/v).
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Koncentrace léCiva ve smésném roztoku byla standardné 2,320 pg/ml. Schéma,

podle kterého probihala SPE, bylo:

kondicionace elu¢nim Cinidlem o objemu 2 ml,

vyplach balastnich latek destilovanou vodou - mnozstvim 2 ml,
2 ml Cistého acetonitrilu,

vzorek AML-MES, rovnéz 2 ml,

promyti destilovanou vodou 2 ml,

ok~ 0N PE

o

vymyti 1éCiva 2 ml eluCniho Cinidla.

Rychlost pritoku €inidel se pohybovala kolem 2 kapek/sec.

Pozdéji jsem dvakrat opakovala pokus €. 2 tentokrat s pouZzitim odsavaci
zkumavky a vakua. K eluci i kondicionaci kolonky bylo pouZito eluéni &inidlo EC 2
(viz. 11.4.2.). Tyto pokusy, oznacené jako €. 3 a €. 4 na kyanopropylovych fazich,
jsem pouzila k hodnoceni opakovatelnosti metodiky SPE na kyanopropylovych
sorbentech.

V dalSi sérii pokusu jsem postupné modifikovala slozeni eluéniho &inidla (mobilni
faze pro SPE), zplsob provedeni SPE se nezménil . Toto Cinidlo se skladalo vzdy
z amoniakalniho 25% roztoku ve vodé a acetonitrilu pro HPLC. Postupné jsem
s ohledem na dosazené vysledky zvySovala zastoupeni amoniaku v mobilni fazi.
Eluéni ginidla, se kterymi jsem pracovala, byla: EC 1 (viz. 11.4.1.) pfi pokusu &. 5, EC
2 (viz. 11.4.2.) pro pokus &. 6, EC 3 (viz. 11.4.3.) v pokusu ¢&. 7 a EC 4 (viz. 11.4.4.) pfi
pokusu €. 8 na kyanopropylovych tuhych fazich. Z analytického hlediska se nejlépe
osvédcila mobilni faze, kde se misi amoniak s acetonitriiem rovhym dilem. Takové
podminky ovSem pfili§ nesvédci materialim, z nichz jsou zhotovovany kolonky, proto
jsem svoji pozornost zaméfila jesté na dalsi typ tuhé faze.

Pro kontrolu adsorpce analytu na tuhou fazi jsem také pokazdé sbirala frakce
s rozpoustédlem pro léCivo, které proSlo kolonkou po aplikaci vzorku na kolonku, a

zjistovala koncentraci uniklého léCiva v tomto rozpoustédle.

lll.4. C, — kolonky

V této fazi testovani SPE kolonek jsem zvolila sorbenty s navazanymi

ethylovymi funkénimi skupinami. Vychazela jsem z pfedpokladu, Ze hydrofobni
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interakce, kterymi pusobi, jsou natolik univerzalni, Zze by mohly vazat |éCivo
amlodipin.

Prvni pokusy na C, kolonkach jsem provadéla se vzorky AML-MES 2,320
Mg/ml rozpusténym v acetatovém pufru (pH 5,23) : acetonitrilu 7:3 (v/v). Schéma SPE
se neliSilo od SPE provadéné na CYANO kolonkach. Pro pokus ¢. 1 na C,
sorbentech jsem pouzila EC 5 (viz. 11.4.5.). Pratokovou rychlost ¢&inidel jsem
udrzovala na 2 kapkach/sec.

V dalSich pokusech na C, kolonkach jsem rozpoustéla navazku amlodipin-
mesylatu v pufru boratovém, tak aby se potlacil iontovy charakter IéCiva a zvyraznily
nepolarni vazby. Na kolonku jsem postupné vnasela 2 ml elu¢niho Cinidla, 2 ml
destilované vody, 2 ml acetonitrilu, 2 ml roztoku AML-MES o koncentraci 2,320 ug/mi
v boratovém pufru (pH 9,20), znovu 2 ml destilované vody a kone¢né 2 ml elu¢niho
ginidla — EC 6 (viz. 11.4.6.) v pokusu &. 2 pro C, tuhé faze, pozdsji EC 4 (viz. 11.4.4.)
pro pokus €. 3 na C, tuhych fazich. Pratok Cinidel jsem udrZovala na obvyklych 2
kapkach za sekundu. Kapalné faze byly protlaCovany podtlakem, jimany do odsavaci
zkumavky. Extrakty prelévany bez dalSich uprav do fluorimetrickych kyvet k méfeni.

K porovnani ucinnosti extrakce na C, a kyanopropylovych tuhych fazich jsem
ucCinila pokus, ktery jsem v ramci pokust pro C, tuhé faze oznacila jako pokus ¢.4,
ackoli SPE probihala na kolonkach Accu Bond Elut CN. Jako vzorek jsem pouzila
léCivo AML-MES o vychozi koncentraci 2,320 ug/ml rozpusténé v boratovém pufru
(pH 9,20). K vyplaveni Ié&iva z kolonky pfi eluci ginidlo EC 4 (viz. 11.4.4.). Zpusob
provedeni SPE se neliSil od pokusu pfedchozich. Na kolonku jsem postupné vnasela
2 ml eluéniho &inidla EC 4, 2 ml destilované vody, 2 ml acetonitrilu, 2 ml roztoku
AML-MES o koncentraci 2,320 pg/ml v boratovém pufru (pH 9,20), znovu 2 ml
destilované vody a kone&n& 2 ml eluéniho ¢&inidla EC 4. Kapalné faze prochazely
kolonkou pusobenim vakua rychlosti pfiblizné 2 kapky/sec. Extrakt jsem jimala do
odsavaci zkumavky a pred fluorimetrickou analyzou tento extrakt prelila bez dalSi

upravy do kyvety pro fluorescenéni méreni.

[11.5. Vnitini standard pro chromatografickou analyzu

Jako vnitfni standard pro HPLC analyzy amlodipinu s fluorescencnim
detektorem byl navrzen pyren. Pyren o koncentraci 2,320 ug/ml jsem extrahovala

podobné jako amlodipin-mesylat na kyanopropylovych tuhych fazich kolonek Accu
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Bond Elut CN pro SPE, tentokrat jiz s optimalizovanym slozenim elu¢niho Cinidla.
Zpusob extrakce kopiroval ptivodni pokusy na kyanopropylovych tuhych fazich:
1. promyti kolonky 2krat 2 ml eluéniho &inidla EC 3,
2. vyplach 2 ml destilované vody,
3. 2 ml acetonitrilu,
4. 2 mlvzorku 2,320 pg/ml pyrenu v acetatovém pufru (pH 5,23):ACN
7:3 (VIv),
promyti 2 ml destilované vody,
6. 2 ml eluéniho ¢&inidla EC 3.

o

Pratok cCinidel jsem udrzovala na 2 kapkach/sekundu. Pouzivala jsem zafizeni

s odsavaci zkumavkou napojenou na vodni vyvévu.

l1l.6. Pfevedeni metodiky SPE na praci s biologickym materialem

K dispozici jsem méla vzorky moci kralikl o objemu 1 ml, ktera byla zvifatim
odebrana v ¢asech 10, 20, 30, 40, 50, 60 a 70 minut po aplikaci léCiva. Takto
ziskané vzorky moci jsem podrobila extrakci na kyanopropylovych tuhych fazich.

Mnozstvi 1 ml moci zvifat byla postupné vnasena na kolonky Accu Bond Elut
CN (vzorky odebrané po 10 a 20 minutach po aplikaci IéCiva), pozdéji na kolonky
DSC-CN (vzorky odebrané po 30, 40, 50, 60, 70 min). Schéma SPE bylo totozné s
predchozimi pokusy na kyanopropylovych sorbentech, pouze pouZivana mnoZstvi
rozpoustédel se zmensSila na 1 ml vzhledem k mnozstvi vzorku, které mi byly dodany
kazdy jednotlivy o objemu 1 ml. Eluénim ¢inidlem byla opét smés amoniak 25% :
acetonitril ve vzajemném poméru 1:3 (v/v), tj. EC 3 (viz. 11.4.3.). Posledni frakce SPE
uréena pro HPLC analyzu byla jimana pfimo do vialek.
Extrakty AML-MES z modi kralikG byly odpafeny do sucha pomoci vodni vakuové
pumpy pfi laboratorni teploté a analyzovany chromatograficky. Odparky byly pred

HPLC rekonstituovany ve 400ul mobilni faze.
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[11.7. Chromatograficka analyza amlodipinu v extraktech po SPE

Chromatograficka stanoveni amlodipinu v extraktech z biologického materialu
byla provedena na kapalinovém chromatografu Agilent 1100. Pouzita mobilni faze
méla sloZeni: 0,01M acetatovy pufr (pH 5,23) a acetonitril smiSené v poméru 7:3
(v/v). Teplota chromatografické kolony Agilent Zorbax Eclipse XDB C8 (150x4,6 nm)

byla udrzovana na 30°C. Na fluorescen¢nim detektoru byly nastaveny vinové délky

)\exz 240 nm, )\em = 445 nm. Nastfikovano bylo 100 pl vzorku.
[11.8. Reaktivace kolonek

Reaktivace SPE kolonek jsem provadéla stale stejnym zpusobem bez ohledu
na typ kolonek. Po provedeni kompletni extrakce na tuhych fazich s kone¢nym
vymytim léCiva z kolonky elu¢nim Cinidlem jsem kolonky proplachovala 1krat 1 nebo
2 ml Cistého acetonitrilu a nasledné 1krat 1 nebo 2 ml destilované vody. Mnozstvi
chemikalii jsem pFizplisobovala podminkam pfedchozich extrakci. Jestlize jsem
napfiklad v pokusu pouZivala vzdy po 2 ml kapalnych fazi pfi extrakci, pouzila jsem

k obnoveni reten¢nich schopnosti tuhé faze po 2 ml ACN a H-O.
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IV. VYJADROVANI VYSLEDKU

Fluorimetricka méfreni koncentraci AML-MES v ziskanych extraktech probihala
za téchto podminek: excitacni vinova délka byla 240 nm, hodnoty intenzity
fluorescence byly odecitany pfi 431 nm, Sife Stérbin monochromatorua Cinila 8 nm.

Koncentrace léCiva AML-MES ve vzorcich jsem vyjadfovala v pg/ml nebo mg/l.
Tyto koncentrace jsem ziskala prepoétem hodnot intenzity fluorescence?®
nameéfenych fluorimetrem pomoci regresni rovnice kalibraéni kfivky.

Mnozstvi 1éCiva ve vzorcich analyzovanych HPLC s fluorimetrickou detekci je

vyjadifeno v mg/l.

?Hodnoty intenzity fluorescence nemaji rozmér, nebot jsou hodnotami pomérnymi
(jde o pomér naméfeného signalu a maximalniho signalu, na ktery je pro dany pokus

nastaven detektor - fotonasobic).
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Vysledkova ¢ast

1. Kalibracni krivka

Linearni kalibra¢ni pfimka byla ziskana se vzorky AML-MES rozpusténymi
koncentraci 2,320 ug/ml. U vzorku byla méfena intenzita fluorescence.

Vysledky méfeni zobrazuje tabulka 2. Kalibra¢ni pfimka je charakterizovana
regresni rovnici y = 2,3337 x + 0,3016, kde y znaCi intenzitu fluorescence, X
koncentraci AML-MES v mg/l, a koeficientem determinace 0,9995. Regresni rovnice

a koeficient determinace jsou také uvedeny jako soucast obrazku 4.

Tabulka 2: Koncentrace AML-MES v mg/l a jim odpovidajici hodnoty intenzity

fluorescence. Hodnoty pouZzité k sestrojeni kalibracni kfivky.

Koncentrace AML-MES v mg/I Intenzita fluorescence
0,058 0,362
0,116 0,617
0,232 0,837
0,580 1,703
2,320 5,704
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Obr. 4: Kalibraéni krivka.
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2. Vysledky pokusti s LC-SCX kolonkami

S kolonkami LC-SCX jsem provedla postupné tfi pokusy, které mély slouzit jako
vychozi pro optimalizaci podminek SPE amlodipinu, a pfi kterych jsem zaroven
sledovala opakovatelnost SPE.

LéCivo AML-MES jsem na podkladé pfedchozich orientaénich pokust znovu
rozpoustéla v destilované vodé. Uprava pH vzorku nebyla pfi pokusech s LC-SCX
kolonkami provadéna, ¢imz byl ovéfovan predpoklad, ze retenni schopnost SCX
sorbentu zadrzovat AML-MES je dostatecna i bez takové upravy.

Zadala jsem pracovat s eluénim &inidlem EC 1, ve kterém se misi amoniak 25%
a acetonitril 1:9 (v/v), abych pfi vymyvani IéCiva z kolonky potlacila jeho iontovy
charakter a usnadnila jeho eluci. V pokusech €. 1 a €. 2 na LC-SCX kolonkach jsem
dosahla pfiblizné shodnych vysledki (naméfené hodnoty popisuje tabulka 3).
Kolonky LC-SCX pfi praci Cinily nékteré obtize. Kapalné faze jsem skrze tyto kolonky
protlaCovala pistem injekCni stfikaCky a nazpét vytahovala pist zna¢nou silou. Na
sorbent v kolonce tak pfi vytahovani pistu pusobil zna¢ny podtlak, ktery se zfejmé
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podilel na tom, ze béhem pokusu doSlo po provedeni v pofadi 4. SPE na kolonce
k rozvolnéni sorbentu. Stejnou kolonku jsem pouzivala i na predbézné testy.
Znehodnocenou kolonku jsem vyménila za novou. S novou LC-SCX kolonkou
(pokus €. 3. na LC-SCX kolonkach, zahrnut do tabulky 4) jsem potom pracovala
uplné stejné jako pfi pokusech €. 1 a 2. Vysledek SPE na nové kolonce se velmi lisil
od pfedchozich méfeni, mnozstvi |éCiva v extraktu bylo nyni velmi nizké. Ani kontrola
mnozstvi |éCiva v destilované vodé, ktera prosla kolonkou pfi aplikaci vzorku léCiva
na kolonku (tuto jsem pro jistotu sbirala) nepotvrdila, Ze by velka mnozstvi AML-MES
odchazela kolonkou bez zadrzeni. Proto pokusy s kolonkami LC-SCX dale
nepokracCovaly. Vysledek shrnuje tabulka 4.

Tabulky 3 a 4 predstavuji vysledky dil€ich pokusu na LC-SCX kolonkach.
Tabulka 5 shrnuje vysledky vSech tfi pokusu na LC-SCX kolonkach a graficky jsou
tyto vysledky zpracovany do obr. 5.

Tabulka 3: Vysledky pokusu ¢. 1 a ¢. 2 provedenych na LC-SCX kolonkach, které
sledovaly opakovatelnost SPE na téchto kolonkach. Vychozi koncentrace AML-MES

ve vzorku byla 2,320 mg/l.

Koncentrace AML-MES

Pokus ¢. Intenzita fluorescence
v extraktu (mg/l)
2,206 0,816
2 2,308 0,860

Tabulka 4: Vysledek pokusu ¢. 3 na nové LC-SCX kolonce. Tabulka zobrazuje
naméfena mnoZzstvi lé¢iva AML-MES v mg/l v extraktu (1. fadek tabulky) a ve vodeé,
ktera proSla kolonkou po naneseni vzorku (2. radek tabulky).Vychozi koncentrace
AML-MES ve vzorku byla 2,320 mg/I.

) Koncentrace AML-MES
Intenzita fluorescence

(mg/l)
Extrakt ziskany SPE 1,108 0,346
Voda prosla se vzorkem 0,945 0,276
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Tabulka 5: Opakovatelnost na LC-SCX kolonkach.

Koncentrace AML-MES

Pokus €. Intenzita fluorescence
v extraktech (mg/l)
1 2,206 0,816
2 2,308 0,860
3 1,108 0,346
RSD; [%] 51,3

Opakovatelnost SPE provedené na LC-SCX kolonkach, vyjadiena jako

relativni smérodatna odchylka (RSD;) naméfenych hodnot koncentraci, €ini 51,3 %.

Obr. 5: Vysledky pokusu ¢. 1, 2, 3 na LC-SCX kolonkach v grafickém zpracovani,
hodnoty vychazeji z tabulky 5.
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3. Vysledky pokust s kyanopropylovymi sorbenty

S kyanopropylovymi sorbenty jsem postupné provedla Ctyfi pokusy, pfi kterych
jsem optimalizovala slozeni elu€niho Cinidla pro provedeni SPE na téchto tuhych
fazich.

Pfed optimalizaci sloZeni elu¢niho Cinidla jsem porovnavala vytézky extrakce na
kyanopropylovych tuhych fazich pfi pouZiti pistl injekénich stfikacek k protlacovani
kapalin a vytézky extrakce po jejim provedeni plisobenim vakua zprostfedkovaného
odsavaci zkumavkou.

Na kolonkach Accu Bond Elut - CN jsem také ucinila sérii tfi méfeni, pfi kterych
jsem sledovala opakovatelnost.

Abych podpofila jinak slabou iontovou vazbu léciva na CN tuhy povrch, upravila
jsem prostiedi vzorku AML-MES pfidavkem acetatového pufru (pH 5,23).

Pro vyplachnuti IéCiva z kolonky jsem opét jako v pfedchozich pokusech na LC-
SCX kolonkach pouzivala smés acetonitrilu a amoniaku 25%, abych pfi eluci analytu
potlacila jeho iontovy charakter.

V sérii pokusu (€. 1 a2, adale €. 5, 6, 7, 8) jsem postupné modifikovala slozeni
eluéniho Cinidla. V kazdém nasledujicim pokusu jsem v eluénim cinidle zvySovala
zastoupeni amonia 25% na ukor acetonitrilu.

Pfi pokusech €. 1 a €. 2 na kyanopropylovych tuhych fazich jsem protlacovala
kapalnou fazi kolonkou pomoci pistu injekéni stfikacky, pozdéji jsem zacala pouzivat
odsavaci zkumavku a puUsobit na kapalnou fazi podtlakem. Vysledky, kterych jsem
dosahla pfi praci spistem a sodsavaci zkumavkou, porovnava tabulka 6 a

nasledujici grafy (obrazky 6 a 7).
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Tabulka 6: Hodnoty intenzity fluorescence a koncentraci AML-MES v extraktech

po probéhnuti SPE na stejnych kolonkach v pripadé pouZiti dvou typt elucnich

Cinidel. Extrakce se lisi zpisobem protlacovani kapalné faze tuhym sorbentem. Pri

pokusech €. 1 a 2 byly k protlacovani pouZity pisty injek¢nich stfikacek, v pokusech

€. 5 a 6 odsavaci zkumavka napojena na vodni vyvévu. Vychozi koncentrace léCiva

ve vzorku byla vZdy 2,320 mg/I.

Elu€ni Cinidlo o
Pokus ¢. slozeni NH3
25%:ACN (v/v)
1
5 1:9
RSD, [%]
2
6 1:4
RSD3 [%)]
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Intenzita

fluorescence

2,268
2,305

2,877
3,025

Koncentrace AML-
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Obr. 6: Srovnani ucinnosti SPE na kyanopropylovych sorbentech Accu Bond Elut
CN kolonek v pfipadé sloZeni elucniho ¢inidla amoniak 25% : ACN 1:9 (w/\v),
protlacovani pistem (pokus ¢.1) a pomoci vakua (pokus ¢.5). Vychozi koncentrace
AML-MES ve vzorku Cinila 2,320 mg/I.
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Obr. 7: Srovnani ucinnosti SPE na kyanopropylovych sorbentech Accu Bond Elut CN
kolonek v pripadé sloZeni elu¢niho Cinidla amoniak 25% : ACN 1:4 (v/v), protlacovani
pistem (pokus ¢.2) a pomoci vakua (pokus €.6). Vychozi koncentrace AML-MES ve

vzorku Cinila 2,320 mgl/l.
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Pokusy €. 2, €. 3 a €. 4 byly zaméfeny na opakovatelnost metodiky SPE na
Accu Bond Elut CN kolonkach. K protlacovani kapalné faze pretlakem shora
bylo pouzito pistd injekénich stfikadek. Eluéni &inidlo EC 2 se skladalo z amoniaku
25% : ACN 1:4 (v/v). Vysledky téchto pokusu shrnuje tabulka 7 a obrazek 8.

Tabulka 7: Hodnoty intenzity fluorescence a koncentraci AML-MES v extraktech
ziskanych SPE na Accu Bond Elut CN kolonkach. Vychozi koncentrace léCiva ve

vzorku aplikovaném na kolonku byla ve vSech pripadech 2,320 mg/l.

. _ Koncentrace AML-MES
Pokus ¢. Intenzita fluorescence

(mgfl)

2 2,877 1,104

3 2,799 1,069

4 2,782 1,063
RSD, [%] 1,7

Obr. 8: Porovnani hodnot intenzity fluorescence a koncentraci AML-MES
Vv extraktech ziskanych SPE na Accu Bond Elut CN kolonkéach. Vychozi koncentrace

léciva ve vzorku aplikovaném na kolonku byla ve vSech pripadech 2,320 mg/l.
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Opakovatelnost SPE na Accu Bond Elut CN kolonkach vyjadiena jako relativni
smérodatna odchylka koncentraci (RSDy) Cini 1,7 %. Hodnota RSD, je soucasti
tabulky 7.

Prehled vysledkl pokusu €. 5, €. 6, €. 7 a €. 8, pfi nichz jsem hledala optimalni

slozeni eluéniho ¢&inidla, uvadim v tabulce 8.

Béhem testovani Accu Bond Elut CN kolonek jsem opét pokazdé sbirala frakci
rozpoustédla pro léCivo, které proslo kolonkou po aplikaci vzorku na kolonku.
Mnozstvi 1€Civa, které v jednotlivych pokusech uniklo z kolonky aniz by se navazalo
na tuhou fazi, jsou zahrnuta v tabulce 9. Primérné mnozstvi AML-MES, které se
nepodafilo z aplikovaného mnozstvi 2,320 mg/l na kolonkach zadrzet, odpovida
koncentraci 0,063 mg/l 1éCiva AML-MES v rozpoustédle. Pokud bychom neuvaZzovali
pokus €. 1, jehoZ vysledek uvedeny v tabulce 9 je zfejmé odlehly, snizZi se tato
hodnota na 0,038 mg/l.

Tabulka 8: Vysledky optimalizace sloZzeni eluéniho Ccinidla pro SPE na
kyanopropylovych sorbentech. Kapalna faze byla protlacovana kolonkami pomoci

vakua, vychozi koncentrace AML-MES ve vzorcich Cinila 2,320 mg/l.

EC = NHs _
Intenzita Koncentrace Extrakéni
Pokus €. 25% : ACN _
fluorescence AML-MES (mg/l)  ucinnost [%)]
(V/v)
5 1:9 2,305 0,858 37,00
6 1:4 3,025 1,167 50,29
7 1:3 3,052 1,178 50,79
8 1:1 3,407 1,331 57,36

Na vysledcich obsazenych v tabulce 8 je dobfe vidét, Ze nejefektivnéjSiho
vymyti |éCiva z Accu Bond Elut CN kolonky s kyanopropylovou tuhou fazi jsem
dosahla s elu¢nim &inidlem o sloZzeni amoniak 25% : acetonitril 1: 1 (v/v). Extrakéni

ucinnost v tomto pfipadé ¢ini 57,4%.
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Tabulka 9: Vysledky kontroly adsorpce analytu na tuhou fazi Accu Bond Elut CN
kolonek provadéné u kazdého z dilcich pokusli na téchto kolonkach. Vychozi

koncentrace AML-MES ve vzorcich aplikovanych na kolonky byla 2,320 mg/l.

Koncentrace AML-MES
Pokus €. Intenzita fluorescence (mg/l) v rozpoustédle

proslém spolu se vzorkem

1 0,861 0,240
2 0,354 0,022
3 0,447 0,062
4 0,378 0,033
5 0,365 0,027
6 0,350 0,021
7 0,339 0,016
8 0,499 0,085

4. Vysledky pokusu s C, fazemi

V prvnim pokusu s C, tuhymi fazemi (pokus €.1. pro C, faze) jsem zjistovala,
zda mohu pro SPE na téchto fazich pouzit stejné podminky jako pro SPE na
kyanopropylovych sorbentech. Moje uvahy se opiraly o univerzalnost vazeb, kterymi
C, faze pulsobi. V tomto pokusu jsem také na zacatek testovani novych sorbentu
zvolila k rezervoarim kolonek S$etrnéjsi variantu slozeni eluéniho cinidla. Eluéni
ginidlo EC 5 mélo sloZeni amoniak 25% : ACN 1:5 (v/v). Vzorek légiva byl - stejné
jako v pfipadé kyanopropylovych sorbentl - AML-MES rozpustény ve smési
acetatového pufru (pH 5,23) : ACN 7:3 (v/v) o vychozi koncentraci 2,320 mg/l.
Vysledek tohoto pokusu je zahrnut do tabulky 10. Hodnota koncentrace AML-MES
v extraktu ziskana timto pokusem byla o 0,062 mg/l nizSi nez hodnota ziskana v
pokusu €. 5 na kyanopropylovych fazich, kde jsem k eluci pouzila eluéni Cinidlo
s niz§im zastoupenim amoniakalniho 25% roztoku v tomto Cinidle. Oba pokusy
srovnava tabulka 10. Z vysledk( obsazenych v tabulce 10 plyne, Ze pro SPE IéCiva
amlodipinu je za danych podminek vyhodnéjSi extrakce na kyanopropylovych tuhych
fazich. Usoudila jsem, ze nizSi vytézek extrakce na C, fazich by mohl byt zpasoben

ionizaci |éCiva rozpousténého ve smési acetatového pufru (pH 5,23) : ACN 7:3 (v/v) a
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v dalSich pokusech jsem proto zménila sloZeni rozpoustédla, ve kterem byl AML-
MES pfed a pfi aplikaci na C, fazi. Nové byl AML-MES rozpoustény v pufru
boratovém (pH 9,20), aby byl potlaten iontovy charakter |éCiva a podpofeny

nepolarni vazby na sorbent.

Tabulka 10: Srovnani SPE na C, a kyanopropylovych tuhych fazich. AML-MES o
vychozi koncentraci 2,320 mg/l byl rozpustén ve smési acetatového pufru (pH 5,23) :
ACN 7:3 (v/v).

PokuS & EC= NH; Intenzita Koncentrace Extrakéni
25%:ACN (v/v) fluorescence AML-MES (mg/l) ucinnost [%]
1 pro C, faze 1:5 2,160 0,797 34,33
5 pro CN faze 1:9 2,305 0,858 37,00

V pokusech €. 2 a €. 3 na C, tuhych fazich jsem potom sledovala vliv slozeni
eluéniho Cinidla na vytézek extrakce. Pokusy potvrdily zkuSenosti s eluénim Cinidlem
ziskané jiz pfi testovani kyanopropylovych tuhych fazi. Totiz, Ze se zvySujicim se
zastoupeni amoniaku 25% v eluénim Ccinidle se zvySuje také vytéZzek extrakce.

Vysledky téchto pokusu jsou zpracovany do tabulky 11 a obrazku 9.

Tabulka 11: Vysledky optimalizace sloZeni elu¢niho Cinidla pro SPE na C, tuhych
fazich. Vychozi koncentrace AML-MES v boratovém pufru (pH 9,20) Cinila 2,320
mg/l.

EC = NHs _
Intenzita Koncentrace Extrakéni
Pokus €. 25% : ACN
fluorescence AML-MES (mg/l)  ucinnost [%]
(V/v)
3:5 2,257 0,838 36,12
3 1:1 2,406 0,902 38,86

60



Obr. 9: Grafické zpracovani optimalizace slozeni elucniho ¢inidla pro SPE na C,
tuhych fazich (vysledkd z tabulky 11). Vy3$i podil amoniaku 25% v elu¢nim ¢éinidle
znamena vyS$Si vytézek extrakce. Vychozi koncentrace AML-MES v boratovéem pufru
(pH 9,20) ¢&inila 2,320 mg/l.
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Dalsi pokus, oznaCen jako €. 4, byl proveden na kyanopropylovych tuhych
fazich, aby bylo mozné lépe porovnat extrakéni u€innost SPE na kyanopropylovych a
C, tuhych fazich. LéCivo AML-MES bylo jako v pfedchozich pokusech €. 2 a 3 na C,
fazich rozpusténo v boratovém pufru (pH 9,20). K vymyti IéCiva z kolonky jsem
pouzila eluéni ginidlo EC 4, tj.amoniak 25% : ACN 1:1 (v/v), aby bylo mozné vysledek
porovnat jak s vysledkem pokusu €. 3 na C, fazich, tak s vysledkem pokusu €. 8 na
kyanopropylovych tuhych fazich. Hodnota intenzity fluorescence I|éCiva AML-MES
v extraktu ziskaném ve srovnavacim pokusu na kyanopropylové fazi byla 2,749, coz
odpovida koncentraci 1,049 mg/l AML-MES. Tabulka 12 a obrazek 10 shrnuji
vysledky pokusl €. 4 (oznacen €. 4 v ramci pokusu na C; fazich, ackoliv probéhl na

CN kolonce) a €. 8 na kyanopropylovych fazich a pokusu €. 3 na C,fazi.

Z tabulky 12 a obrazku 10 vyplyva, Ze SPE amlodipinu na C, tuhych fazich je
pro l1éCivo méné vyhodna nez SPE na kyanopropylovych sorbentech.
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Tabulka 12: Srovnani ucinnosti SPE na kyanopropylovych a C, tuhych fazich. Ve
vSech pokusech jsem pracovala se vzorkem AML-MES o vychozi koncentraci 2,320
mg/l a eluénim cinidlem amoniak 25% : ACN 1:1 (v/v). V prvnim radku tabulky je
vysledek SPE amlodipinu rozpusténého ve smési acetatového pufru (pH 5,23) a

ACN, ve druhém a tfetim radku v pufru boratovém (pH 9,20).

Intenzita Koncentrace Extrakéni
Pokus ¢. Tuha faze
fluorescence AML-MES (mg/l)  ucinnost [%]
CN 3,407 1,331 57,36
C, 2,406 0,902 38,86
4 CN 2,749 1,049 45,20

Obr. 10: Srovnani ucinnosti SPE na kyanopropylovych a C, tuhych fazich. Graf

vychazi z hodnot uvedenych v tabulce 12.
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5. Vysledky testovani pyrenu jako vnitifniho standardu

Pyren byl zkouSen jako vnitini standard pro chromatografickou analyzu
s fluorimetrickou detekci. Vzorek pyrenu o vychozi koncentraci 2,320 mg/l latky byl
podroben SPE na kyanopropylovych fazich za optimalizovanych podminek pro tuto
fazi (podrobnosti jsou uvedeny v pracovni ¢€asti Il.5.). Fluorescencni spektrum
pyrenu ma dvé vyrazna vibracni maxima pfi: 374 nm a 394 nm. Hodnoty intenzity
fluorescence pyrenu v extraktech pfisluSejici k jednotlivym maximdm jsou

zpracovany do tabulky 13.

Tabulka 13: Hodnoty intenzity fluorescence vnitiniho standardu - pyrenu naleZejici

dvéma vibracnim maximum ve fluorescencnim spektru této latky.

VInova délka vibracniho maxima _
Intenzita fluorescence

[nm]
374 8,789
394 8,206

6. Vysledky chromatografického stanoveni lé€iva AML-MES v extraktech

z biologického materialu.

Vysledky, které jsem ziskala po predchozi SPE, jsem méla moznost

konfrontovat s vysledky stejné provedené chromatografické analyzy stejnych

[28]

biologickych vzorkG po pFedextrakci kapalina-kapalina (LLE) Tabulka 14

zobrazuje vedle sebe vysledky obou extrakénich metod. Obrazek 11 znazornuje

pokles hladiny IéCiva v biologickych vzorcich v Case.
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Tabulka 14: Vysledky chromatografické analyzy extraktt biologickych vzorkd
ziskanych optimalizovanou SPE na kyanopropylovych tuhych fazich a extrakci

kapalina-kapalina.

. . koncentrace AML-MES koncentrace AML-MES
¢as (minuty)

(mg/l) po SPE (mg/l) po LLE
10 277 349
20 200 204
30 148 156
40 125 134
50 116 125
60 108 111
70 108 123

Obr. 11: Pokles hladiny lé¢iva amlodipinu ve vzorcich biologického materialu v ¢ase.
Koncentrace AML-MES stanovené chromatografickou analyzou po SPE a po

pfedextrakci LLE. Hodnoty vychazeji z tabulky 14.
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Obrazek 12 predstavuje vzorovy chromatogram biologického vzorku moci
kraliki podrobeného SPE na kyanopropylovych tuhych  fazich. Na
chromatografickém zaznamu je dobfe rozliSitelny pik amlodipinu s retenénim ¢asem
tr= 26,054 min. PoCatek chromatogramu zaujimaji malo separované piky polarnich

sloucenin z moci kralika, které se nepodafilo na kolonkach pro SPE oddélit.

Obr. 12: Vzorovy chromatogram biologického vzorku po probéhnuti SPE amlodipinu
na kyanopropylovych tuhych fazich. Retencni ¢as AML-MES ¢ini tg= 26.054 min.
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Diskuse

1. SPE amlodipinu na testovanych SCX sorbentech

Myslenka pouzit k SPE amlodipinu SCX tuhé faze vychazela z poznatk, které

jsem nabyla po prostudovani nékterych firemnich materialt [22]af27]

zabyvajicich se
metodou SPE. Firemni materialy zvaZzuji teoreticky vazby charakteristickych
funkénich skupin obsazenych v nejriznéjSich analytech na odpovidajici sorbenty.
S ohledem na charakter |éCiva amlodipinu a s vyuZitim teorie zminénych firemnich
materiall hraje zfejmé& nejvétdi ulohu v navazani amlodipinu na SCX sorbent
interakce, ke které dochazi mezi kyselou sulfonovou funkéni skupinou sorbentu a
bazickou aminoskupinou légiva. Ze se AML-MES na SCX sorbent bude skute&né
vazat, se potvrdilo béhem predbéznych extrakci na LC-SCX kolonkach (orientaéni
pokusy, jejichZz vysledky ani popis nebyly do diplomové prace [DP] zahrnuty). Na
predbézné extrakce navazalo vlastni hodnoceni SPE na LC-SCX sorbentech.

S kolonkami LC-SCX jsem provedla postupné tfi pokusy, které mély slouzit
jako vychozi pro optimalizaci podminek SPE na kolonkach, zaroven pokusy
sledovaly opakovatelnost. Z tabulky 5 ve vysledkové ¢asti je patrné, Ze pokusy €. 1 a
C. 2 pfinesly pfiblizné konstantni vysledky, avSak Ze vysledek pokusu €. 3 se vyrazné
odliSuje. Vysoka relativni smérodatna odchylka (RSD;) naméfenych hodnot
koncentraci tfi pokusU, ktera ¢€ini 51,2%, koreluje se $patnou opakovatelnosti SPE na
kolonkach LC-SCX. Nizky vytézek extrakce v pokusu €. 3 byl zpUsoben s nejvétsi
pravdépodobnosti pouzitim zcela nové kolonky a silnou schopnosti kyseliny
bezensulfonové vazané v kolonkach LC-SCX, zadrzovat |éCivo, pokud jsou pouZity
kolonky Upln& nové. Ze je vazba légiva AML-MES na SCX sorbent skute&né silna
potvrdila i méfeni koncentraci l€Civa ve vodé, ktera prosla kolonkou po naneseni
vzorku (pokus €. 3 na SCX sorbentech, tabulka 4). Mnozstvi IéCiva, které zlstalo po
probéhnuti kompletni SPE navazano na sorbent, odpovida 1,698 mg/l AML-MES
(hodnota vychazi z tabulky 4) v rozpoustédle. Vychozi koncentrace AML-MES ve
vzorku €inila 2,320 mg/l.

Obtize s mechanickou pevnosti a nasledné s opakovatelnosti, které se objevily

béhem testovani fazi SCX, zplsobily, Zze jsem tyto tuhé faze opustila a dal
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nezkoumala optimalni slozeni elucniho Cinidla a podminky pro provedeni SPE na
LC-SCX kolonkach.

2. SPE amlodipinu na kyanopropylovych tuhych fazich

Dalsi pokusy s SPE amlodipinu probihaly na kolonkach naplnénych
kyanopropylovymi sorbenty. Kyanopropylové tuhé faze vedou k do znaéné miry
nespecifickému zadrZzeni analytl v kolonce, a pokud vazi Ié€ivo amlodipin, pusobi na
né patrné nékolika typy vazebnych interakci.
interakce koncové primarni aminoskupiny léCiva, ktera je v prostifedi vhodného pufru
ionizovana a kladné nabita, s bazickou funkéni CN skupinou tuhé faze. Vedle
slabych iontovych vazeb zadrzuji kyanopropylové sorbenty analyt na svém povrchu
také nepolarnimi vazbami prostfednictvim interakci uhlovodikovych Fetézca.

Polarnimi vazbami pusobi na analyt rezidualni silanolové funk&ni skupiny sorbentu
[22], [29]

Amlodipin (pKa 8,6) mulze v prostfedi acetatového pufru pH=5,23 vazat
proton. Prostfednictvim tohoto navazaného protonu se nasledné muze vazat donor-
akceptorovou vazbou na CN skupinu sorbentu, ktera nese volny elektronovy par.

Oproti iontovym interakcim zprostfedkovanym SCX sorbenty, které jsem
testovala jako prvni tuhé faze pro SPE amlodipinu, a které poutaly léCivo velmi silng,
se slabsi vazby, kterymi na AML-MES pusobi kyanopropylové faze, zdaly byt pro
SPE IéCiva vyhodnégjsi.

S Accu Bond Elut CN kolonkami vyplnénymi kyanopropylovou tuhou fazi jsem
provadéla pokusy, pfi kterych jsem optimalizovala slozeni elu¢niho €inidla pro SPE
na téchto kolonkach, sledovala, jak se na vytézcich extrakci projevi pouziti pistu
injekCnich stfikacek k protlacovani kapalin sorbentem (pfetlak) a jak pouziti vakua
(podtlak), hodnotila jsem opakovatelnost.

Z pokusu, které byly zamérené na optimalizaci slozeni eluéniho Cinidla na
kyanopropylovych tuhych fazich, vySlo mj. najevo, Zze se zvySujicim se zastoupenim
amoniakalniho 25% roztoku v elu¢nim c¢inidle (elu¢ni ¢inidlo se ve zminénych
pokusech vzdy sestavalo z 25% amoniaku a acetonitrilu smiSenych v riznych

objemovych pomérech), se také zvySuje extrakéni ucinnost SPE na téchto tuhych
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fazich. Vubec nejvy8Si extrakéni ucinnosti (57,6 % vpokusu & 8 na
kyanopropylovych tuhych fazich) SPE na kyanopropylovych sorbentech jsem
dosahla s elu¢nim Cinidlem, ve kterém se misi amoniak 25 % a acetonitril rovhym
dilem. Protoze vSak pomér 1:1 (v/v) amoniak 25% : ACN pfili§ nesvédci materialim,
ze kterych jsou zhotovovany kolonky, a protoze vytézky extrakce, kterych jsem
dosahla s elu¢nim €inidlem o slozeni 1:3 (v/v) amoniaku 25% : ACN, byly jen o malo
nizsi nez predchozi (extrakéni u€innost dosahla 50,79 %), zvolila jsem jako optimum
sloZzeni eluéniho Cinidla pro SPE amlodipinu pomér 1:3 (v/v) v zastoupeni obou
komponent v elu¢nim Cinidle.

Béhem pokusu s SPE na kyanopropylovych tuhych fazich jsem také v urcitém
okamziku zmeénila zpUsob provedeni extrakce. Zména pfinesla pfedevSim usporu
Casu straveného v laboratofi. Namisto protlaCovani kapalné faze kolonkou pomoci
pistu injekéni stfikaCky, jsem zacCala pouzivat odsavaci zkumavku a pusobit na
kapalnou fazi podtlakem. Vysledky, kterych jsem dosahla pfi praci s pistem a
s odsavaci zkumavkou, porovnava tabulka 6 uvedena ve vysledkové &asti. Z tabulky
6, jejiz soucasti jsou také hodnoty RSD pro uvedena méfeni, a dale z obrazku 6 a 7
vyplynulo, Zze oba zplsoby protlaCovani kapalnych fazi kolonkou vedou k prakticky
stejnym vytéZkim eluce. Rozdily v nalezenych mnozstvich mg/l AML-MES
v extraktech jsou v fadu setin mg/l. Relativni smérodatné odchylky koncentraci IéCiva
v extraktech z pokust €. 1 a 5 a €. 2 a 6, pfesnéji feCeno jejich pramér, ktery &ini 1,9
%, je srovnatelny s relativni smérodatnou odchylkou koncentraci AML-MES v
extraktech zjisténou pfi sledovani opakovatelnosti SPE na kyanopropylovych tuhych
fazich v pokusech €. 2, €. 3 a €.4 (RSD, je rovna 1,7 %, viz. tabulka 7).

Opakovatelnost SPE provadéné na kolonkach vyplnénych kyanopropylovou
tuhou fazi (vyjadiena jako RSD,4 koncentraci IéCiva v extraktech, zminéna vySe) byla
na rozdil od pfedchozich SPE na LC-SCX kolonkach velmi dobra. Rozdily v fadu
setin mg/l nalezenych hodnot koncentraci AML-MES v extraktech mohly byt
zpusobeny opakovanym pouzitim jediné kolonky Accu Bond Elut CN béhem
testovani opakovatelnosti. Vysledky uvedené v tabulce 7, z nichz je patrna tendence
zhorSeni retencni schopnosti kolonky pfi jejim opakovaném pouZiti (kazda dalsi SPE
méla za nasledek snizeni koncentrace AML-MES v extraktu: nejprve o 0,03 mg/l
v pokusu ¢&. 3, pozdéji o 0,007 mg/l vpokusu €. 4), jenom potvrzuji obecna
doporuc€eni vyrobcu kolonek, pouzivat tyto pouze jedinkrat. Na druhou stranu

z pokusU provedenych v této praci vyplyva, ze pfi peclivé reaktivaci sorbentu po
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kazdé probéhlé SPE, lze dosahnout velmi dobré opakovatelnosti metody i pres
nékolikanasobné pouziti jediné kolonky.

Pokusy s kolonkami Accu Bond Elut CN doplriuji vysledky kontroly adsorpce
analytu na tuhou fazi kolonek (tabulka 9). Zde je vhodné poukazat na vysledek této
kontroly u pokusu €. 1. MnoZstvi léCiva AML-MES v rozpoustédle proslém kolonkou
pfi SPE spolu se vzorkem pfi pokusu €. 1 (odpovida koncentraci 0,240 mg/l| AML-
MES v rozpoustédle) totiz fadové prevySuje nenavazana mnozstvi |éCiva nalezena
v nasledujicich pokusech. Vétsi ztratu léCiva si vysvétluji nedostateCnym zvlhcenim
sorbentu a malo ucinnou kondicionaci pfi prvnim pouZiti kolonky. Pro kolonku zcela
novou by bylo ziejmé Iépe, kdyby EC pouzité v pokusu & 1 ke zvihéeni a
kondicionaci tuhé faze pulsobilo o néco déle nebo vicekrat. Vysledek kontroly
adsorpce analytu na sorbent z pokusu €. 1 (vysoka ztrata) vypovida o situaci, kdy
ziejmé& prvni nanasené mnozstvi vzorku AML-MES pulsobilo samo zpocatku na
sorbent jako kondicionacni Cinidlo a teprve pozdéji v dalSich pokusech byl AML-MES
tuhou fazi ucinnéji zadrzovan.

Vzhledem ke zminénym odliSnym podminkam adsorpce analytu na tuhou fazi,
které nastaly v pokusu €. 1, neni opravnéné zahrnovat vysledek pokusu €. 1 do
priméru, jak je uvedeno ve vysledkové Casti. Pokud vysledek pokusu €. 1 nebudeme
pfi vypoltu priméru uvazovat a pouZzijeme pouze hodnoty koncentraci AML-MES
zjisténé v pokusech €. 2-8, snizi se hodnota primérného mnozstvi AML-MES, které
se nepodafilo na kolonkach zadrzet, zplvodnich 0,063 mg/l AML-MES

v rozpous$tédle na hodnotu 0,038 mgl/I.
3. SPE amlodipinu na C, tuhych fazich

Testovani pouzitelnosti C, tuhych fazi pro SPE amlodipinu mélo své
opodstatnéni predevS§im v odkazech tykajicich se SPE IéCiva zvefejnénych
v odborné literature.

Kolektiv B.Streela, C. Lainého, C. Zimmera a dalSich, jako jeden z mala
popisuje ve své praci zabyvajici se enantioselektivni detekci amlodipinu kapalinovou
chromatografii (31] mj. optimalizaci podminek pro SPE léCiva. Autofi vyuzili k
automatické SPE systém ASPEC XL4 (Automated Sample Preparation with

Extraction Cartridges). Detaily provedeni této SPE jsou soucasti ¢lanku [31]. Jeho
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autofi se ve sveé praci vénovali mj. vybéru vhodného sorbentu pro extrakci amlodipin-
besylatu. Postupné otestovali C,, C4, , Cg a Ci3 tuhé faze, nékteré znich
s maskovanim koncovych hydroxylu silanolovych rezidualnich skupin, kdy nejlepSich
vysledku (porovnavali extrakéni vytéznost na jednotlivych kolonkach) dosahli s Cg a
C, tuhymi fazemi. Jako optimalni pro své zkoumani zvolili nakonec C, tuhé faze s
,endcappovanymi“ koncovymi hydroxylovymi skupinami. Pokusy s kyanopropylovymi
sorbenty nejsou soucasti jejich prace.

Vedle B. Streela a jeho kolegl pouzivali C, tuhé faze pro SPE amlodipinu

pfed naslednou HPLC analyzou l|éCiva také M.Josefsson, A.L. Zackrisson a B.

[

Norlander 32], ktefi ovSem neuvadéji optimalizaci podminek SPE.

S ohledem na oblibenost C, sorbentd pro SPE l|éCiva amlodipinu, jak jsem ji
nalezla v dostupné literatufe, zkouSela jsem pro porovnani ve své praci rovnéz C,
sorbenty.

Pokusy s SPE amlodipinu na C; tuhych fazich jsem provadéla se vzorky AML-
MES rozpusténymi postupné ve dvou odliSnych prostfedich. Nejprve jsem vysla na
C, tuhych fazich ze stejnych podminek jako pfi SPE na kyanopropylovych
sorbentech [AML-MES ve vzorku se nachazel v prostfedi smési acetatového pufru
(pH 5,23): acetonitrilu 7:3 (v/v)]. Nasledné jsem pro SPE na nepolarnich C, fazich
volila rozpusténi AML-MES v pufru boratovém (pH 9,20), ktery se ukazal ve vztahu
k pKa léciva 8,6 a hydrofobnim interakcim, které by mély mezi C, tuhou fazi a
|éCivem pusobit, vyhodnéjSi. Rozpousténi AML-MES v pufru boratovém (pH 9,20)
jsem upfednostnila po provedeni pokusu €. 1 na C, fazich (tabulka 10).

DalSi pokusy s C, sorbenty pro SPE amlodipinu (€. 2 a 3), ve kterych jsem
sledovala vliv slozeni elu¢niho Cinidla na vytéZek extrakce, potvrdily zkuSenosti
s eluénimi Cinidly ziskané pfi testovani kyanopropylovych tuhych fazi. Totiz, ze
zvySujicim se zastoupenim amoniaku 25% v eluénim ¢inidle se zvySuje také vytézek
extrakce.

Pro porovnani SPE na C; tuhych fazich s vysledky SPE, kterych jsem dosahla
na kyanopropylovych sorbentech, jsem provedla pokus €. 4. Vysledek, ktery tento
pokus pfinesl, je soucasti tabulky 12. Z vysledkl obsazenych v tabulce 12 vyplyva,
Zze SPE na kyanopropylovych tuhych fazich je pro amlodipin vyhodnéjsi nezli SPE

na fazich C,.
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Vzhledem ktomu, Zze se AML-MES Ilépe sorbuje na C, tuhé faze ze
zasaditéjSiho prostfedi by bylo mozZné soudit, Ze interakce amlodipinu s volnymi
silanolovymi skupinami sorbentu nehraje zadnou vaznou roli. Pfi vySSim pH je
samotny amlodipin v nedisociované formé&, coz jej preferuje pro vazbu hydrofobni
interakci na C, fetézce, zatimco volné silanolové skupiny jsou jiz disociovany, proto
amlodipin nevazi. Pfi niz§im pH je vazba amlodipinu hydrofobni interakci oslabena
jeho protonizaci. AvSak studium podminek eluce svédci spiSe o tom, Ze vazba na
silanoly svlj vyznam ma, nebot Ize vypozorovat jistou zavislost vytéZzku SPE na
obsahu amoniaku v eluénim ¢inidle (viz vySe). Je totiz zfejmé, Ze amoniak zpusobi
deprotonizaci amlodipinu a navaze se sam na volné silanolové skupiny. Je totiz
mozné, Ze vzhledem k hodnoté pKa 8,6 amlodipinu je jista mala ¢ast molekul této
latky pfi pH 9,20 (pH, pfi kterém byl vzorek nanasen na kolonky) v protonizovaném
stavu a silanolové skupiny jiZ mohou byt ¢aste¢né disociovany. Na zakladé téchto
skutecnosti se Ize domnivat, Zze pfi vazbé amlodipinu na C, tuhé faze se uplatnuji jak
hydrofobni interakce, tak interakce prostfednictvim vodikovych mustka.

[32]

Stejny nazor zastavaji M. Josefsson a jeho spolupracovnici , ktefi se

domnivaji, Zze za vazbu na amlodipin jsou u C, tuhych fazi vedle hydrofobnich
interakci zodpovédné predevsim residualni silanolové skupiny s afinitou k bazické

primarni aminoskupiné IéCiva.

4. SPE vnitfniho standardu pyrenu

Optimalni postup SPE (extrakce na kyanopropylové tuhé fazi), kterym jsem
zpracovavala vzorky AML-MES, jsem pouzivala také pfi SPE vzorkd pyrenu,
vnitiniho standardu pro predpokladané HPLC analyzy amlodipinu s fluorimetrickou
detekci. Vysledky SPE, kterych jsem dosahla s kyanopropylovymi sorbenty u pyrenu,
jsou soucasti tabulky 13 uvedené ve vysledkové c¢asti. Emisni vinova délka
amlodipinu a pyrenu se liSi. Razné vinové délky fluorescenénich maxim IéCiva a
vnitiniho standardu vSak nejsou pfekazkou pro chromatografickou analyzu latek,
nebot soucasné HPLC detektory, v€etné detektoru, pro ktery byla metodika vyvijena,

umozniuji méreni pfi vice vinovych délkach sou€asné. Intenzity fluorescence zjisténé
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u vzorku pyrenu po probéhnuti SPE ukazuji, ze tato latka by mohla slouzit v roli

vnitfniho standardu pfi HPLC analyze vzork( amlodipinu.
5. SPE a LLE biologického materialu

Zavérem diskuse je tfeba se zminit o vysledcich SPE amlodipinu
z biologického materialu. Soucasti vyzkumu, ktery se zabyval amlodipinem a ktery

probéhl svého €asu na FaF UK v HK, byly i nepublikované vysledky Ing. KubiCka

28] Wonkrétni isla jsou uvedena ve vysledkové &asti (viz.

tykajici se LLE amlodipinu
tabulka 14). Tabulka 14 nabizi srovnani vysledk( z pokusl provedenych dvéma
izolaénimi metodami - LLE a SPE - léCiva amlodipinu. U zminénych pokusU nebyla
hodnocena extrakéni ucinnost, presto Ize, vzhledem k tomu, Ze k méfeni hladin
léCiva v extraktech ziskanych obéma extrakCnimi metodami byla pouzita tataz
metoda HPLC a naméfené hladiny jsou pfiblizné stejné, soudit, Ze pravé extrakcni

ucinnost obou metod je stejna.

6. Nastin dalSich krokl v problematice SPE amlodipinu s ohledem na

vysledky dosazené v diplomové praci

Zpusob, kterym jsem zpracovavala vzorky AML-MES pomoci SPE pro
naslednou HPLC analyzu IéCiva, mi umoznil po optimalizaci metodiky pfipravovat tyto
vzorky vrelativné kratkém c&ase. Vlastni manualni prace, ktera pfipadla na
zpracovani jednoho vzorku biologického materialu pfi manipulaci s pfedem
pripravenymi Cinidly a roztoky a s pouZitim dvou odsavacich zkumavek (do jedné
jsem sbirala vSechny frakce z SPE pfed eluci, do druhé eluat s |éCivem), nakonec po
optimalizaci podminek SPE trvala asi 6 minut. Urcité by bylo mozné metodiku, jak je
u SPE obvyklé, automatizovat a zkratit Cas potfebny k Upravé vzorkd. Toto je jedna
z vyhod SPE oproti LLE, ktera je stale rovnéz doporucovana k predextrakci vzorku
AML-MES pfed chromatografickou analyzou.

Ackoli neni jasné pro€ vétSina autorl, ktefi se dosud vyjadfili k SPE
amlodipinu, s oblibou pouziva k vyc€isténi biologickych vzorku tohoto IéCiva extrakci
na C, tuhych fazich, domnivam se, Ze upfednostnéni C, faze plyne pfedevsim

z univerzalnosti vazeb, kterymi pusobi. Vyzkumnici vétSinou sleduji predevsim hlavni
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cil své prace, ktery Casto spoc€iva v optimalizaci chromatografickych podminek pro
analyzu AML-MES, a v otazce izolace |éCiva ze vzorku biologického materialu vsadi
bud na pracnou, ale osvéd&enou LLE, nebo pokud voli SPE, fidi se materialy, které
poskytuji vyrobci SPE kolonek. Firemni materidly, i kdyz se snazi véemozné usnadnit
vybér vhodného typu sorbentu, se nezabyvaji konkrétni slouCeninou. Léciva jsou
vétSinou velmi slabé kyseliny nebo baze, proto neni divu, Ze pracovnici analytickych
laboratofi €asto inklinuji kv chromatografii osvédéenym nepolarnim sorbentum.
Nakonec vysledky, které s nimi dosahuiji jsou zfejmé dostatecné, proto neciti potfebu
metodiku SPE pro HPLC amlodipinu dale vylepSovat.

SPE |éCiva amlodipinu pfed jeho chromatografickou analyzou je alternativni
metodou LLE tohoto IéCiva. LLE amlodipinu je vSak pfes fadu svych nespornych
vyhod (jednoduchost provedeni, nenaro€nost ve vztahu k potfebnému laboratornimu
zafizeni) na rozdil od SPE izola¢ni metodou obtizné automatizovatelnou a vyrazné
pracné&jSi. SPE amlodipinu na kyanopropylovych tuhych fazich by tak mohla najit
uplatnéni napfiklad v pfipadé potfeby rychlého zpracovani fady biologickych vzorku
jako tomu byva v ramci terapeutického nebo toxikologického monitorovani lékovych

hladin, pravé pro moznost své snadné automatizace.
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Zaveér

Cilem této diplomové prace bylo nalézt vhodny postup predextrakce
amlodipinu pomoci SPE pro HPLC analyzu, aby bylo moZzné zméfit pomérné nizké
koncentrace tohoto IéCiva v plazmé a v jinych biologickych vzorcich, které jsou
ziskavany od pacientd. Prace pfinesla podle mého nazoru nékteré pouzitelné
vysledky a nalezeny postup SPE amlodipinu pro HPLC analyzu je mozné doporucit
pro laboratorni vyuZiti.

Béhem prace jsem otestovala fadu sorbentd vhodnych pro SPE IéCiva
amlodipinu a metodu na vybranych kolonkach zdokonalila. NejlepSich vysledku a
tedy nejvySSich vytézka I[éCiva v extraktech biologickych vzorkl jsem dosahla
s kyanopropylovymi tuhymi fazemi. SPE na téchto sorbentech probihala nejlépe
pokud jsem keluci a také kondicionaci sorbentu pouzila smés amoniaku 25% a
acetonitrilu 1:3 (v/v) a upravovala chemicky charakter IéCiva ve vzorcich pfidavkem
acetatového pufru (pH 5,23).

Z hlediska vyuziti pro prvotni upravu biologickych vzork( pfed nasledujici
HPLC analyzou studovaného IéCiva se vySe popsany postup SPE amlodipinu ukazal
jako s LLE srovnatelna izolaéni metoda. Do budoucna by mohla byt rozvijena
predevSim automatizace metody, nebot’ pravé moznost automatizace metody SPE je

jeji nespornou vyhodou oproti LLE.
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