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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

API — Atmospheric pressure ionization — ioniza¢ni techniky pracujici za atmosférického
tlaku
BEH — Bridged ethylsiloxane/silica hybrid — hybridni technologie silikagelu a polymeru
BSM — Binary solvent manager — binarni pumpa
Cl — Chemical ionization — chemicka ionizace
CID — Collision-induced dissociation — kolizn¢ indukovana disociace
CNS — Centralni nervova soustava
DAD - Diode array detector — detektor s diodovym polem
El — Electron ionization — elektronova ionizace
ELSD — Evaporative light scattering detector
ESI — Electrospray ionization — ionizace elektrosprejem
FAB — Fast atom bombardment — ionizace urychlenymi atomy
FD — Field desorption — desorpce polem
GC — Gas chromatography — plynova chromatografie
HETP — Height equivalent of theoretical plate — vyskovy ekvivalent teoretického patra
HILIC — Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography
HPLC — High Performance Liquid Chromatography — Vysokou¢inna kapalinova chro-
mapografie
LC — Liquid chromatography — kapalinova chromatografie
LLOQ — Low limit of quantitation — limit kvantifikace
MALDI — Matrix assisted laser desorption ionization — laserem indukovana ionizace za
ucasti matrice
MS — Mass spectrometry — hmotnostni spektrometrie
MS-MS — Tandem mass spectrometry — tandemové spojeni hmotnostnich analyzatort
PDA — Photo-diode array — fotodiodové pole
RSD — Relative standard deviation — relativni smérodatna odchylka
SIMS - Secondary-ion bombardment mass spectrometry
SO — Sample organizer — organizér vzorkt

TFA — Trifluoracetic acid — kyselina trifluoroctova



TIC — Total ion current — celkovy iontovy proud

TOF — Time of flight — analyzator doby letu

TS — Thermospray ionization — ionizace termosprejem

UHPLC - Ultra High Pressure Liquid Chromatography — Ultra vysokotlaka kapilar-

ni kapalinovéa chromatografie

UPLC — Ultra Performance Liquid Chromatography — Ultra vysoko G¢inna kapalinova
chromatografie

UV - Ultra-violet — ultrafialovy/a

UV-VIS — Ultra-violet/visible — ultrafialovd—viditeln4 oblast svétla



1. Uvod a cil prace



1.1. Uvod

UPLC - Ultra Performance Liquid Chromatography piedstavuje relativné novy
trend tykajici se kapalinové chromatografie. Metodika UPLC je velmi vhodnou
alternativou HPLC — High Performance Liquid Chromatography, a to hlavné v téch
analytickych laboratofich, které jsou vysoce produktivni. Takové laboratofe s nejveétsi
mirou vyuziji nespornych vyhod, které jim jiz zminénd UPLC technika piinasi
v porovnani s HPLC. Tento trend se tykd zejména farmaceutickych pracovist, ktera se
zabyvaji hodnocenim klinickych studii 1éCivych ptipravki nebo laboratofe pracujici v

oblasti monitorovani 1ékovych hladin.

ProtoZze UPLC je zaloZena na zcela stejnych mechanismech separace jako ji
ptedchazejici HPLC, neni velkym problémem ptenos analytickych metod mezi t€émito
technikami. Vysoky nartist zpétného tlaku, ktery muze byt velkym a $patné feSitelnym
problémem v klasické HPLC, je tolerovan vyuzitim specialnich analytickych kolon na
zéklad€ tlaku — odolného specidlniho X — Bridge hybridniho sorbentu a specialnimi

upravami instrumentace.

Technika UPLC s moznosti n€kolika typt detekce ma také moznosti ve vyuziti
na riznych typech pracovist zabyvajicich se analyzou latek at’ jiz v oblasti Zivotniho
prostiedi, potravinové ¢i farmaceutické analyzy nebo v oblasti klinickych a
toxikologickych analyz. Spojeni UPLC s hmotnostni spektrometrii, vyuZzivajici mimo

jiné i ionizace elektrosprejem, piinasi nesporné vyhody v oblasti jejiho uplatnéni.

Technika UPLC se nejen v Ceské republice komeréné objevila teprve pred
nékolika lety, a proto zde zatim neni rozvinuta v takovém méfitku jako HPLC. Ptinasi
s sebou mnoho novych vyhod, poznatkli a moznosti uplatnéni, které jsou nebo teprve
budou velmi zédsadni pro celou fadu analytickych pracovist ve smyslu urychleni a
zefektivnéni jejich Cinnosti. O téchto aspektech bych mimo jiné rad pojednal v této

praci.



1.2. Cil prace

Hlavnim cilem této prace je ptiblizit UPLC instrumentaci, ktera vnasi do oblasti
analyzy a separace latek nové moznosti a je nejen v nasi republice pomérné novou
technikou. Bude zde pojednano o zakladnich principech separace, na kterych je tato
chromatograficka metoda zalozena. Cilem prace je také stru¢né pojednani o
historickych souvislostech, jez neodmyslitelné patii k vyvoji kazdé techniky. Jednim
z dulezitych aspekti, které si dava tato prace za cil, je popis jednotlivych pristrojovych
soucasti. Prace se zminuje samoziejme i o spojeni UPLC s hmotnostni spektrometrii
vyuzivajici rizné ioniza¢ni techniky. Pro zietelné objasnéni vyhod, které UPLC
poskytuje, je zde zafazena kapitola, kterd se zabyvd porovnanim HPLC a UPLC

instrumentaci.

V piipadé této resSersni prace, je zpracovani odbornych clankd, které se tykaji
vySe zminéné instrumentace, povazovano za jeden z hlavnich cili. Budou zde
v grafickém piehledu pfiblizeny jednotlivé skupiny ¢lankd, které fesi tuto problematiku
z rizného pohledu. Dal$im vyznamnym aspektem, ktery tato prace zmini, bude
pojednani o vyuZiti spojeni UPLC-MS v analyze vybranych biologicky aktivnich latek

Vv biologickém materidlu a ve farmaceutickych piipravcich.
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2. Teoreticka c¢ast
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2.1. Van Deemterova a Giddingsova teorie pro ucin-

nost chromatografického systému

2.1.1. Van Deemterova teorie!

V piipadé idedlni chromatografie by chromatografick¢é piky po nadavkovani
vzorku do chromatografického systému mély byt ostré ohranicené zony. Existuji ale
kinetické dé€je, které ovliviuji separaci a zplsobuji tzv. rozmyvani zén a tim typicky

znamy Gaussovsky tvar chromatografického piku.

Studie, kterd umozZiuje popsat dé&je, které ptispivaji k rozmyvani zon
separovanych latek, je nazyvana Dynamickd van Deemterova teorie. V roce 1956
predstavil J. J. van Deemter rovnice popisujici vztahy pro jednotlivé procesy ovliviiujici
roz§ifovani chromatografickych zon. Pivodné byly tyto zdkonitosti vztazeny pouze na
plynovou chromatografii, ale pozdéji se ukéazalo, ze jsou platné i pro chromatografii
kapalinovou. To tedy znamen4, ze rovnice odvozené pro plynovou chromatografii jsou
vhodné 1 pro aplikaci v kapalinové chromatografii. Giddings pozd¢ji také popsal tyto
vztahy a jeSté presnéji je specifikoval pro kapalinovou chromatografii. V ptvodni
interpretaci je rozSifovani chromatografické zony dano tfemi nezavislymi aditivnimi

procesy:

A. vifivou difizi analytu v mobilni fazi
B. molekularni difazi v mobilni fazi

C. odporem proti pfrevodu hmoty v mobilni a ve stacionarni fazi
Tato interpretace dobfe vystihuje podminky plynové i kapalinové chromatografie
S pouzitim népliiovych kolon. Vysku tzv. teoretického patra lze vyjadrit jako soucet

dil¢ich ptispevk:

H=Hg+H_+Hpm

! Kapitola 2.1.1. byla vypracovéna ze zdroji [1], [6].
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H ... vyska teoretického patra
He ... pfispévek vitivé difuze k vySce teoretického patra
H_ ... ptispévek molekularni difuze k vysce teoretického patra

Hw ... pfispévek odporu proti ptevodu hmoty k vysce teoretického patra

A. Viriva difize analytu v mobilni fazi

Tento prispévek souvisi s nehomogenitou staciondrni faze. Mobilni faze proudi
v uzsich kanalcich pomaleji a naopak v kanalcich SirSich proudi rychleji. Molekuly
prochazejici rtiznymi kanalky postupuji rGznou rychlosti. Piispévek vifivé difuze
Kk rozmyti zon je zavisly pouze na pravidelnosti uspoiadani naplné kolony a na

rozmérech Castic. Prispévek lze vyjadrit vyrazem:

HF:AZZ}\.dp

A ... konstantni ¢len van Deemterovy rovnice
A ... koeficient nerovnomérného plnéni chromatografické kolony

dp ... velikost ¢astic napIné kolony

Se zmenSovanim c¢astic naplné klesa hodnota d,, avSak vzristd hodnota
). Koeficient A zavisi na distribuci velikosti &astic. Cim uZzsi je tato distribuce, tim
mensi je A a také nartist zpétného tlaku na koloné. U kapilarnich kolon ¢len A odpada,
ale u napliovych kolon neni mozné ¢len A van Deemterovy rovnice vypustit. U¢innost
analytické kolony vzrista se zmenSujicim se primérem ¢astic, coz jasné vyplyva z vyse

uvedeného vztahu.

B. Molekularni difuize v mobilni fazi

Molekuly latky difunduji z mista s vyssi koncentraci do mista s niz8§i koncentraci.
Molekuly se takto pohybuji ve sméru toku mobilni faze 1 proti toku mobilni faze.

Molekulova difuze je popsana podle Fickovych zdkonl. Difuzi ovliviluje zejména
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difazni koeficient Dy, Molekulova diftize se uplatituje zejména pii malych pratokovych

rychlostech. Pfispévek molekulové diftize k rozmyti zon je dan vztahem:
H.=2yDn/u=B/u

v ... korekéni faktor charakterizujici tvar kanalkll v naplni kolony
u ... pritokova rychlost mobilni faze

Dy, ... diftizni koeficient

Je zfejmé, Ze s vys$Simi pritoky mobilni faze se vliv difize snizuje tak, jak to
vyplyva z vySe uvedené rovnice. Ptispévek molekulové difize k rozmyti zon je velky
V plynové chromatografii pifi malém pritoku nosného plynu. V ptipadé kapalinové
chromatografie je pfispévek molekuldrni difuze zanedbatelny, a to pii béznych

hodnotach pritoku mobilni faze.
C. odpor proti pfevodu hmoty v mobilni a ve stacionarni fazi

Pfenos hmoty je nejspornéj$im parametrem. Je v podstaté kombinaci dvou vlivi:
pfenosu hmoty uvnitt ¢astice a adsorp¢ni kinetiky. Rychlost pfenosu hmoty mezi fazemi
je urcovana zejména diftizi analytu ve stacionarni fazi nebo ve stagnujici mobilni fazi
V porech nosi¢e a v proudici mobilni fazi. Rychlost, kterou se hmota ptfenasi, je také
zavisla na tloustce vrstvy staciondrni faze a na velikosti a tvaru zrn naplné. Adsorpcni

kinetika je v podstaté zanedbatelna.
Ptispévek odporu proti prenosu hmoty k rozmyti zon lze popsat vztahem:
Hw=0.d,/Dmn.u=C.u
o ... koeficient zavisly na distribuci tvaru ¢astic, velikosti ¢astic a také distribuci pori
dp ... velikost ¢astic naplné kolony

Dp ... difuzni koeficient analytu v mobilni fazi

u ... pratokova rychlost mobilni faze
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Dalsi mozny zplisob vyjadieni tohoto ptispévku:
Hm = (Cwm + Cs).u
Cwm ... konstanta zavisla na difiznim koeficientu analytu v mobilni fazi

Cs ... konstanta zavisla na difuznim koeficientu analytu ve staciondrni fazi

u ... pratokova rychlost mobilni faze

Band spreading 1

Band spreading X

Band spreadﬁr

Obr. 1: Odpor proti pfevodu hmoty v mobilni fazi (nahote), odpor proti pfevodu hmoty
ve stagnujici mobilni fazi (uprostfed), odpor proti ptevodu hmoty ve stacionarni fazi
(dole), [6].

Celkové rozmyti zon lze tedy vyjadfit souhrnnou rovnici:

H=2\d, + 2y.Dn/U + ®.d,?/Dpu=A+B/u+C.u
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2.1.2. Giddingsova teorie”

Giddingsova teorie na rozdil od van Deemterovy teorie popisuje 1épe zakonitosti
Vv kapalinové chromatografii. Rozmyvani chromatografickych zén je ovlivnéno stejnymi

kinetickymi dé&ji. Tyto déje jsou tedy nasledujici:

vifiva difuze

molekularni difize

odpor proti pfevodu hmoty ve stacionarni fazi
odpor proti pievodu hmoty v mobilni fazi

odpor proti pfevodu hmoty ve stagnujici mobilni fazi

Utinnost chromatografického systému podle Giddingsovy rovnice lze vypod&itat

nasledovné. Jednotlivé veli€iny a jejich popis odpovida van Deemterovym rovnicim.

H = 2/[(.dp) + D/ (@.dp>u)] + y.Dm/u + (0.0,°/Diy + @sm.dp?/Dpy) . U
vitiva difaze odpor proti pitevodu  molekularni odpor proti pievodu hmoty ve

hmoty v mobil. fazi difuze staciondrni a stagnujici mobilni f.

35.00
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\ /
25,00 -'i /
— J ':Il—r: prm
1

1500 A ||
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500 ~
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Obr. 2: Vliv velikosti ¢astic na u¢innost chromatografického systému. Van Deemterovy

ktivky — zavislost G¢innosti (HETP) na linearnim prutoku [4].

? Kapitola 2.1.2. byla vypracovéna ze zdroje [4].
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2.2. Chromatografické metody

2.2.1. Historie a struény vyvoj chromatografickych metod®

Rusky botanik Michail Semjonovi¢ Cvét popsal prvni chromatografickou
techniku, a to sloupcovou adsorpéni chromatografii na pielomu 19. a 20. stoleti béhem
svého studia rostlin. Pouzil adsorp¢ni kolony, které obsahovaly kiidovou, aluminovou a
sacharozovou naplii. Pomoci téchto kolon separoval rostlinné pigmenty. Jeho metoda
byla poprvé prezentovana 30. 12. 1901 na 11. Kongresu piirodovédct a doktori v Saint
Petersburgu. M. S. Cvét poprvé uzil terminu chromatografie v roce 1906 v jeho dvou
¢lancich o chlorofylu v ,,German botanical journal“. Pojem chromatografie tedy pochazi

od nazvu rostlinného barviva — chlorofylu.

V sedmdesatych letech zacal velmi vyznamny rozvoj vysokoucinné kapalinové
chromatografie (High Performance Liquid Chromatography - HPLC), ktera umoznovala
analyzu tepelné nestalych nebo netékavych latek a polymert. Byly tak kompenzovany
nedostatky GC — plynové chromatografie. Rychly rozvoj HPLC byl umoznén objevem
vhodnych citlivych detektorii a G¢innych stacionarnich fazi. Lze jmenovat naptiklad
vysokotlaké techniky pouzivané k napliiovani kolon, a v neposledni fad¢ se zde také
vyskytuje velmi mala velikost Castic, které tvoii napln kolony, a tedy i stacionarni fazi a
tim umoznuji vysokou ucinnost separace. HPLC je moZno povaZovat za pfedchlidce
UPLC techniky, protoZe princip separace latek na kolon¢ je totozny s HPLC, pficemz
separace za vyuziti UPLC je rychlejsi a zaroven ucinnéjsi diky mozZnosti vyuziti vyhod

malych c¢astic o velikosti 1,7 pm. Malé ¢astice umoznuji aplikaci vyssich tlaki v UPLC.

® Kapitola 2.2.1. byla vypracovéna ze zdroja [1], [2], [3].
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2.2.2. Historie UPLC*

V roce 1975 Halasz a skupina jeho pracovnika ukézali, Ze pouzitim velmi malych
Castic v koloné¢ lze docilit jesté¢ kratSiho Casu potiebného pro analyzu. Také bylo
ukazano, Ze minimalni Cas pro analyzu, kterého bylo dosazeno, je omezen tlakem
V kolon¢ v zavislosti na jejim praméru. VéEtSina konvencnich Cerpadel méla horni
tlakové limity kolem 40 MPa, ¢imz kolony naplnéné casticemi omezovaly na délku
zhruba 25 cm. Kolony, které uzivaly ¢astice o velikosti 1,5 um mély délku pouhych 3 —

4 cm.

V devadesatych letech MacNair piedstavil techniku Ultravysokotlaké kapildrni
kapalinové chromatografie (UHPLC), aby ptekonal tlakova omezeni, ktera malé castice
vytvarely na ¢erpaci pumpy. V UHPLC byla dokdzana jak vysoka G¢innost, tak vysoka
rychlost za vyuziti neporéznich Cs — modifikovanych silikonovych ¢astic. Aby bylo
mozné vyuzit tuto metodu V laboratofich, bylo nutné zlepsit nékteré jeji praktické

aspekty jako napt. davkovani vzorkt do systému, opakovatelnost a citlivost detekce.

V UHPLC dochézi k obzvlastnim problémim pii davkovani vzorka spocivajici
V obtiznosti pfi konstruovani davkovaciho ventilu, ktery by vyhovoval narokiim na
spolehlivost pii vysokém tlaku v systému. Konvenéni davkovaci ventily vyhovovaly
pozadavkim systému, avSak mohly vydrzZet pouze tlak od 28 do 40 MPa, coZ je o hodné
niz8i tlak, nez jaky je vyzadovan pro UHPLC metodu. Nicméné MacNair a jeho skupina
dosahli vysoké ucinnosti diky pouziti specidlniho davkovace vzorkid. S témito
davkovacimi systémy mohly byt aplikovany vzorky pii velmi vysokém tlaku 275 — 500
MPa. Pfesto je ziejmé, Ze tato technika méla také své nedostatky. Tyto davkovaci
systétmy vyZzadovaly pfili§ velké mnozstvi davkovaného vzorku, mnoZstvi praveé
vsttikovaného vzorku nebylo mozné efektivné kontrolovat, ¢imz se tyto davkovace
stavaly pfili§ nevérohodné pro kvantifikaci. Celkovy proces davkovani trval nckolik
minut a tudiz pro praktické pouziti byl nevhodny. Bylo tedy Zadouci vyvinout vice

opakovatelné a pouziteln&jsi davkovaci systémy.

* Kapitola 2.2.2. byla vypracovéna ze zdroji [5], [14].
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Dalsi praktickou otdzkou tykajici se UHPLC byla volba kolony vcetné jejiho
vnitiniho priméru a napliového materidlu. Pti UHPLC mohly byt pouzivany pouze
kapilarni kolony napf. 30 — 150 pm vnitfniho primeéru, protoze malé kolonové priméry
umoznovaly lepsi rozptyl tepla vznikajiciho tfenim. Bylo zjisténo, ze ¢innost kolon se
zlepSuje se snizenim jejich priméru. Nicméné se zvySenim pruméru se mohou objevit
nekteré praktické problémy. Napiiklad s vy$Sim pramérem kolony poklesne i jeji

vvvvv

piedpokladem pro pozdé€jsi vznik UPLC techniky jakozto nastupce UHPLC.

V roce 1997 MacNair predstavil UHPLC metodu, ve které bylo dosazeno jesté
vetsi ucinnosti, jez byla potencovana velmi malymi ¢asticemi v koloné. Pozd¢jsi studie
pak dale demonstrovaly tuto vysokou uc¢innost a také vysokou rychlost v UHPLC
metod¢. Konvencni vzduchové zesilovaci pumpy, které byly pouZzity v téchto studiich
umoznovaly dosazeni tlakii o hodnotach vyssich nez 500 MPa. Tyto pumpy byly

pouzity pro plnéni kolon.

UHPLC metoda vyzadovala nékteré dil¢i upravy pouzitych konvenénich
komponent tak, aby systém odolal vysokym tlakim. Naptiklad byly pouzity specidlné
upravené davkovaci ventily pro nastiik vzorku, které byly schopny odolat daleko
vy$$im tlaklim, neZ konvencni ventily, které byly konstruovany pro tlaky od 28 do 40
MPa. Z bezpecnostnich divodd, vzhledem k do té doby dostateéné neprozkoumanym
vysokym tlaktim v kolong&, MacNair a kol. zkonstruovali pevny ocelovy box, do kterého
umistili UHPLC systém. Tento box ochrafioval jednotlivé soucasti systému pied

poskozenim nasledkem ptipadného prasknuti kolony.
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2.2.3. Ultra Performance Liquid Chromatography”

Ultra Performance Liquid Chromatography je nové zavadéna technika, ktera
poskytuje nejraznéj$i moznosti v oblasti kapalinové chromatografie. UPLC
chromatograficky systém je specialné konstruovan tak, aby odolal vysokym zpétnym

tlakim, které¢ v ném vznikaji.

Ve spojeni s timto analytickym systémem jSOU pouzivany specialni kolony UPLC
Acquity BEH o malém vnitinim praméru (1,0 - 2,1mm), které jsou plnény ¢asticemi S
pramérem 1,7 um. Parametry kolon a castic v nich pozitivné ovliviiyji ucinnost
chromatografického procesu a vyrazné¢ zkracuji dobu, po kterou analyza probiha.
Jednou z dilezitych podminek je uziti specialnich, odolnych a pevnych kapilarnich
spoju, které zdtvodu ultra vysokého tlaku v systému hraji nezastupitelnou roli.
Separace latek zde probiha za ultra vysokého tlaku pohybujiciho se v hodnotach az do

100 MPa, coz podporuje maximalni vyuziti sorbentt s velmi malym zrnénim.

Vzhledem k vysokym tlakim, které v systému vznikaji, musela byt v zafizeni
UPLC provedena cela fada technickych Gprav. Miizeme zminit naptiklad vysokotlakou
binarni pumpu, ktera je schopna dokonale a reprodukovateln¢ pracovat za velmi
vysokych tlakli az do hodnoty 100 MPa stejné jako autosampler. Injikovani vzorku je
zde charakterizovano rychlymi davkovacimi cykly a nizkym objemem vzorku. VSechny
tyto atributy pozitivné prispivaji ke zvySeni rychlosti a citlivosti UPLC analyzy. Jako
dalsi upravy mizeme zminit nutnost pouziti nizkoobjemové detekéni cely s dlouhou
drahou pro svételny paprsek ¢i minimalizovani systémovych objemill. Nutné je téz
zvysit rychlost sbéru dat tak, abychom ziskali co nejvétsi mnozstvi bodi k zaznamenani

chromatografického piku.

Nov¢ vyvinuty pfistroj pro LC analyzu Acquity UPLC pracujici pod ultra-
vysokym tlakem je ptfikladem takového systému. Dalsi vyrobci HPLC tento novy trend
zahy nasledovali. Waters Acquity UPLC (2004) byl prvni nové vyvinuty UPLC piistroj.

® Kapitola 2.2.3. byla vypracovéna ze zdroji [1], [4], [7], [8], [9], [50].
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Jasco X-LC (2005) byla instrumentace, ktera byla doplnéna pouze UV/VIS detekci.
Agilent 1200 RRLC (2006) systém pracoval pouze do hodnoty tlaku okolo 60 MPa.
Dalsi typ pfistroje byl Thermo Accela (2006).

Stejné jako konvencéni HPLC instrumentace je UPLC systém sloZzen ze Ctyf
hlavnich modult. Vzhledem k pouziti ultra-vysokého tlaku a zna¢ného urychleni
analyzy musely vSak byt do konstrukce systému vneseny ur€ité zmény optimalizujici
jeho ucinnost. Jako piiklad UPLC instrumentace bude podrobné popsan UPLC systém
Acquity firmy Waters.

Obr. 3: UPLC analyticky systém firmy Waters slozeny ze ¢tyf modulil — smérem od
spodni ¢asti pfistroje: binarni pumpa (BSM), autosampler-sample manager (SM),

kolonovy termostat, detektor, Sample organizer (bo¢ni cast) [4].

Binary solvent manager (BSM) je binarni pumpa umoznujici nastaveni pratoka
v rozmezi od 0,01 — 2,00 ml/min (s ptesnosti < 0,075% RSD). Objem fluidické drahy je

minimalizovan, mrtvy objem je men$i nez 150 pl. Pumpa umozZiiuje vybér ze Ctyt
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solventl, coz je velmi vyhodné pii tvorbé gradientti a také pii automatizaci vymeény
riznych metod. Maximalni pracovni tlak je pfiblizn¢ 100 MPa (15 000 psi, 1000 bar),
coz podporuje maximalni vyuziti sorbentti s velmi malym zrnénim plnénych do kolon s
uzkym primérem. Pozitivnim disledkem je zvySeni ucinnosti separace, zlepSeni
rozliSeni a zkraceni doby analyzy, pficemz je vSak generovan velmi vysoky zpétny tlak,
ktery by konven¢nimi HPLC systémy nemohl byt akceptovan. Pro odplynéni

vchazejicich rozpoustédel je vlozen Sesti-komurkovy degasser.

Power Switch :
LEDs Independent drives for A1, A2, B1, B2 Six channel
degasser

Solvent Select Valves

"

>

- 2L o . \ & s ) |
sealWash \#\ fod

Leak

Filter/ Mixer/ iaiion

Tee Assembly

BENTATION WOHK

Obr. 4: Binarni pumpa — binary solvent manager (BSM) [7].

Sample manager (SM) je automaticky davkovaé, umoziujici davkovani v rozsahu
0,1 — 50,0 pl. Pro oplach jehly pouziva dvé kapaliny, tzv. silnou a slabou, volitelné
podle povahy analyzovanych vzork a pro eliminaci pfenosu vzorkit mezi jednotlivymi
davkovanimi. Doba mezi nastiiky je velmi kratka — 25 s bez oplachu a do 60 s se dvéma
oplachy. Timto se velmi urychlil davkovaci cyklus. Néstiik je tlakové regulovan
s vyuzitim designu jehla v jehle, a tim je omezen pienos vzorku na méné nez 0,005%.
Dale je také eliminovana moZnost ucpani jehly casteckami septa a zmenSeno rozmyti
zony vzorku v davkovaci jehle. SM umoziuje tii zplsoby nastfiku, tzv. ,,full loop

injection® s vyssi presnosti davkovani (0,3% RSD), tzv. ,partial loop injection*

22



s pon¢kud nizsi presnosti (0,5% RSD) a tzv. ,,partial loop with needle overfill“. Zptisob
nastfiku je vybirdn s ohledem na davkované mnozstvi vzorku a velmi ovliviiuje
reprodukovatelnost metody. Temperovani prostoru SM Vv rozmezi 4 °C az 40 °C je

naprostou samoziejmosti.

Do SM je integrovan kolonovy termostat. Umoziiuje temperaci az do 65 °C a ma
dvé nastavitelné pozice. Pro spojeni s MS detektory je nutné jej vytocit ven, aby bylo
mozné zavést eluent do iontového zdroje. Pii spojeni s UV-VIS detektorem ziistava

neotocen.

UV-VIS detektor vyzaduje naprosto specidlni konstrukci , protoze brzy eluujici
piky, které jsou pti UPLC eluovany vyzaduji vyS$si rychlost sbéru dat a mensi objem
fotocely. Mensi objemy pika pak vyzaduji maximalni prostupnost svétla (S/N). UPLC
fotocela musi udrzet optimalni tvar piku umoznény pouzitim 1,7 um sorbentd a
negenerovat dal§i zpétny tlak. Délka optické drahy paprsku uvniti teflonové kapilary

¢ini 10 mm pfi jejim objemu pouze 500 nl.

| Teflon® AH
L
| - Teflon® AH

* d

Lo

Obr. 5: Schéma detekéni cely v UPLC systému [4].

Nezbytnym parametrem je zvySeni rychlosti sbéru dat umoziujici ziskéani
dostatecného poctu bodl pro integraci rychle eluujicich pikti. UPLC umoziiuje
nastaveni rychlosti sbéru dat do 20 bodii/s nebo az do 80 bodl/s podle typu detektoru.
Kromé DAD Ize bez problému pfipojit hmotnostni spektrometr, FD nebo ELSD.
Volitelny sample organizer (SO) umoznuje zvySeni kapacity UPLC analyzy a moznost

zpracovani vice vzorkl pro vyuziti ve vysoce produktivnich laboratotich.

UPLC analytické kolony, které¢ byly vyvinuty specidlné pro tento systém,
obsahuji specidlni sorbent X — Terra 2. generace odolny vi¢i pisobeni ultra-vysokych

tlaki diky BEH technologii. Kolony jsou plnény sub-2-micronovymi ¢asticemi, které
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optimalizuji ucinnost systému a umoznuji zkraceni délky analytické kolony pii

zachovani potiebnych rozliSeni a ucinnosti. Dojde také k vyznamnému urychleni

analyzy. Pfispivajicim faktorem vysoké ucinnosti jsou samoziejme¢ i malé vnitini

praméry kolon (1,0 nebo 2,1 mm), které jsou pro BEH analytické kolony pouZzivany.

Zatimco prvni generace X — Terra hybridnich ¢éastic neméla dostate¢nou

mechanickou odolnost ani u¢innost potfebnou pro rychlou a citlivou analyzu s vysokym

rozliSenim v UPLC, druha generace hybridniho materialu X — Terra vykazuje prave tyto

vlastnosti. Vyroba X — Terra sorbentu druhé generace vyuziva ,,bridged ethyl/siloxane

silica hybrid“ (BEH) technologii, kterd ma pravé velmi vysokou ucinnost a velkou

odolnost v sirokém rozmezi pH (1-12). Analytické kolony jsou vyrabéné s vazanou Cg a

Cig stacionarni fazi, kdy je vyuzito v€lenéni trifunkéniho ligandu pro lepsi stabilitu pfi

nizkém pH. Pro dosazeni lepsiho tvaru piku je pouzita nova technologie endcappingu.

, HO EtO Ot
! EtO -2, 23 4Ot
+ EOg - -
EtO~ “OEt P CHy
1O EtO OFt

tetragthoxysilan
(TEQS)

bis(triethoxysilyl)ethan
(BTEE)

/ O\__‘ §
- S S':.-._O_
Y 4 b
T
- —_— =4

EtO OFt Ot |

polyethoxysilan
(BPEQS)

Obr. 6: Struktura sorbentu X — Terra 2. generace [4].
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Existuji nasledujici modifikace stacionarnich fézi: stacionarni faze Shield
obsahuje vlozené polarni skupiny. Je kombinaci hydrofilni vloZzené polarni skupiny a
hydrofobniho alkylového ligandu. Tato faze muze byt alternativou RP staciondrnich
fazi, je kompatibilni s vodnymi mobilnimi fazemi a poskytuje dobry tvar piku i pro
bazické latky. Diky polarni skupiné této stacionarni faze se chova jako akceptor

vodikové vazby, takze selektivita se stava unikatni hlavné pro polyfenolické latky.

CHy

O_.;;.-E',. T YA,
I
|:"L1

Obr. 7: Stacionarni faze Shield [4].

DalSim typem UPLC staciondrni faze, kterd poskytuje dopliujici selektivitu
zejména pro analyty s aromatickym jadrem, je reverzni faze s fenylovym ligandem.
Fenylova faze vyuziva specialni trifunkéni Cg alkyl mezi fenylovym jadrem a silylovou

skupinou.

Obr. 8: Reverzni faze s fenylovym ligandem [4].

Poslednim typem UPLC staciondrni faze je HILIC BEH stacionarni faze, ktera
obsahuje pouze nemodifikované BEH castice a je vhodna pro separaci velmi polarnich

bazickych latek pii analyze za HILIC podminek.

Q

Obr. 9: HILIC BEH stacionarni faze [4].
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BEH technologie vyuziva 1,7 um ¢astice pro zvySeni u¢innosti chromatografické
separace. Podle zékladnich chromatografickych principti, van Deemterovy a
Giddingsovy rovnice je ucinnost vyjadiena jako HETP pfimo imeérna velikosti Castic.
Jak tedy vyplyva z teorie, 1,7 pm ¢astice by mély poskytovat jak vyssi acinnost (mensi

hodnoty HETP), tak lepsi rozliSeni nez konvencni 5 um ¢astice.

Pro redukci jevu rozsifovani chromatografickych zon, pro zajisténi tésnych
spojeni a také dlouhé zivotnosti byl vylepsen i kolonovy hardware. Byla pouzita
specialni frita, kterd zajist'uje udrzeni castic v koloné, a tim padem mimo detektor nebo
MS zdroj. Zivotnost BEH analytickych kolon za UPLC podminek je podobna jako

zivotnost konvencnich analytickych kolon za béZznych HPLC podminek.

Acquity UPLC kolony jsou vyrabény také pomoci tzv. eCord technologie.
Kromé¢ toho, Ze pomoci ¢ipové technologie je uchovavan Analyticky certifikat kolony,
jsou zaznamendvana také data o pouzivani kolony jako je pocet sekvenci vzorki,
nastiik, maximalni tlak, maximalni teplota a data o poslednim pouziti kolony. Vsechny
tyto udaje je mozno pocitacoveé zpracovavat. eCord je vsak stale ptfipevnén k analytické

koloné a tudiz nemuze dojit k pfepisu nebo odstranéni dat.

Obr. 10: Analyticka kolona Acquity UPLC BEH Csg s eCord technologii [4].
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2.2.4. Hmotnostni spektrometrie®

Hmotnostni spektrometrie je fyzikalné-chemickd metoda, kterd vyuziva separace
urychlenych ionizovanych ¢astic (ionti) ve vakuu, a to podle poméru jejich hmotnosti a
naboje pii jejich prichodu magnetickymi a elektrickymi poli. Podstatou hmotnostni
spektrometrie je studium ionti v plynném stavu. Tato metoda v sobé zahrnuje tfi hlavni
¢asti: generovani iontl sledovanych atoml nebo molekul, separace iontii podle poméru
jejich hmotnosti k naboji (m/z), métfeni zastoupeni jednotlivych druhd separovanych
iontd. Technika byla vyvinuta pocatkem 20. stoleti a pivodné byla vyuzivana zvlaste
ve fyzice a chemii, mj. byly pomoci této metody objeveny stabilni izotopy prvki. Po
dlouhou dobu pak hmotnostni spektrometrie byla hlavni metodou analyzy ropnych

produktd a analyzy tékavych organickych latek obecné.

Na rozdil od jinych analytickych pfistupti tato metoda vyzaduje opravdu nepatrné —
homeopatické mnozstvi mefené latky. Je to nepiedstavitelné malé mnozstvi, a proto se
hmotnostni spektrometrie Casto pouziva ve stopové analyze. Dalsi dilezitd vlastnost této
techniky tkvi v jeji schopnosti analyzovat 1 velmi komplikované smési latek a strukturni

informaci poskytnout rychle.

Hmotnostni spektrometrie je vyuzivana predev§im ve strukturni analyze. U
nizkomolekularnich latek je studovéana jejich ionizace mékkymi ioniza¢nimi technikami
(elektrosprej, chemicka ionizace za atmosférického tlaku) a kolizi indukovana disociace
v iontové pasti. Ziskané poznatky jsou vyuzivany naptiklad pii popisu fragmentace
komplext kovi s azolatkami, pii identifikaci metabolitd farmakologicky zajimavych
latek, pfi identifikaci produktl a meziprodukti elektrochemickych pfemén herbicidd,
pfi vyvoji metody pro diagnostiku poruch purinového a pyrimidinového metabolismu.

Hmotnostni spektrometrie je rovnéz pouzivana pti charakterizaci peptidt a proteint.

® Kapitola 2.2.4. byla vypracovéna ze zdroji [10], [11], [12], [13], [51].
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K feSeni uvedené problematiky je vyuzivana samotnd hmotnostni spektrometrie
nebo jeji spojeni s vysokoucinnou kapalinovou chromatografii resp. kapilarni

elektroforézou a n¢kdy i s plynovou chromatografii.

Vysledkem analyzy je tzv. hmotnostni spektrum. Je to zavislost intenzity
iontového proudu na hodnoté m/z. Hodnota 100 % odpovida nejintenzivngjSimu piku ve
spektru. Nachazime zde piky odpovidajici molekulovému iontu a piky, které

charakterizuji tzv. fragmentové ionty.

Pti pouziti techniky UPLC-MS v analyze biologicky aktivnich latek miizeme
dosahnout jesté lepsich vysledku, néz pii uziti HPLC-MS metodiky ¢i samotné metody
UPLC. UPLC-MS technika ve srovnani s HPLC-MS vynika vyrazngjsi citlivosti.

Nespornou vyhodou je i zkraceni doby analyzy v porovnani s HPLC-MS.

iontovy zdroj urvchleni iontu

elekiromagnet

T

k vakuové
pumpé

vzorek

/

vych¥leni ionti
detektor ¥

zesilovac

hmotnosini spekirum

Obr. 11: Schéma hmotnostniho spektrometru [10].
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Rozdéleni ioniza¢nich technik

Podle mnozstvi dodané energie délime ionizacni techniky na mékké a tvrdé. U
mekkych technik je energeticky prebytek dodany molekule maly a pravdépodobnost
fragmentace primarn¢ vzniklého iontu je nizkd. U tvrdych technik dodana energie
postacuje k rozsahlejsi fragmentaci primarné vzniklého iontu. Nejbéznéjsi jsou techniky
ionizace z plynné faze, kdy je analyzovana latka pfedem odpafena do vakua. Techniky

ionizace z kondenzované faze jsou vhodné pro analyzu netékavych latek.

Prikladem tvrdé ioniza¢ni techniky z plynné faze je elektronova ionizace (El).
Je to nejbéznéjsi a nejlépe propracovany zplisob ionizace. Analyzovana latka interaguje
S proudem urychlenych elektronli za vzniku radikalkationtu. Jako zdroj elektront se zde
pouziva elektricky zhavené rheniové nebo wolframové vldkno a proud elektront je
smérovan prostorem iontového zdroje smérem k anod€. Vznikajici ionty jsou z prostoru
iontového zdroje vytlacovany elektrickym polem pomocné elektrody. Tato technika se

pouziva zejména pro zjisténi strukturnich informaci o malych molekulach.

Chemicka ionizace (Cl) je mé&kka ioniza¢ni technika z plynné faze. Jako
primarni zdroj energie se zde uplatiiuje proud urychlenych elektroni. Energie elektronii
je prendSena na analyzovanou latku zprostiedkované pies reakéni médium (methan,
propan, vodik, voda, amoniak, vodik/helium). Reakéni médium je v ioniza¢ni komurce
pod tlakem. NejcCastéji pouzivané médium je methan. Reakéni kationy interaguji
s molekulou analytu M za vzniku molekularniho iontu MH". Konstrukce iontového

zdroje pro ClI je prakticky totozna s konstrukci EI zdroje.

Ptikladem techniky ionizace z kondenzované faze je ionizace desorpci polem
(FD). Analyzovana latka je zde nanesena ptimo na povrch pracovni elektrody. Technika

umoziuje ionizaci latek net€kavych, které neni mozné odpatit do vakua.

lonizace bombardovanim vzorku urychlenymi atomy (FAB) vyuziva
k ionizaci urychlenych atomt vzacnych plynt (Ar, Xe). Jednd se o mekkou ionizac¢ni
techniku z kondenzované faze. Dopad atomu zpusobi desorpci a ionizaci. Technika se

vyuziva pii analyzach tepelné nestalych netékavych latek.
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Vionizaci wurychlenymi ionty - Secondary-ion bombardment mass
spectrometry (SIMS) se k ionizaci pouziva ostfelovani analytu urychlenymi ionty Cs".
Jedna se opét o mékkou ionizacni techniku z kondenzované faze. Technika se opét

vyuziva pti analyzach tepelné nestalych netékavych latek.

Desorpce laserem za ucasti matrice (MALDI) je ioniza¢ni technika
Z kondenzované faze vyuzivajici zafeni o vhodné vinové délce a dostatecné intenzité.
Jako zdroje zafeni se pouzivaji lasery pracujici v infraCervené nebo viditelné c¢asti
spektra. Technika se nejCastéji uziva v kombinaci s priletovym hmotnostnim

analyzatorem (TOF). Desorpcni fotoionizace se pouziva pro analyzy biopolymert.

Sprejové ionizace jsou mekké ionizaéni techniky z kapalné faze. Mezi sprejové
ionizace se fadi termosprej (TS) a elektrosprej (ES). Pfevodu iontt z kapalné faze do
vakua je dosazeno rychlym odpafenim mikrokapicek. Je-li proces odpafeni dostatecné
rychly, povrchovy naboj kapének postaci k pifevodu iontti zroztoku do vakua bez
nutnosti dodani vné&jSi energie. Sprejové ionizacni techniky se dobfe uplatiiuji pii

spojeni MS s pritokovymi analytickymi technikami ( HPLC-MS, UPLC-MS).

Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI) je v principu podobna
jako konven¢ni CI, ale ionizace probiha za atmosférického tlaku a konstrukce iontového
zdroje musi byt pfizptisobena velkému mnozstvi vstupujicitho eluentu na vystupu

z HPLC (0,2 — 2 ml/min pro konvenéni kolony).

Nejpouzivangj§imi zplsoby ionizace ve spojeni s kapalinovou chromatografii
jsou ionizace elektrosprejem (ESI), chemické ionizace za atmosférického tlaku (APCI)

a v off-line spojeni ionizace laserem za t€asti matrice (MALDI).
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Hmotnostni analyzatory

Magneticky hmotnostni analyzator je nejstarsi disperzni analyzator. Umoziuje
prostorové rozdéleni monoenergetického svazku iont podle hodnoty m/z. Konstrukéné
se jednd o elektromagnet, mezi jehoz pdélovymi ndstavci prochdzeji ionty. lonty

urychlené v iontovém zdroji maji kinetickou energii danou vztahem:
Ex=m.V2=z.V

m ... hmotnost iontu

v ... rychlost pohybu iontu

Z ... néboj iontu

V ... akcelera¢ni napéti iontového zdroje

V homogennim magnetickém poli plsobi na ionty radidlni Lorentsova sila, ktera je

V rovnovaze se silou odstfedivou:
B.zv=m.Vir
B ... magnetickd indukce
r ... polomér drahy iontu
Resenim uvedenych rovnic se ziska vztah pro hmotnostni spektrometr ve tvaru:
m/z = B%. r’/(2V)

Ionty o rozdilném poméru m/z opisuji drdhy o riznych polomérech a dochazi

k prostorové disperzi ionti podle jejich hmotnosti.

Kvadrupolovy analyzator (filtr) byva soucasti hmotnostnich spektrometr
S nizkym rozliSenim vhodnych pro spojeni s plynovou chromatografii a s HPLC.
Konstrukéné se jednd o 4 kovové tyce hyperbolického nebo kruhového priufezu, které
jsou piipojeny ke zdrojim stejnosmérného a sttidavého napéti. lonty, které vlétnou do

prostoru mezi ty¢emi, se dostanou do stiidavého elektrického pole a za¢nou oscilovat.

31



Pti vhodném pomeéru stejnosmérné a stiidavé slozky napéti a dané hodnoté téchto napéti

projdou kvadrup6lem pouze ionty o uréitém poméru m/z.

Iontova past je zafizeni umoznujici ucinkem elektrického pole uzavfit ionty
V ohrani¢eném prostoru. Sklada se ze vstupni a vystupni elektrody kruhového prifezu a
z prstencové stiedové elektrody. Krajni elektrody jsou uzemnény a na stiedovou
elektrodu je vkladano vysokofrekven¢ni napéti s proménnou amplitudou. Ionty jsou
nuceny pohybovat se uvniti iontové pasti po uzavienych kruhovych drahach. S rostouci
amplitudou napéti se ionty s rostoucim m/z dostavaji na nestabilni trajektorie a opoustéji

prostor iontové pasti smérem do detektoru.

Priletovy analyzator (TOF) je nejjednodussi hmotnostni analyzator, ktery je
V podstaté tvofen pouze prazdnou trubici. K ¢asovému rozdéleni iontl podle m/z
dochazi na zaklad¢ jejich odlisné doby letu z iontového zdroje do detektoru. Hmotné;jsi
ionty se pohybuji niz8i rychlosti nez ionty leh¢i a dorazi do detektoru pozdéji. Dosazené
rozliSeni zavisi na délce drahy, kterou ionty v priletovém analyzéatoru urazi. Priletovy

analyzator vyZaduje pouziti iontového zdroje pracujiciho v pulsnim rezimu.

V detektorové ¢asti hmotnostni spektrometrie se pouzivaji detektory pro ptima
méteni, detekujici elektricky proud vznikajici ptimym dopadem stanovovanych ionti.
Nasobicové detektory vyuzivaji efekt nasobeni elektrontt uvolnénych z prvni konverzni
dynody po dopadu iontd. Detektory pro piima méfeni jsou nezbytné pro urceni piesného
zastoupeni prvkl. Detektory pro pfima méfeni jsou obvykle soucdsti specializovanych
zakdzkovych systémi. Nasobicové detektory jsou nejcastéji pouZivanym typem
detektorti v metodé MS. Nasobicové detektory jsou schopny poskytnout meétitelny

signal pro jednotlivé ionty.
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2.2.5. Porovnani HPLC a UPLC technik’

UPLC metodika je prdvem povazovana za plnohodnotného a dokonalejsiho
nastupce HPLC techniky. Vi¢i HPLC vynika napftiklad vyznamnou Gsporou ¢asu, ktery
je nutny pro prub¢h analyzy, ¢i niz$i spotiebou rozpoustédel, které jsou nutné
k provedeni analyzy. To jsou jen nékteré z mnoha vyhod, které budou zcela jisté

podporovat pouzivani UPLC ve stale vétSim poctu analytickych laboratofi.

UPLC systém, ktery pouziva jako naplil kolony castice o velikosti 1,7 um,
umoznuje az devétkrat zkratit Cas analyzy ve srovnani s konvenénim HPLC systémem,
ktery standardné uziva 5 pm ¢astice v koloné. V porovnani s3 pm casticemi
umisténymi v HPLC koloné muze byt analyza zkracena zhruba trojnasobng. SniZzenim
velikosti ¢astic v UPLC koloné dochézi asi k devitindasobnému zvyseni zpétného tlaku
V systému v porovnani s 5 pm c¢asticemi. Ve vztahu k 3 pm HPLC ¢&ésticim je zvySeni

tlaku trojnasobné.

Separaéni proces v UPLC technice je vykondvan pod ultra vysokym tlakem,
ktery zde mtize dosahovat az 100 MPa, ale tento vysoky tlak nema negativni vliv na
analytickou kolonu ani na jiné soucasti obsazené v systému. V HPLC se mizeme setkat
s tlaky okolo 35-40 MPa a tedy i s nizsi separa¢ni G¢innosti systému, protoze pii téchto

tlacich nelze plné€ vyuZit vyhody sub-2-micronovych ¢astic.

Nize uvedena tabulka obsahuje ndzorny piehled tykajici se porovnani c¢astic
uzivanych v UPLC a v HPLC. Za pouziti menSich ¢astic v UPLC metod¢ dosahneme
vys$si ucinnosti separace, rychlosti analyzy a lepsiho limitu detekce za ptisobeni vyssiho

tlaku.

! Kapitola 2.2.5. byla vypracovana ze zdroju [1], [9], [50].
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Uginnost Rychlost Zlepieni limitu Operaéni
separace analyzy detekce tlak
1.7 ve. 5 um
e 1X 9x 3x 9x
1.7 vs. 3 um
et 1X 3.1x 1.75x 3X

Tab. 1: Porovnani ¢astic uzivanych v UPLC a v HPLC [50].

Ptfi postupném vyvoji UPLC metody, ktery vychéazel i z HPLC metodiky, se

plynule zkracovala délka kolony, sniZzovala se velikost Castic, zvySovala se rychlost

pratoku mobilni faze a postupné se prechazelo k vys§im tlakiim v systému, coz mélo

pozitivni vliv na ucinnost, rychlost a selektivitu analyzy. Vyse uvedena fakta

dokumentuje prilozena tabulka.

L d, F P
{mim (pm} | mdfmming | (WMPa)
300 10 0.5 1,8
150 5 1.0 74
S0 3 1.7 20,5
50 1.67 3 66,1

Tab. 2: Dokumentace vyvoje UPLC instrumentace [50].
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2.3. Vyhledavani informaci o UPLC, UPLC-MS v

internetovych databazich

Pro vyhledavani odbornych ¢lankti 1ze pouzivat rizné internetové vyhledavace ¢i
databaze. Vzdy, kdyz vyuzivame pro vyhledédvani internet, musime si uvédomit, ze ne
vSechny udaje, které nam internet poskytuje jsou zcela vérohodné a objektivni. Z tohoto
divodu je nejvhodnéjsi vyuzivat databdze, které obsahuji pouze informace zalozené na
védeckém podkladé. Jednd se o sveétové uznavané databaze rGznych védeckych
spolecnosti, odbornych pracovist’, vysokych skol atd. Ve zde obsazenych ¢lancich je

mozno vyhledat nejvice vérohodnych informaci tykajicich se riznych témat.

Pro vyhledani ¢lankt tykajicich se UPLC, UPLC-MS byly pouzity dvé databaze,
a to ScienceDirect a Web of Science. ScienceDirect poskytuje piistup k ¢asopisim z
nakladatelstvi Elsevier. Web of Science umoziiuje pomoci vyspélych vyhledavacich
metod rychly a efektivni pfistup k informacim z pfiblizné 8 500 uznavanych védeckych
Zasopisti. Databaze Web of Science obsahuje piedevsim tzv. abstrakty ¢lankd. Clanky o
UPLC, UPLC-MS, které byly nalezeny na téchto databazich se tykaji riznych oblasti,
ve kterych se tyto techniky uplatiiuji. V nésledujicim grafu je zobrazeno porovnani
téchto dvou databéazi a pocty ¢lankh o UPLC v nich nalezenych. Jednotlivd témata

¢lankt jsou popsana v grafu:

Clanky o UPLC nalezené ve dvou databazich

Pocet ¢lanku
45

40

35

30

25

20

15

10

5

0+ r r r r
Potravinova Farmaceutickd  Hodnoceni Clanek o Zivotni i L
analyza analyza biol.mat. metodé prosttedi Téma clanku
O ScienceDirect O Web of Science
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Z vyse uvedeného grafu vyplyva, ze tyto dvé databaze obsahuji riizné pocty clanki
tykajicich se danych témat. I celkové pocty se lisi. Miizeme také pozorovat, ze vétSina
clanki v databéazi ScienceDirect pojedndva o vyuziti metody v oblasti analyzy
biologického materidlu. Nejvice ¢lankli vyhledanych v databazi Web of Science se
vénuje technickym parametrim metody a metod¢ jako takové. VEtsi mnozstvi ¢lanki ve

form¢ abstraktt 0 UPLC metod¢ bylo vyhledano na databazi Web of Science.

Nasledujici grafické znazornéni se tyka spojeni UPLC-MS. Opét byly pouZzity
stejné databaze, tedy ScienceDirect a Web of Science. Pocty ¢lanktt o UPLC-MS jsou

V porovnani se ¢lanky tykajicich se UPLC rozdilné. Témata ¢clanka jsou vSak shodna.

Clanky o UPLC-MS nalezené ve dvou databazich

Pocet ¢lanku
14

12

10

0+ T T T T f
Potravinova  Farmaceuticka ~ Hodnoceni Claneko  Zivotniprostredi _ o
analyza analyza biol.mat. metodé Téma clanku
O ScienceDirect O Web of science

Z ptedchoziho grafu je patrné, Ze nejvice ¢lankli v databdzi ScienceDirect se
vénuje hodnoceni biologického materidlu. Nekolik ¢lanka se tykalo také monitorovani
zivotniho prostfedi. Pomémé velké mnozstvi ¢lankt fesilo problematiku UPLC-MS

v ramci technickych parametrti a riznych modifikaci této metody. Vétsi pocet ¢lanku
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byl poskytnut databazi ScienceDirect. Je také nutno uvést, ze tyto data plati pro ¢lanky

vydané do 19.3. 2007.

Dalsim velmi dulezitym aspektem je aktudlnost vyhledanych ¢lankd. V dne$ni
dobé je nezbytné Cerpat informace, které jsou co nejaktualnéjs$i vzhledem k velice
rychlému technickému pokroku. V pfiloZzeném grafu jsou vyznaceny jednotlivé roky a
jim odpovidajici pocty ¢lankli pojednavajicich o UPLC, jejim vyuziti, technickych
parametrech atd., které byly vyhledany na databazich ScienceDirect a Web of Science
k 19.3. 2007.

Pocty ¢lanki o UPLC vydanych do 19.3. 2007

Poéet ¢lanka
90 -
80
70+
60 -
50 1 A5
40 4
30+
20+

10+ 3 I ﬁ r&

0 T r
Vydany 2004 2005 2006 2007
predr.
2004

||:| SCIENCE DIRECT @WEB OF SCIENCE

Rok

Protoze UPLC je metoda relativné nova, naprosta vétSina Clankt je vydana od roku
2004. V jednotlivych letech mizeme pozorovat nartuist poctu ¢lankd v souvislosti s tim,
jak se metoda vyvijela a uplatnovala v praxi. V roce 2006 databaze Web of Science
poskytla téméf 90 ¢lanku, kdezto ScienceDirect pouze polovinu. K 19.3. 2007 poskytl

Web of Science pouze 9 ¢lankd a oproti tomu ScienceDirect jiz 33 ¢lanku.
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2.4. Farmaceuticka analyza a analyza biologicky
aktivnich latek v biologickém materiialu pomoci UPLC-
MS

2.4.1. Informace k tabulkovému piehledu

V tabulkovém piehledu, ktery je obsahem nasledujici kapitoly, jsou uvedeny
zékladni informace tykajici se analyzy biologicky aktivnich latek v ramci UPLC
techniky. Ptehled je rozd€len na ¢ast analyzy latek v biologickém materialu a na Cast
farmaceutické analyzy. Ptrehled byl vypracovan z dostupnych odbornych ¢lankt, které
byly vyhledany na databézich ScienceDirect a Web of Science. Pomérné¢ velké mnozstvi
¢lankl bylo obsazeno v obou databéazich soucastné, a proto se pocet ¢lankii uvedenych

V nasledujicim tabulkovém ptehledu snizil.

V ramci kazdého clanku pouzitého v tabulkovém piehledu jsem se zaméfil na

nasledujici informace:
jaké latky byly stanovovany
Vv jakém materialu
jaky byl typ pouzité stacionarni faze
jaka byla pouzita mobilni faze

jaky byl typ detekce stanovovanych latek

Ve farmaceutické analyze byly stanovovany latky nejéastéji v tabletach, gelu ¢i
byly analyzovany vzorky pfipravené in vitro. Pti analyze latek v biologickém materialu
se nejvice pracovalo s moci, sérem nebo s plazmou. Prakticky ve vSech ptipadech byla
pouzita kolona Acquity UPLC BEH C18, 1,7um. Pfevladajicim typem detekce byla

hmotnostni spektrometrie. U v§ech informaci z jednotlivych ¢lankt jsou uvedeny citace.

38



2.4.2. Analyza biologicky aktivnich latek v biologickém materialu

LATKA TYP MATERIALU STACIONARNI FAZE MOBILNi FAZE TYP DETEKCE CITACE
sulfonamidy
ChinOlony ACQUIty UPLC BEH C18 VOda/kyS. mravendi/ [ ]
mo¢ TOF 15
nitroimidazoly 50 x 2,1mm, 1,7pm Jacetonitril
peniciliny
Acquity UPLC BEH C18
amlodipin lidska plazma voda/acetonitril (grd.) MS-MS [16]
50 x 2,1mm, 1,7um
voda/octan amonny/
kladribin i /kys. mravenci
my&i plazma Acg(‘)"tyzuf LC BF;' c1s API-MS-MS [17]
klofarabin x2,1mm, 1,7uym acetonitril/octan amonny/
/kys. mravenci
Acquity UPLC BEH C18 acetonitril/voda/
vitexin-2"-O-rhamnosid krysi plazma ESI-MS-MS [18]
50 x 2,2mm, 1,7um /kys. mraven i
kys. mravenci/
ethinyl estradiol Acquity UPLC BEH C18 /acetonitril
lidska plazma MS-MS [19]
19-norethindron 50 x 2,1mm, 1,7um
acetonitril/voda
Acquity UPLC BEH C18 voda/kys. mravenci/
epirubicin lidska plazma MS-MS [20]

50 x Imm, 1,7um

[acetonitril
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LATKA TYP MATERIALU STACIONARNI FAZE MOBILNi FAZE TYP DETEKCE CITACE
benzyl alkohol
ethanolamin Acquity UPLC BEH acetonitril/octan amonny/
mo¢ MS [21]
valin shield RP18, /kys. octova
izoleucin atd. 150 x 2,2mm, 1,7um
Acquity UPLC BEH C18 kys. mravenci/
arekolin-1-oxid moc¢ TOF-MS [22]
50 x 2,1mm, 1,7um /acetonitril
naftalen-1,2-aren oxid Acquity UPLC BEH C18 acetonitril/voda/
plazma MS-MS [23]
naftalen-1,2-dihydrodiol atd. 100 x Imm, 1,7um /Kys. mravendi
Acquity UPLC BEH C18 mraven¢an amonny/
linkomycin Streptomyces spp. uv [24]
50 x 2,1mm, 1,7um /acetonitril
histamin Acquity UPLC BEH C18 mraven€an amonny/
mysSi srst ESI-TOF-MS [25]
a metabolity 100 x 2,2mm, 1,7um /acetonitril
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LATKA TYP MATERIALU STACIONARNI FAZE MOBILNi FAZE TYP DETEKCE CITACE
) . Acquity UPLC BEH C18 kys. mravenci/
acetaminofen moc¢ o TOF-MS [26]
50 x 2,2mm, 1,7um [acetonitril grd.
methanol/voda
diastereomery , Acquity UPLC BEH C18
plazma z opice MS-MS [27]
SCH 503034 50 x 2,1mm, 1,7um methanol/voda/
/octan amonny
17 glukokortikosteroidy kys. mravenci/
tetrahydrogestrinon . Acquity UPLC BEH C18 /acetonitril/'voda
mod . o TOF-MS [28]
formoterol 50 x 2,2mm, 1,7um kys. octova/acetonitril/
atd. /voda
histamin kys. mravenci/
1-methylhistamin .. Acquity UPLC BEH C18 /acetonitril
o X mysi srst . . TOF-MS [29]
imidazol-4-octova kys. 100 x 2,2mm, 1,7um kys.octova/acetonitril
1-methyl-4-imidazol-oct. k. mraven¢an amonny/acetonit.
kofein mo¢
S-mephenytoin plazma Acquity UPLC BEH C18 octan amonny/
- TOP COUNT [30]
chlorzoxazon atd. 100 x 2,2mm, 1,7um /methanol/acetonitril
tolbutamid
) ] o Acquity UPLC BEH C18 voda/acetonitril/
metabolity verapamilu vzorky in vitro .. MS-MS [31]
50 x 2,2mm, 1,7um /kys. mravendi
testosteron a jeho Acquity UPLC BEH C18
) vzorky in vitro acetonitril MS-MS [32]
metabolity 50 x 2,1mm, 1,7um
LATKA TYP MATERIALU STACIONARNI FAZE MOBILNi FAZE TYP DETEKCE CITACE
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Acquity UPLC BEH C18

isosorbid-5-mononitrat lidska plazma acetonitril/voda ESI-MS [33]
100 x 2,1mm 1,7um
komplexni biologicka Acquity UPLC BEH C18 .
skupina lipidd neuvedeno TOF-MS [34]
matrice 1,7um*
Acquity UPLC BEH C18 acetonitril/voda/
lercanidipin lidska plazma ESI-MS-MS [35]
50 x 2,2mm, 1,7um /kys. mraven i
glykogendeoxycholova kys.
taurodeoxycholova kys. Acquity UPLC BEH C18
sérum neuvedeno* TOF-MS [36]
lysofosfatidylcholin 1,7um*
fenilalanin, tryptofan, atd.
Acquity UPLC BEH C18
doxazosin lidska plazma neuvedeno* MS-MS [37]
1,7um*
5-ti sloZkova smés Acquity UPLC BEH C18
krysi plazma neuvedeno* MS-MS [38]
drog 1,7um*
endogenni a exogenni
lidské sérum neuvedeno* neuvedeno* MS [39]
metabolity
* v ,
¢erpano z abstraktu
LATKA TYP MATERIALU STACIONARNI FAZE MOBILNi FAZE TYP DETEKCE CITACE
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trifluoroctova kys./

Acquity UPLC BEH C18 Ivoda
B-blokatory tablety MS [40]
100 x 2,1mm, 1,7um trifluoroctova kys./
/acetonitril
Acquity UPLC BEH C18 voda/kys. mravenci
O-diglykosyl flavony Fructus aurantii ESI-CID-MS [41]
100 x 2,1mm, 1,7um acetonitril/kys. mravenci
quetiapin
perospiron vzorky pfipravené Acquity UPLC BEH C18
o acetonitril/octan amonny ESI-MS-MS [42]
aripiprazol in vitro 100 x 2,1mm, 1,7um
quetiapin sulfoxid
Acquity UPLC BEH C18 methanol/kys.
akrylamid vzorky in vitro MS-MS [43]
50 x 2,1mm, 1,7um mravenci ve vodé
N-acylhomoserinové gram-negativni Acquity UPLC BEH C18
voda/acetonitril (grd.) DAD [44]
laktony bakterie 100 x 2,1mm, 1,7um
hydrokortison acetat
propylparaben krém Acquity UPLC BEH C18 acetonitril/voda
indometacin gel 50 x 2,1mm, 1,7um methanol/acetonitril/ PDA [9]

4-chlorbenzoova kys.

methylparaben, atd.

/voda

2.4.3. Farmaceutickd analyza
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LATKA TYP MATERIALU STACIONARNI FAZE MOBILNi FAZE TYP DETEKCE CITACE
sulfanilamid vodné roztoky Acquity UPLC BEH C18 voda/kys. mravenci/
ESI-MS-MS [45]
sulfadimethoxin atd. pevné vzorky 1,7um* /methanol
kofein
karbamazepin Acquity UPLC BEH C18 kys. mravenci/voda
griseofulvin vzorky in vitro 1,7um* kys. mravenci/acetonitril MS-MS [46]
acykloguanisin
atenolol
dikolofenak Acquity UPLC BEH C18
methylparaben gel 1,7um* neuvedeno* neuvedeno [47]
propylparaben
desloratadin mraven¢an amonny/kys.
3-hydroxydesloratadin o Acquity UPLC BEH C18 mravendi
vzorky in vitro MS-MS [48]
atd. 1,7um* mraven¢an amonny/
/methanol/kys. mravenci
2"-O-B-pyranosylorientiny
orientin ) ) ) Acquity UPLC BEH C18 kys. octova/
Trollius ledibouri ESI-MS-MS [49]
vitexin 1,7um* /acetonitril

* Cerpano z abstraktu
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2.5. Analyza vybranych biologicky aktivnich latek a
porovnani HPLC s UPLC

2.5.1. Analyza acetaminofenu pomoci UPLC-TOF-MS®

Acetaminofen je mirné analgetikum a antipyretikum pouzivané k 1écbé
hore¢natych stavl, bolesti hlavy atd. Lidské télo eliminuje acetaminofen dvojim
hlavnim zplsobem: sulfataci a glukuronidaci v jatrech. Malé mnozstvi latky je
eliminovano oxidaci na molekulu N-acetyl-p-benzoquinoneiminu. Tento metabolit je
toxicky, ale jeho efekt je bézn¢ zmirfiovan reakci s glutathionem za vzniku
merkapturové kyseliny. LéCivo je bezpecné pii davkach v rozmezi od 500 do 1000
mg. Pii pfeddvkovani je systém sulfatace a glukuronidace plné saturovan a nastava
intenzivni oxidativni tvorba jiz zminéného toxického metabolitu, ktery mize vyrazné

poskodit funkci jater.

Chromatograficka separace acetaminofenu byla provedena pomoci 5 cm x 2,1
mm ACQUITY UPLC 1,7 um kolony. Kolona byla stabilné temperovana na teplotu
40 °C. Jako mobilni faze byl pouZit acetonitril a 0,1 % kyselina mravenci pfi
linedrnim gradientu. Rychlost pritoku mobilni faze kolonou byla 500 pl/min.
Stanoveni acetaminofenu probihalo v moci, ktera byla fedéna v poméru 1:5
s destilovanou vodou a vzorek byl injikovan na kolonu v objemu 10 pl. Cely tento
chromatograficky systém byl porovnavan skonvenéni HPLC metodou uZivajici
monolitické kolony 5 cm x 4,6 mm ChromSpeed. Cilem prace bylo stanoveni

acetaminofenu a porovnani u¢innosti UPLC a HPLC kolon.

Ukazalo se, ze UPLC je vhodnéjsi technika pro separaci latek v komplexni
biologické matrici nez HPLC. Metodika UPLC-MS byla primérné tiikrat citlivéjsi

nez monoliticka kolona uzita u HPLC a identifikovala vice metabolitu.

V nasledujicich chromatogramech je uvedeno nazorné porovnani citlivosti,
rychlosti a zaroven 1 vhodné pouzitelnosti dvou testovanych systémil pro analyzu

biologicky aktivnich latek v lidské moci.

8 Kapitola 2.5.1. byla vypracovéna ze zdroje [26].
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Obr. 3: Chromatogramy porovnavajici citlivost analyzy. Nahote: chromatogram HPLC
analyzy s monolitickou kolonou. Dole: chromatogram UPLC vynikajici vyssi citlivosti

diky vyuziti vysSich tlakli a menSich ¢astic v kolon€. Jde o TIC zdznam [26].

Obr. 4: Chromatogramy dokazujici vyssi citlivost a rychlost UPLC analyzy
acetaminofenu, jemuz odpovidaji prvni piky v jednotlivych chromatogramech. Cas

analyzy znazormuje osa x [26].
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2.5.2. Identifikace B-blokatorii pomoci UPLC-MS®

B-blokatory oxprenolol, metoprolol, acebutolol, atenolol, propranolol, pindolol
a alprenolol byly analyzovéany systémem UPLC-MS a také systémem HPLC-MS za
pouziti mobilni faze obsahujici acetonitril, vodu a trifluoroctovou kyselinu (TFA).
UPLC technika se opét ukdzala jako vyhodnéjsi, citlivejsi, rychlejsi a tedy i 1épe

vyuzitelna pro analyzu téchto latek.

Obr. 5: Strukturni vzorce analyzovanych B-blokatort [40].

Ft
R= D/\(\NJ\ = Oxprenolol
H
OH
R R O A
»
=
NH 0
OMe O N,
Metoprolol Acebutalol Atenolol
R R
3 =N R
| T 3 | | o s
S 2N =
H R
Praopranolol Pindolol Alprenolol

Vsechny zéasobni roztoky kazdého B-blokatoru byly pfipraveny o koncentraci 1
mg/ml za pouziti 40% acetonitrilu/60% vody. Tyto zasobni roztoky byly pouzity

k pripravé roztoku vzorkl obsahujiciho vSechny uvedené B-blokatory. UPLC analyza

% Kapitola 2.5.2. byla vypracovéna ze zdroje [40].
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byla provedena pomoci 1,7 um ACQUITY Ci3 BEH kolony. Pouzivana voda byla
deionizovana. Mobilni faze A byla tvofena 0,1% TFA ve vodé a mobilni faze B
obsahovala 0,1% TFA v acetonitrilu. Rychlost toku mobilni faze byla 0,5 ml/min.
Kolona byla temperovdna na 35 °C. Injikovany objem roztoku vzorku ¢inil 5 pl.
HPLC technika pracovala se 150 mm kolonou s vnitinim primérem 3,0 mm
naplnénou 3,5 um X-Terra MS Cig Casticemi. Slozeni mobilni faze a operacni
podminky byly naprosto shodné s UPLC analyzou. Detekce probihala pomoci
hmotnostniho spektrometru Micromass ZQ s kvadrupolovym mechanismem. Cilem

prace byla analyza -blokatorti a porovnani UPLC vs. HPLC metodiky.

Z nize ptilozenych chromatogramil 1ze usuzovat, Ze UPLC poskytuje podobnou
separacni selektivitu jako HPLC, ale s ponc¢kud ostiejSimi piky a s lepSim rozliSenim

propranololu a alprenololu.
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Obr. 6: UPLC chromatogram s ostiejSimi piky a lep$im rozliSenim propranololu a

alprenololu [40].
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Obr. 7: HPLC chromatogram s nedokonalym rozlisenim propranololu a alprenololu
[40].
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2.5.3. Stanoveni amlodipinu v lidské plazmé pomoci UPLC-ESI
-MS-MS*

Amlodipin je blokator kalciovych kanalu, ktery se pouziva jako antihypertenzi-
vum. Ma dlouhy biologicky polocas a velky objem distribuce. Bylo zji§téno, ze nizké
plazmatické koncentrace amlodipinu je dosazeno po oralnim podani. Vzhledem
K nizkym plazmatickym koncentracim je tfeba pro jeho stanoveni pouzit citlivou a
specifickou analytickou metodu. N¢kolik analytickych metod pro stanoveni
amlodipinu v biologickych vzorcich bylo v minulosti jiz pouzito. Naptiklad citlivost
diive uzivané HPLC-UV metody je neadekvatni pro farmakokinetické studie a
terapeutické monitorovani hladin amlodipinu a jinych biologicky aktivnich latek kvili
jejich nizké absorbanci. Jako vhodna metoda pro analyzu takovychto latek byla

pouzita UPLC-ESI-MS-MS.

19 Kapitola 2.5.3. byla vypracovéna ze zdroje [16].
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Piiprava vzorku lidské plazmy probihala tak, ze k 0,5 ml plazmy v 10 ml
zkumavce bylo pfidano 50 pl nimodipinu jako vnitiniho standardu a 200 ul 1 mol/l
roztoku hydroxidu sodného. Vzorky byly promichdvany po dobu 60 sekund a poté
byly pfidany 3 ml diethyl etheru. Nasledovné byla smés michana po dalSich 60
sekund. Poté byl vzorek protiepavan na mechanickém protiepavaci 10 minut. Po
desetiminutové centrifugami pii 3500g byla horni organicka vrstva piepipetovana do
nové sady zkumavek a nasledné odpaiena do sucha pii 40 °C pod mirnym proudem
dusiku. Usazenina byla rozpuSténa ve 100 pl acetonitrilu a poté byl roztok
ptepipetovan do 700 pl sklenénych vialek. Do systému bylo injikovano 5 pl roztoku

vzorku.

Chromatograficka analyza byla provedena na kolon¢ ACQUITY UPLC BEH
Cis, 1,7 pm o rozmérech 50 mm x 2,1 mm gradientovou eluci. Rychlost pritoku
mobilni faze ¢inila 0,35 ml/min. Kolona byla temperovana na teplotu 45 °C. Mobilni
fazi tvofila voda a acetonitril a v obou slozkdch bylo obsazeno 0,3% kyseliny
mravenc¢i. Nimodipin byl zde uplatnén jako vnitini standard. Detekce byla provedena

na tandenovém kvadrup6lovém hmotnostnim spektrometru.

UPLC technika v porovnani s diive uzivanymi metodami poskytuje nespornou
vyhodu v podobé ostiejSich pikl, vyssi citlivosti, kratkého Casu analyzy a nizSich
limitd detekce (LLOQ) obzvlasté pfi jejim spojeni s ESI-MS-MS. V tomto ptipadé
byla metoda uspéSné aplikovana v oblasti farmakokinetické studie amlodipinu

obsazené¢ho V tabletach, podanych nékolika zdravym dobrovolniktim.

Obr. 8: Struktura amlodipinu (vlevo), struktura nimodipinu (vpravo) [16].
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Obr. 9: UPLC chromatograficky zaznam vnitiniho standardu nimodipinu s reten¢nim
¢asem 1,38 min. (nahote) a UPLC chromatograficky zaznam amlodipinu s reten¢nim

¢asem 0,75 min. [16].

2.5.4. Stanoveni epirubicinu v lidské plazmé pomoci UPLC-
MS-MS*

Antracykliny, zajimava skupina antibiotik, byly pouzivany jako chemoterape-
utika po vice nez 30 let a byly povazovany za jedny z nejucinnéjSich antineoplastik.
Toxické ucinky antracyklinii zptisobuji myelosupresi, zanéty dasni, nebo nauseu.
Mnohé antracykliny jsou také kardiotoxické. Vzhledem K velmi snadnému dosazeni
toxickych hladin antracyklini je nezbytné pouzivat rychlé¢ a citlivé metody pro

monitorovani aktudlnich koncentraci téchto latek v biologickych vzorcich.

Mezi mnoha sty antracyklini ma epirubicin velky vyznam. Je to jeden
z nejpouzivangjSich antracyklinli v klinické praxi diky jeho dobré terapeutické
ucinnosti a nizké kardiotoxicité. Jedna ze zajimavych cest jeho metabolické premény
v lidském téle je redukce jeho karbonylového postranniho fetézce za vzniku

sekundérniho alkoholu epirubicinolu.

Do nedavné doby bylo vyvinuto n€kolik analytickych metod pro stanoveni
epirubicinu a jeho metabolita. Je to naptiklad kapilarni elektroforéza s laserem

indukovanou fluorescen¢ni detekci nebo HPLC s elektrochemickou ¢&i

1 Kapitola 2.5.4. byla vypracovana ze zdroje [20].
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fluorometrickou detekci. Tyto metody, které nepouZzivaji k detekci hmotnostni
spektrometrie nemohou mit za zadnych podminek pozadovanou selektivitu a citlivost
jako UPLC-MS-MS. Metoda zalozena na kombinaci kapalinové chromatografie
s hmotnostni spektrometrii je 1épe vyuzitelna pro stanoveni latek o velmi nizké

koncentraci jako je tomu i v ptipad¢ jiz zminénych antracyklint v lidské plazmé.

Vzorky plazmy byly zpracovavany pomoci Solid-phase extrakce. Kolonka
Oasis HLB, kterd byla plnéna vzorky plazmy, byla promyta 1 ml methanolu a 1 ml
deionizované vody. Nasledné byla kolonka promyta znovu 1 ml 5% methanolu a 1 ml
40% methanolu obsahujiciho 2% hydroxidu amonného. Analyty byly vymyty
z kolonky pomoci 0,5 ml 0,5% kyseliny mraven¢i v methanolu. Eluaty byly vysuSeny
pti teploté 30 °C pod mirnym proudem dusiku. Usazenina byla rozpusténa ve 200 pl
15% acetonitrilu ve vod¢ a protfepavana po dobu 20 minut. Do systému UPLC-MS-

MS bylo injikovano 10 pl roztoku vzorku.

Obr. 10: Struktura epirubicinu [20].

Chromatograficka analyza probihala na ACQUITY UPLC BEH Cjg koloné& (1,7
pm, 50 mm x 1 mm) za vyuZiti gradientové eluce. Mobilni faze byla tvofena 0,1%
kyselinou mraven¢i ve vod¢é a acetonitrilem. Analyty byly detekovany za pouZiti
elektrosprej ionizujici hmotnostni spektrometrie. Tato metoda kombinovala vyhody

UPLC a MS-MS v ramci skvélé spolehlivosti, citlivosti a pfesnosti.
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Obr. 11: UPLC chromatograficky zaznam epirubicinu [20].

Jednoducha, velmi rychld a piesnd metoda se ukazala vhodnou alternativou pro
analyzu vzorkl plazmy o malém objemu a nizké koncentraci stanovovaného analytu.
Limity detekce a kvantifikace pro epirubicin byly 0,10 a 0,50 ng/ml. Citlivost této
metody miize byt jeSté zvySena injikovanim vétSiho objemu vzorku. Navic interval
injikovani vzorkli do systému miiZze byt vyrazné omezen diky kratké dobé, ktera je pro

analyzu nutna.

Metoda byla uspésné vyuzita k analyzovani vzorki plazmy, ktera pochazela od
pacientli 1ééenych epirubicinem pii chemoterapii. UPLC-MS-MS se stala velmi
uzitecnou metodou pro terapeutické monitorovani drog a pro klinické a

farmakokinetické studie epirubicinu.

2.5.5. Analyza atypickych psychofarmak za vyuziti UPLC-ESI-

MS-MS ve vzorcich in vitro

UPLC-ESI-MS-MS metoda byla pouzita pro urceni nekterych psychofarmak
jako jsou napftiklad quetiapin, perospiron, aripiprazol a quetiapin sulfoxid ve vzorcich

in vitro.

Quetiapin, perospiron a aripiprazol jsou nova atypicka psychofarmaka, ktera
jsou vyuzivana pro 1écbu schizofrenie a jinych psychickych poruch. Proto, aby byla

tato 1éCiva ucinna, museji nejdiive projit hematoencefalickou bariérou, aby se dostala

12 Kapitola 2.5.5. byla vypracovéna ze zdroje [42].
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na misto svého ucinku v centralnim nervovém systému (CNS). Hematoencefalicka
bariéra byla vzdy povazovana za ptekazku, kterd brani v transportu téchto latek do
CNS. Nedavno né¢které studie prokdzaly, ze v lumindlni membrané¢ endotelialnich
bunék, které se nachdzeji v mozkovych kapilarach, existuji transportni molekuly,
které omezuji piistup téchto latek do CNS. Jeden ze zajimavych transportért, ktery
byl prokazan, je tzv. P-glykoprotein. Neni ale zcela jasné, zda P-glykoprotein opravdu
ovlivituje pfestup quetiapinu, perospironu a aripiprazolu ptfes hematoencefalickou
bariéru a zda quetiapin interaguje s jeho metabolitem quetiapin sulfoxidem na
molekule P-glykoproteinu. K vyfeSeni téchto otazek byla pouzita metoda pro urceni
téchto latek ve vzorcich in vitro. Bylo zjisténo, ze uloha P-glykoproteinu pfi

transportu téchto psychofarmak by mohla mit své opodstatnéni.

V minulosti se pro ur¢ovani téchto latek uzivaly pouze metody na bazi HPLC.
Byly to naptiklad metody HPLC-UV, HPLC-MS nebo HPLC-MS-MS. Tyto techniky
vSak nebyly dostate¢né citlivé. V porovnani s HPLC je UPLC neddvno vyvinuta
technika, ktera poskytuje vétsi rozliSeni, vyssi citlivost a umoznuje zredukovat
¢asovou naro¢nost na provadénou analyzu, a proto je pro provedeni této analyzy
nejvhodnéjsi. Cilem prace byla snaha o zavedeni této metody pro analyzu jiz

zminénych psychofarmak.

Chromatograficka analyza probihala na ACQUITY UPLC BEH Cj3 koloné (1,7
pm, 100 mm x 2,1 mm) pii teploté 40 °C. Rychlost pritoku mobilni faze byla 0,3
ml/min. Mobilni faze o celkové koncentraci 30 mmol/l obsahovala 62% acetonitrilu a
38% octanu amonného. Cas, po ktery probihala analyza, ¢inil 3 minuty. Objem
injikovaného vzorku byl 4 pl. Detekce analytti byla provedena za pouziti Waters
Micromass Quattro Premier XE tandemového kvadrupdlového hmotnostniho
spektrometru. Pfistroj pracoval za pouZiti elektrosprejového zdroje v pozitivnim
moédu. Parametry ioniza¢niho zdroje byly nasledujici: kapilarni napéti 3,1 kV, teplota

zdroje 120 °C a teplota desolvata¢niho plynu 400 °C.

Ptiprava vzorku probihala tak, ze 0,5 ml vzorku, ktery obsahoval quetiapin,
perospiron, aripiprazol a quetiapin sulfoxid, byl napipetovan do zkumavky ¢. 1. Poté

bylo pfidano 25 pl vnitiniho standardu zaleplonu. Vzorek byl susen za ptitomnosti
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dusiku ve 40 °C vodni lazni. Po vysuseni byl vzorek rozpustén v 1,5 ml 1-
chlorbutantriethylaminu a promichavan po dobu 2 minut. Poté byl roztok piemistén
do zkumavky ¢. 2. DalSich 1,5 ml 1-chlorbutantriethylaminu bylo vloZeno do prvni
zkumavky, aby se extrakce mohla opakovat. Po extrakci byl roztok znovu premistén
do druhé¢ zkumavky a smichén sroztokem, ktery sem byl piedtim napipetovan.
Roztok z druhé zkumavky byl centrifugovan pii 3000g po dobu 5 minut a 2,5 ml
vzniklého supernatantu bylo piepipetovano do zkumavky ¢. 3 a vysuSeno za
pritomnosti dusiku pfi teploté 40 °C ve vodni lazni. Vzorek byl po vysuSeni rozpustén

v 50 pl mobilni faze.
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Obr. 12: Struktura quetiapinu, perospironu, aripiprazolu, quetiapin sulfoxidu a

zaleplonu [42].

2.5.6. Analyza Triamcinolového a Hydrokortisonového krému a
Indomethacinového a Estrogeloveho gelu pomoci UPLC a

HPLC®

Analyza ¢tyt vySe uvedenych farmaceutickych piipravki byla provadéna za
vyuziti UPLC instrumentace. Vysledky této analyzy byly poté porovnany s
vyslednymi hodnotami konvenéni HPLC analyzy. Béhem analyzy se prokazala cela
fada vyhod, kter¢ UPLC poskytuje. Jedna se zejména o vyrazné zkraceni doby

analyzy, coz také znamend i snizeni spotfeby rozpoustédel. Provedené experimenty

13 Kapitola 2.2.6. byla vypracovéna ze zdroje [9].
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dokazaly, Ze se doba analyzy v porovnani s HPLC zkratila 4,7 az 6,9 krat. Zaroven
spotieba rozpoustédel klesla 5,6 az 8,5 krat. Z tohoto pohledu se UPLC instrumentace
ukazala jako vhodnéjsi pro analytické stanoveni téchto farmaceutickych piipravki.
Dalsi prokazatelnou vyhodou jsou 1 stejné chromatografické principy, které umoziuji
snadny ptechod z HPLC na UPLC. Z jiného pohledu jednim z negativnich aspektt
UPLC instrumentace mize byt pfitomnost vysokych pracovnich tlakd, které se zde
bézn¢ pouzivaji. V konvenéni HPLC se pracuje s tlaky 35 — 40 MPa, které nemaji
zdaleka tak negativni vliv na zivotnost kolony, jako tlaky dosahujici hodnot az 100

MPa v UPLC.

Analyzované latky v Triamcinolovém krému byly triamcinolon acetonid,
methylparaben, propylparaben a triamcinolon jako degradacni produkt.
V Hydrokortisonovém krému to byl hydrokortison acetdt, methylparaben,
propylparaben a hydrokortison jako degrada¢ni produkt. V Indomethacinovém gelu se
jednalo o analyzu indomethacinu a jeho degradacnich produkti 4-chlorbenzoové
kyseliny a 5-methoxy-2-methylindoloctové kyseliny. V Estrogelovém piipravku byl

analyzovan estradiol, methylparaben, propylparaben a estron jako degrada¢ni produkt.

UPLC analyzy byly provedeny na Waters Acquity UPLC systému s PDA
detektorem. Data byla vyhodnocovéna chromatografickym softwarem Empower.
S timto systémem byla spojena specialni kolona Acquity UPLC BEH Cig (50 X
2,1mm, 1,7 pum) naplnénd X-Terra sorbetem druhé generace. Rychlosti pritokl
mobilnich fazi pii jednotlivych analyzach se pohybovaly v rozmezi od 0,50 do 0,60
ml/min. Analyzy probihaly za laboratorni teploty 25 °C. Za vyuZiti ,, partial loop*
modu byly injikovany vzdy 2 pl vzorku.

HPLC analyzy byly provedeny na piistroji Shimadzu LC-2010 s UV-VIS
detektorem. Autosamler pracoval za teploty 25 °C. Pouzity chromatograficky software
byl Class VP 6.13. Latky v Triamcinolovém a Hydrokortisonovém krému byly
separovany na Supelco Discovery Cig koloné (125 x 4,0mm, 5 pum). Pro analyzu
Indomethacinového gelu byla pouzita kolona Zorbax-Phenyl SB (75 x 4,6mm, 3,5
um). Separace latek obsazenych v Estrogelovém piipravku byla provedena na koloné

Supelco Discovery Cig (250 x 3,0mm, 5 um).
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- HPLC analysis of Triamcinolon cream
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Obr. 13: Porovnani HPLC a UPLC chromatogramii v
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HPLC analysis of Hydrocortison cream
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" HPLC analysis of Indomethacin gel
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HPLC analysis of Estrogel gel
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3. Zaveér
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3.1. Zavére¢né shrnuti

V tvodu teoretické Casti prace byl feSen problém, ktery se tykal ucinnosti
chromatografického systému. Byly zde zminény van Deemterova a Giddingsova
teorie, které jsou velmi podstatné pro pochopeni principu chromatografické separace
latek. Kapitola byla zdmérn¢ zafazena na tvod teoretické Casti, protoze v ni obsazené

informace jsou zakladem pro nésledujici kapitoly.

V dal§i casti prace bylo pojednano o  historii a struéném vyvoji
chromatografickych metod a o historiit UPLC. Vznik dne$ni UPLC instrumentace byl
umoznén diky postupnému rozvoji UHPLC. V oblasti rozvoje UHPLC byly feSeny
problémy tykajici se naptiklad davkovéani vzorkd a tlakti v kolonach. Historické

souvislosti nam poskytly informace o tom, jak byl vyvoj UPLC naro¢ny a sloZity.

Prace se také vénovala problematice popisu jednotlivych pfistrojovych
soucasti, jejichz technické parametry museji spliiovat velmi pfisna kritéria. Velmi
zasadni postaveni v UPLC instrumentaci maji specialni kolony, na kterych jsou
prakticky vSechny vyhody tohoto systému zalozeny. Jsou zde pouZzivany specialni
kolony UPLC Acquity BEH Ci3 0 malém vnitinim praméru (1,0 - 2,2mm), které jsou
plnény casticemi s prumérem 1,7 pm. Parametry kolon a c¢astic v nich pozitivné
ovliviiuji u¢innost chromatografického procesu a vyrazné zkracuji dobu, po kterou
analyza probihd. MoZnost spojeni UPLC srlznymi typy ionizacnich technik

umoziuje $irsi uplatnéni UPLC v praxi.

Zajimavym aspektem bylo porovnavani konvenéni HPLC a UPLC

instrumentace. V tomto smyslu se jevi UPLC vhodngjsi pro analyzu biologicky

oy e

niz8i je 1 spotieba rozpoustédel. V konvenéni HPLC se analyza uskuteciiuje za tlaki
35-40 MPa, kdezto v UPLC je dosahovano tlakti az 100 MPa. Pozitivni vliv na

ucinnost systému maji i malé ¢astice (1,7 um), které tvoii stacionarni fazi v UPLC.
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Dalsi ¢ast prace byla vénovana odbornym c¢lankim, které se tykaly daného
problému. Pro vyhledavani byly vyuzity dvé databaze ScienceDirect a Web of
Science. Z pomérn¢ vysokého poctu nalezenych ¢lanku byly vypracovany grafické
piehledy, které nazorné dokumentovaly jejich poCty a témata, kterych se tykaly. Grafy
vystihovaly vzdy kazdou databazi zvlast. Slo tedy také o porovnani téchto dvou
databézi. Dalsi graficky ptehled znazornoval piehled dat, kdy byly ¢lanky zvefejnény.
Diky databazi ScienceDirect bylo vyhleddno vice clankii o spojeni UPLC-MS.
Databaze Web of Science umoznila vyhledani vétsiho poctu ¢lankt tykajicich se

UPLC instrumentace bez spojeni s MS, a to ptedevsim ve formé abstrakti.

PtiloZzeny tabulkovy piehled dokumentuje zakladni informace, které byly
Vv jednotlivych €lancich vyhledany. Tabulky byly rozdéleny do dvou skupin podle
toho, zda obsahovaly informace o analyzach biologicky aktivnich latek v biologickém
materialu nebo ve farmaceutickych ptipravcich. VéEtsi pocet analyz byl provadén
v biologickém materidlu a pfevladajicim typem detekce byla hmotnostni
spektrometrie ¢asto doplnénéd o riizné typy ionizacnich technik, nejcastéji vSak ESI

nebo MALDI.

Zavér teoretické casti se tykal analyzy vybranych biologicky aktivnich latek.
V jednotlivych kapitolach byly popsany postupy piipravy vzorkl, chromatograficky
systém a ucel dané analyzy. Casto §lo i o porovnani HPLC s UPLC, coZ je
dokumentovano pfiloZzenymi chromatografickymi zaznamy. UPLC instrumentace pfi
téchto analyzach vyrazné pifevySovala konvenéni HPLC techniku ve smérech

tykajicich se naptiklad ucinnosti, rychlosti a citlivosti provadéné analyzy.
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