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ANOTACE

Teoreticka Cast této bakalarské prace se zabyva obecnymi vlastnostmi paracetamolu a jeho
prospesnymi i Skodlivymi Gc¢inky na lidsky organismus. Dale jsou zde shrnuty zakladni
chromatografické metody, podrobnéji je popsana vysokoucinna kapalinova chromatografie
véetn¢ jeji instrumentace a pouziti moédu pro chromatografii hydrofilnich interakci.
Experimentalni Céast této prace se soustiedi na rtzné analyzy metaboliti paracetamolu

pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie.
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chromatografie
TITLE

Analysis of metabolites of paracetamol using liquid chromatography
ANNOTATION

Theoretical part of this bachelor thesis deals with general characteristic of paracetamol and
its beneficial and harmful effects on human body. Then there are discussed basic
chromatographic methods, high-performance liquid chromatography and its instrumentation
and use of mode for hydrophilic interaction chromatography are explained closely.
Experimental part of this thesis focuses on various analyses of paracetamol metabolites

using high-performance liquid chromatography.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ALT alaninaminotransferaza

APAP N-acetyl-p-aminofenol, paracetamol
APAP-CYS konjugat paracetamolu s cysteinem
APAP-SG konjugat paracetamolu s glutathionem
AST aspartataminotransferaza

ASTM Americka spole¢nost pro zkouSeni a materialy
BSI Britsky normaliza¢ni ufad

CK-MB myokardialni izoenzym kreatinkinazy
COX-2 cyklooxygenéza-2

CYP450 cytochrom P450

GC plynova chromatografie

GPC gelova permeac¢ni chromatografie

GSH glutathion

HILIC chromatografie hydrofilnich interakci

1.D. vnitini pramer

IUPAC Mezinarodni unie pro €istou a uZitou chemii
LC kapalinova chromatografie

MS hmotnostni spektrometrie

MS/MS tandemova hmotnostni spektrometrie

MZ CR Ministerstvo zdravotnictvi Ceské republiky
NAPQI N-acetyl-p-benzochinonimin

PC papirova chromatografie



TLC tenkovrstva chromatografie
UHPLC ultrau¢inna kapalinova chromatografie

UV-VIS ultrafialovo-viditelna oblast spektra



UvoD

Paracetamol je celosvétoveé oblibené analgetikum pouzivané k 1é¢bé stiedni bolesti.
V malém mnozstvi je neSkodny, pokud ale dojde k pfedavkovani, hrozi velké riziko akutniho

jaterniho selhani a dalSich zdravotnich komplikaci.

Vysokoué¢inna kapalinova chromatografie (HPLC) je jedna z nejpouzivanéjSich a
nejmodernéjsich analytickych technik zabyvajici se separaci slozek smési v dnesni dob¢. Je
natolik oblibena ptedev§im pro svou citlivost, univerzalnost, rychlost analyzy a minimalni

spotiebu analyti.

HPLC ma Siroké uplatnéni v analytické chemii, v Iékaistvi i farmakologii. Pro
stanovovani mnozstvi 1é¢iv a jejich metabolita v lidském organismu je ideélni, a ¢asto pravé

vysledek HPLC analyzy méa rozhodujici vliv pro dalsi diagnosticky a 1é¢ebny postup.

HILIC je specialni druh kapalinové chromatografie, pomoci niz lze separovat stfedné

az silné hydrofilni polarni slouceniny, jez jsou pro klasickou HPLC analyzu nevhodné.
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1. CiL PRACE

Cilem préace je analyza paracetamolu a jeho metaboliti pomoci vysokoucinné

kapalinové chromatografie jak teoreticky, tak i prakticky.
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2. TEORETICKA CAST

2.1. Paracetamol

2.1.1. Fyzikalné-chemické vlastnosti paracetamolu

e Chemicky nézev dle IUPAC: N-(4-hydroxyfenyl)acetamid
e Lékopisny nazev: Paracetamolum
e Synonyma: N-acetyl-p-aminofenol, APAP

e Strukturni vzorec:

Obréazek 1: Chemicka struktura paracetamolu

e Sumarni vzorec: CgHgNO2
e M, 151,16
e CAS 103-90-2

Paracetamol je bily krystalicky prasek, ktery je mirné rozpustny ve vodé a velmi

$patné rozpustny v dichlormethanu. Je ale velmi snadno rozpustny v 96% ethanolu [1].

Paracetamol (neboli acetaminofen) je lék oblibeny pro sve antipyretickeé a
analgetické ucinky a je v humanni medicin¢ velice hojné pouzivan jiz od roku 1893.
Celosvétove je dostupny ve formé tablet i roztokti ve vice nez 200 formach a vyrabi ho

nespocet farmaceutickych firem [2].

Paracetamol je metabolicky derivat fenacetinu, chemicky se tedy
jedné o 4-hydroxyacetanilid. Dalsim moznym nazvem je N-acetyl-p-aminofenol, a z tohoto

ndzvu se tedy obecné zacala pouzivat zkratka APAP [2].
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2.1.2. U&inek paracetamolu

Ptesny ucinek paracetamolu neni znam, ale predpoklada se, ze je zprostiedkovan pies
centralni nervovy systém, kde dochazi k inhibici syntézy prostaglandini a je vysoce
selektivni pro cyklooxygenazové enzymy (COX-2) ptimo v hypotalamu [3].

rrrrr

bezpiedpisovy lék proti mirné az stiedni bolesti a horecce. Je obvykle doporuc¢ovan k 1é¢bé
mensich bolesti zpusobenych chiipkou, virovych a bakterialnich infekci, bolesti hlavy a zubu
¢1 menstruacnich bolesti. V malém mnozstvi je neskodny, vysoka davka vSak miize zplisobit
akutni selhani jater, ledvin nebo krevnich bun¢k. V USA, Velké Britanii a dalsich
evropskych zemich je imysIné i neumysiné predavkovani paracetamolem povazovano za

jednu z hlavnich pficin akutniho jaterniho selhani jak u dospélych, tak i u déti [4; 5; 6].

2.1.3. Metabolismus paracetamolu

APAP je metabolizovan v jatrech konjugaci na paracetamol-glukuronid (50-60 %)
nebo paracetamol-sulfat (25-35 %). Z toho je asi 2-10 % metabolizovano oxidaci na velmi
reaktivni a toxicky meziprodukt NAPQI (viz. Obréazek 2), jez je inaktivovan glukoronidizaci
s glutathionem na cystein (viz. Obrazek 4), na metabolity kyseliny merkapturové a
3-hydroxyparacetamol. Paracetamol-glukuronid, paracetamol-sulfat, 3-hydroxyparacetamol,
cystein a vSechny metabolity kyseliny merkapturové jsou spolecné snezménénym

APAP (2-5 %) vylou¢eny moci [2; 7].

Pfi poziti terapeutického mnozstvi je tedy 90 % APAP metabolizovano v jatrech
pomoci sulfurylace a glukuronidace. Vznikaji z néj netoxické metabolity, které jsou
vylouéeny mocovym systémem. Mala ¢ast nezmetabolizovaného APAP je oxidativné
pfeménéna jaternimi enzymy ze skupiny cytochromi P450 na silné reaktivni a toxicky
meziprodukt N-acetyl-p-benzochinonimin (NAPQI). To znamena, Zze ¢im vice paracetamolu
je pfijato, tim vice NAPQI vznika. V normalnim pfipadé je tento toxicky metabolit ihned
detoxifikovan pomoci konjugace s glutathionem (na APAP-SG). Tento konjugat je dale
metabolizovan na APAP-cystein a metabolity kyseliny merkapturové, jez jsou vylouceny
moci. Nicméné piti nadmérném poziti acetaminofenu postupné dochazi k vycerpani zasob

glutathionu potiebného pro konjugaci, coz zpusobi kovalentni navazani NAPQI
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s bilkovinami hepatocytti (viz. Obrazek 3). To muze piipadné vést az k centrilobulérni

nekrdze jater [2; 4; 7; 5].
0
0% =

Obréazek 2: Molekula NAPQI

{ Paracetamol

[Pa.racermnol-glukuron.id] [ CYP450 [ Paracetamol-sulfat }

{ NAPQI

==

APAP-CYS a metabolity

{ Hepatotoxicita ]

kyseliny merkapturove

Obrézek 3: Schéma metabolismu paracetamolu [3]
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Obréazek 4: Metabolismus APAP [26]

2.1.4. Akutni otrava paracetamolem
2.1.4.1. Otrava paracetamolem

Nejznaméjsi formou toxicity acetaminofenu je akutni, zdvazné hepatocelularni
selhani disledkem tumysIného ¢i neumyslného predavkovani. Selhani je pifimym dtsledkem
poziti nadmérného mnozstvi APAP. Je proto velmi dilezité dodrzet terapeutickou davku,
kterd se uvadi 10-15 mg/kg s maximalni davkou 2,5 g/24 hodin. Nedodrzeni tohoto mnozstvi
mize skonéit az fatalné. Toxickd davka se uvadi 150 mg/kg u déti a vice nez 7,5 g/kg u

dospélych. K jaternimu poskozeni dochazi vétsSinou u davek vétsich nez 15 g[2; 7; 5].

Jaterni selhani nastava 24 az 72 hodin po poziti, dochazi k vyraznému zvySeni hodnot
ALT a AST v séru (hodnoty Casto vyssi nez 2000 U/l =30 pkat/l; tedy az 30x vySs$i nez
fyziologicka hodnota), po 48 az 96 hodinach je nasledovano typickymi klinickymi ptiznaky
jako zloutenka a zmatenost. 3-5 dni po intoxikaci vétsinou dochazi k selhani jater a ledvin a
k postizeni myokardu spojenym se zvySenymi hodnotami CK-MB. Pokud je otrava vcas
rozpoznana a vhodné 1é¢ena, hodnoty ALT i AST se rychle vraceji na pavodni hladinu a
uzdraveni je rychlé. Pokud ale otrava vcas podchycena neni a pacient neni 1é¢en az do doby,

kdy u n&j dojde k jaternimu selhani, je tmrtnost 20-40 % [2; 8; 5].
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2.1.4.2. Rizikové skupiny

Velké riziko akutniho jaterniho selh@ni po poziti vétsiho mnozstvi paracetamolu
hrozi u kriticky nemocnych pacienti, u nichz sou¢asné probiha dalsi nemoc, u 0sob trpicich

malnutrici, u alkoholikt, nebo u pacientt s jiz probihajicim jaternim onemocnénim [5].

Dalsim z divodu, kdy mize dojit k nedmysIinému predavkovani, je to, kdyZ pacient
soub&Zn¢ s paracetamolem uZziva dalsi kontrolované latky (jako oxykodon ¢i kodein), nebo
jiné ptipravky obsahujici paracetamol (jako rozpustny Coldrex™, jez se sklada z vice
1écebnych slozek). Takovy pacient Casto necte piibalové informace u jednotlivych 1éku,

proto si ani neni védom rizika, kterému se vystavuje pfi snaze zbavit se bolesti [5].

Piikladem netimyslného piedavkovani paracetamolem u déti je nejéastéji nespravny
vypocet optimalni davky nebo uzivani tablet pro dospélé misto téch uréenych pro détskou

vékovou skupinu [5].
2.1.4.3. Lé¢ba otravy paracetamolem

V roce 1974 byl poprvé pouzit jako antidotum acetylcystein. Ten zabrafiuje jaternimu
poskozeni piedevsim diky tomu, Zze obnovuje zasobu glutathionu v jatrech. Kromé toho také
zlepSuje hemodynamiku a vyuziti kysliku a zmensuje otok mozku. Pfesny mechanismus
téchto efektd neni znam, ale je mozné, Ze se mize tykat odstrafiovani volnych radikalt nebo

zmény prutoku krve jatry [8].

2.2. Definice chromatografie a rozdéleni chromatografickych metod

Metody zaloZzené na principu chromatografie jsou pouzivany jiz odpradavna.
Ptirozené se vyskytujici fenomény jako pohyb plynii skrz zemskou kiiru a piidu, prosakovani
vody ptes skaly, jil a pidu maji za nasledek déleni a pohyb jednotlivych ¢astic vyskytujicich
se v pude, rostlinach a vodé. V pribéhu let ¢lovek dokazal tento fenomén aplikovat v praxi
napiiklad k odseparovani barviv z kotfend a lista rostlin, ke zpracovani potravy ¢i k extrakci
kovli. Védeckd hodnota téchto metod ale nebyla poznana az do primyslové revoluce
v 19. stoleti. Pojem chromatografie (psani barvou, odvezeno z feckych slov chroma-barva, a
graphein-psani) poprvé pouzil v roce 1906 rusky botanik Michail Semjonovi¢ Cvét k popisu

sveé prace tykajici se separace rostlinnych barevnych pigmentt na kolon¢. Pracoval tak, ze
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filtroval petroletherovy extrakt pies sklenénou kolonu plné€nou uhli¢itanem vapenatym [9;
10].

2.2.1. Definice chromatografie

,Chromatografie je metoda, pii které jsou komponenty smési rozdéleny na adsorp¢ni

kolon¢ v pratokovém systému‘ (Cvét, 1906) [9]

Od doby Cvéta se chromatografie vyznamné vyvinula a dnes zahrnuje mnoho
moznosti, jak zakladni separacni proces provést. Chromatografie proto obsahuje veliky
rozsah technik, z nichz spousta ma jiz vlastni terminologii. Organizace pro normalizaci
v nékterych zemich, jako naptiklad Britsky normaliza¢ni ufad (BSI) nebo Americka
spole¢nost pro zkouseni a materialy (ASTM), m¢ly dokonce vlastni definice. Proto v roce
1993 Mezinarodni unie pro Cistou a uzitou chemii (IUPAC) publikovala aktualizovanou
nomenklaturu a definici pro chromatografii, nazvanou ,,Unifikovand nomenklatura pro

chromatografii“[9].
IUPAC definice chromatografie

"Chromatografie je fyzikdlni separacni metoda, pii niz jsou separované slozky
distribuovany mezi dvéma f4zemi, z nichZ jedna je stacionarni a druhé se pohybuje v daném

sméru" [11; 12].
Déleni chromatografickych metod

Chromatografie, proces, kterym mohou byt rozdéleny jednotlivé komponenty smési,
se stala jednou ze zakladnich analytickych metod pro identifikaci a kvantifikaci slou¢enin
v plynném nebo kapalném skupenstvi. Zakladni princip je zaloZzen na rovnovaze
zkoumanych komponent mezi dvéma vzajemné nemisitelnymi fazemi. Jedna faze je
stacionarni (tedy nepohyblivd), druha faze se nazyva mobilni (tedy pohyblivd). Faze jsou
voleny tak, aby v kazdé z nich mély slozky vzorku odlisnou rozpustnost. Pravé rozdilna
rozpustnost jednotlivych slozek vede kjejich oddéleni. Ze wvsech instrumentélnich

dominantni pozici ve vSech laboratofich zabyvajicich se molekularni analyzou [13].

V dne$ni dobé je chromatografie vSeobecné nejvice vyuzivanou a nejucinnéjsi
dostupnou separacni technikou v analytické chemii nabizejici obrovské moznosti separace a

kvantifikace jak anorganickych, tak organickych latek. Chromatograficka separace zahrnuje
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interakci vzorku s kapalnou nebo pevnou stacionarni fazi, za soucasného proudéni kapalné

nebo plynné mobilni faze prave pies stacionarni fazi. To je proces nazyvany eluce [10; 14].

Vzhledem k tomu, Ze je chromatografickych metod spousta, je mozné je rozdélit do

nasledujicich skupin [15]:

a) Rozdéleni podle skupenstvi mobilni faze [15]

Pokud je mobilni fazi kapalina, jedna se o kapalinovou chromatografii (LC) a pokud

se mobilni faze vyskytuje ve skupenstvi plynném, jednéa se o chromatografii plynovou (GC).
Plynovéa chromatografie

Od Cvétovy definice chromatografie ub&hlo témét 50 let do vzniku chromatografie
plynové (GC—gas chromatography). Od t¢ doby se GC velmi rychle vyvinula pfedevsim
v prib¢hu 60. let, a to zpusobilo rapidni zmény v analytické chemii a spousté¢ oblastni

vyzkumu a vyvoje [9].

vvvvvv

byla dostupna téméf o deset let diive nez HPLC, da se povazovat za ptedchiidce moderni

instrumentalni analyzy a rutinni analyzy [9].

Princip GC je zaloZen na separaci t€kavych sloZzek smési pomoci migrace skrz
kolonu obsahujici tekutou nebo pevnou stacionarni fazi rovnomérné rozloZenou po celém
povrchu chromatografické kolony. Vzorek je unaSen pomoci mobilni faze kolonou a kazda
slozka smési interaguje se stacionarni fazi, proto jsou v kolon¢ zadrzovany. Na konec kolony
se nejdiive dostanou slozky malo zadrzované. Kazdy analyt je po odchodu z kolony
detekovan pomoci specifického elektrického signalu. Takovy signal je zaznamenan do

chromatogramu, jez je tvofen zavislosti tohoto specifického signalu na case [9].
Kapalinova chromatografie

Pojem kapalinova chromatografie zahrnuje rizné separacni techniky jako kapalina-
kapalina, kapalina-pevna faze, iontové-vymeénnou a velikostné-vymeénnou chromatografii, u
nichz vSech je mobilni fazi kapalina. Klasickd kolonovad kapalinova chromatografie je
charakterizovana pouzitim pomérné Sirokych sklenénych kolon rovnomérné pokrytych
stacionarni fazi a proudénim mobilni faze pouze diky gravita¢ni sile. I kdyz se touto

technikou podafilo provést spousty vyznamnych separaci, je obecné velmi pomald a

20



zkoumani ziskanych frakci (napf. pomoci chemickych nebo spektroskopickych technik)

mize byt velmi zdlouhavé [16].

Zhruba od 70. let se ale zaCala zdokonalovat moderni vysokouc¢inna kapalinova
chromatografie (HPLC z anglického High Performance Liquid Chromatography) a ta
umoznila kapalinové chromatografii se vyrovnat plynové chromatografii diky tomu, Ze
poskytnula vlastnosti jako vysokou elu¢ni silu mobilni faze, rychlejsi separaci, nepfetrzitou
detekci eluatu, opakovatelnou a reprodukovatelnou analyzu s pouzitim stejné kolony a

automatizaci celého analytického procesu véetné vyhodnoceni vysledkt [16].

HPLC je v nékterych ohledech univerzalngjsi nez chromatografie plynova vzhledem
Kk tomu, ze neni limitovana tékavymi a teplotné-nestabilnimi vzorky a moznost volby

mobilni a stacionarni faze je mnohem $irsi [16].

b) Rozdéleni podle uspoiadani stacionarni faze [15]

Dalsi jednoduché clenéni je podle toho, zda je stacionarni fize umisténa v kolong
(kolonova chromatografie), nebo na plochém podkladu jako papir ¢i folie (plo$na
chromatografie).

Plo$na chromatografie
Papirova chromatografie

Papirovd chromatografie (PC) byla jednou z prvnich vynalezenych forem
chromatografie. Jeji princip spociva v pouZiti celul6zového papiru jako rovinnou ,.kolonu®.
Archer J.P. Martin a Richard L.M. Synge zacali tuto dvojrozmérnou metodu pouzivat k
rozdélovani vice nez 20 aminokyselin s pouZitim ninhydrinu pro oznaceni oddélenych
sloZzek. Nyni je PC téméf ve vSech piipadech nahrazena tenkovrstvou chromatografii pro jeji

vyssi separacéni Géinnost [9].
Tenkovrstva chromatografie

Tenkovrstva chromatografie (TLC-Thin Layer Chromatography) je technika, pii
které se komponenty smesi rozdéluji podle rozdilné pohyblivosti. Jako staciondrni faze
slouzi tenka vrstva sorbentu (silikagel, celul6za, alumina) nanesena na vhodné podlozce
(sklo, kovova ¢i plastova folie). Vzorek spolecné se standardy je nanesen na zacatek této

vrstvy a ta je po zaschnuti vlozena do vyvijeci komory s mobilni fazi (nejcastéji organické
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rozpoustédlo). Slozky smési postupné vzlinaji a po vyjmuti z vyvijeci komory je pouzito

vhodné detekéni ¢inidlo pro odecet [9].

TLC je pro svou rychlost a jednoduchost pouzivana zejména jako kvalitativni
technika pro identifikaci organickych i anorganickych latek pomoci porovnavani se
standardy, které jsou nanaseny spole¢n¢ se vzorkem. Kvantitativni analyza je mozna, ale jeji

pfesnost je velmi mala [9].

C) Rozdéleni podle povahy déje, ktery pri separaci probiha

Pti kazdé¢ separaci obvykle probiha vice fyzikalné-chemickych déji soucasné, z nichz

jeden pievlada. Proto muzeme pouzit nasledujici rozdéleni [15]:
Iontové-vyménna chromatografie

Iontovd vymeéna je proces, ve kterém roztok elektrolytu prochazi skrz
ionex (iontoménic), jehoz aktivni ionty jsou nahrazeny ionty podobného naboje piislusici
zkoumanému analytu. O separaci tedy rozhoduji elektrostatické ptitazlivé sily mezi ionty

ionexu (stacionarni faze) a ionty vzorku [15].
Gelova permeac¢ni chromatografie

U gelové permeaéni chromatografie (GPC) je stacionarni fazi porovita polymerni
hmota, jejiz péry jsou kompletné¢ zaplnéné mobilni fazi. Velikost pérG je rozhodujici
vzhledem k tomu, ze metoda je zalozena na tom, ze dojde k oddéleni latek podle jejich
velikosti. Proudéni mobilni faze zpisobi, Ze vétsi molekuly kolonou projdou bez poruSeni
gelu, tim padem nejrychleji. Zato malé molekuly projdou kolonou mnohem pomaleji,
protoze se budou zadrzovat v porech [9]. T kdyz je velka moznost vyuziti GPC v analyze
organickych a anorganickych materidll, je tato technika pouzivana predevsim ve studiu

komplexnich biochemickych nebo vysoce polymerizovanych molekul [16].
Afinitni chromatografie

U afinitni chromatografie se vyuziva schopnosti stacionarni faze vazat ur€ité slozky
zkoumaného vzorku, ke kterym ma selektivni vztah. Metoda je zalozena na navazani
afinitniho ligandu na stacionarni fazi, s nimz nasledné reaguje biologicky aktivni latka, jez je
stanovovana. Tato metoda je Casto vyuzivana ke stanovovani peptidd, aminokyselin,

enzymu, antigenu a protilatek [15; 17].
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Rozdélovaci chromatografie

U rozdé€lovaci chromatografie rozhoduje o separaci rozdilna rozpustnost slozek
vzorku ve stacionarni a mobilni fazi. Nejcastéji jsou vzorky rozdélovany mezi dvé kapaliny,
Z nichz jedna je zakotvena na nosi¢i a tim tvoii stacionarni fazi. Reten¢ni ¢as zkoumanych

analytll zavisi na jejich rozpustnostech v kazdé z obou fazi [15].
Adsorpéni chromatografie

U adsorp¢ni chromatografie zalezi na tom, jak siln¢ jsou zkoumané slozky schopny
poutat se na povrch pevné stacionarni faze. Vyuziva se tedy mezimolekulovych pfitazlivych

sil mezi analytem a stacionarni fazi [15].

2.3. Vysokoucinna kapalinova chromatografie

HPLC je technika uréena pro separaci slozek smési diky odlisné migraci skrz kolonu
obsahujici mikro¢asticovou pevnou stacionarni fazi s ¢asticemi o priméru 2-5 pm, nebo
porézni monoliticky material, ktery zpisobi vyznamny pokles tlaku na kolon¢. Analyzované
latky jsou transportovany skrz kolonu diky tlakovému proudu kapalné mobilni faze a jsou
detekovany, jakmile opusti kolonu. Aby doslo k plynulému proudéni, musi byt na mobilni

fazi vyvinut velky tlak [13; 10].
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2.3.1. Zakladni ¢asti kapalinového chromatografu — instrumentace v HPLC

Vzorek

Davkovac
. vzorku
Cerpadlo

|

HPLC kolona

Solvent

Odpad

Obréazek 5: Jednoduché schéma HPLC [18]

Zasobniky mobilni faze

S ohledem na fyzikalng-chemické vlastnosti mobilni faze (eluentu) jsou pouzivany
rizné nadoby. Nejcastéji jsou to tmavé hnédé laboratorni lahve, jejichZz zbarveni chrani
eluenty citlivé na svétlo. Pokud jsou analyzovany anorganické ionty, mély by se pouzivat
polyethylenové (plastové) nadoby, jelikoz ze sklenéné lahve by mohly néjakeé ionty projit do
analyzovaného vzorku a tim zpusobit falesny vysledek. Nékdy jsou také pouzivany nadoby

z nerezove oceli [14].

Cerpadla mobilni faze

vvvvvv

ptimo ovliviluje retenéni Cas, reprodukovatelnost analyzy a citlivost detektoru. Je odpovédné
za plynuly tok mobilni faze, jez je nutny pro kvantifikaci analyz. Cerpadlo by mélo byt
schopné unaset mobilni fazi s konstantnim priatokem 1-5 ml/min a pii tlaku az 35 MPa.
Vétsina analyz v HPLC je ale provadéna pfi tlacich od 3 MPa do 30 MPa [14; 16].

Davkovace vzorku

Spravny vysledek méteni koreluje pfimo se spravnym a co nejrychlej$im zavedenim
vzorku do kolony pomoci davkovaciho ventilu. Do kolony musi byt pfesné zaveden piedem

definovany objem vzorku a béhem davkovani nesmi dochazet k vyraznym zménam pritoku
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mobilni faze. Vzorek muze byt do systému zaveden dvéma zptsoby: piimo do kolony
pomoci stiikatky nebo pomoci davkovaciho ventilu. Dnes se v praxi nejéastéji pouziva

Sesticestny ventil obsahujici davkovaci smyc¢ku s definovanym objemem [14; 13; 19].
Detektory

Dalsi dalezitou ¢asti analyzatoru je citlivy detektor zajistujici prubézny monitoring
vystupujiciho analyzovaného vzorku z kolony. Problém kapalinové chromatografie je v tom,
7e fyzikalni vlastnosti vzorku a mobilni faze jsou ¢asto velmi podobné, proto v podstaté
neexistuje zadny univerzalni detektor. Nicméné detektory dostupné v dnesni dobé jsou velmi

citlivé, obecné selektivni a maji pomérné Siroky rozsah aplikaci [14].
Detektor pro HPLC by mél spliiovat nésledujici pozadavky:
1) Vysokovu citlivost a nizky detekéni limit (koncentrace ug az ng/ml)
2) Velkou selektivitu
3) Rychlou a linearni odezvu
4) Reprodukovatelnost odezvy
5) Univerzalnost (nejlépe detekce vSech slozek analyzovaného vzorku)
6) Spolehlivost
Spektrofotometrické detektory (UV — VIS)

Tyto detektory jsou pouZivany k analyze léCiv nejCastéji. Detekce je zaloZena na
Lambert-Beerovu zakonu (A=e;.1.C): Absorbance (A) mobilni faze je méfena na vystupu
kolony pfi zvolené vinové délce A v UV nebo viditeIném spektru a je piimo umérna
molarnimu absorpénimu koeficientu ¢, stanovovane latky, koncentraci této latky v roztoku a
také délce kyvety, skrz kterou zateni prochazi. Je dilezité, aby byla mobilni faze prihledna

¢i aby méla velmi malou absorpci [13].

UV — VIS detektor je nejpouzivangjsim detektorem v HPLC. Je jednoduchy, citlivy
na koncentraci, selektivni a nedestruktivni. Monitorované analyty musi obsahovat chromofor
(seskupeni atomt v molekule, které zpusobuje absorpci v UV-VIS oblasti), jinak neni
detekce mozna. VétSina detektori tohoto typu ma detekéni rozmezi od 190 do zhruba
600 nm. To umoziuje individualni nastaveni potfebné vilnové délky podle specifickych

vlastnosti analytt [14].

25



Fluorescencni detektory

Fluorescencni detektor poskytuje vysokou selektivitu a citlivost, coz je divodem pro
jeho vyuziti ve stopové analyze. Vysoka selektivita je vysledkem toho, Ze pouze malo

analyti je schopno fluoreskovat.

Typicky se z fluoreskujicich molekul ziskavaji dva typy spekter: excita¢ni a emisni.
Takové molekuly nejprve absorbuji primarni elektromagnetické (excita¢ni) zateni a nasledné
tuto absorbovanou energii mohou opét vyzafit v podobé fluorescence. Obé spektra jsou
charakteristickd pro kazdou analyzovanou latku, a proto je velkym pomocnikem

v kvalitativni analyze pii identifikaci molekul.

I nefluoreskujici latky mohou byt pomoci derivatizace s vhodnymi ¢inidly pievedeny

na derivaty fluoreskujici s velmi vysokou selektivitou a nizkymi detek¢énimi limity [14].
Elektrochemické detektory

Tyto detektory zaznamenavaji rizné velic¢iny jako proud (ampérometricky detektor),
elektrodovy potencial (potenciometricky detektor) nebo elektrolytickou vodivost (vodivostni
detektor). Ve vSech téchto ptipadech je vysledny signal pfimo amérny latkovému mnozstvi

méfené¢ho analytu [14; 19].
Hmotnostni spektrometr

Hmotnostni spektrometr (MS) nabizi mozZnost piimé identifikace jednotlivych
odseparovanych latek na zaklad¢ jejich hmotnostnich spekter. Princip této detekce spociva
V tom, ze po vstupu vzorku do MS dojde k jeho ionizaci, tedy ke vzniku nabitych ¢astic. Ty
jsou nasledné oddéleny podle poméru hmotnosti a naboje fragmentu, a zaznamenany ve
formé spekter charakteristickych pro jednotlivé molekuly. Tato metoda poskytuje informace

pro kvalitativni i kvantitativni analyzu [10].
Zavizeni pro zpracovani dat

V dne$ni dob€ je uz témét samoziejmosti, Ze je soucasti chromatografu pocitaé
vybaveny specialnim softwarem, jenz automaticky zpracovava signaly z detektoru a

zaznamenava je ve formé pikd.
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Kolony a jejich naplné

Kolona je mistem, kde cely separatni proces probiha, a je tedy hlavnim a

nepostradatelnym prvkem kapalinového chromatografu.

HPLC kolony jsou ve vétSiné piipada vyrobené z nerezové oceli ¢i skla. Standardné
pouzivané kolony maji vnitini primér 3 az 5 mm a jsou dlouhé 60 az 250 mm [10; 9]. BéZna
rychlost pritoku eluentu je zhruba 1-2 ml/min. Pokud je ale tieba docilit rychlejsi separace

(ale s nizsi uéinnosti), 1ze pouzit kolony i 30 mm kratké s rychlosti pratoku 4 ml/min [15].

U HPLC jsou pouzivany pouze napliové kolony. Kazd4 kolona musi byt naplnéna
vhodnym sorbentem, na némz se separace odehrava (je to tedy stacionarni faze). V dnesni
dob¢ jsou témét vSechny komeréné dulezité HPLC kolony naplnény polarnimi ¢asticemi
silikagelu s primérem <10 pum, jez poskytuji vyssi ucinnost kolony a také vyssi rychlost
separace [16]. Nejpopularnéjsi fazi je oktadecyl silikagel (C18) a vétSina separaci v ni
probihd na principu obracenych fazi s mobilni fazi v podobé metanolu ¢&i acetonitrilu
s vodou, nebo vodného pufru. Oktadecyl silikagel je vhodny pro separaci stiedné aZ vysoce
polarnich latek [10].

2.3.2. Chromatograficky proces
Zakladni chromatograficky proces se da popsat nasledovné:

1. Svisla duta sklenéna trubicka (kolona) je naplnéna vhodnym jemnym praskem, stacionarni
fazi.
2. Na zacatek této kolony je umisténo malé mnozstvi vzorku smési, které ma byt rozdéleno

na jednotlivé slozky.

3. Vzorek je nasledné unasen postupnym piidavanim mobilni faze, ktera je kolonou tlac¢ena
(v ptipad¢ jednoduché kolonové chromatografie faze prochéazi kolonou jen diky gravitaci,
Vv ptipadé vysokoucinné kapalinové chromatografie je soucasti chromatografu vysokotlaké
cerpadlo, které zajisti rychlejsi prutok mobilni faze). Mobilni faze tedy unasi jednotlivé

slozky smési, které se postupné na stacionarni fazi zachycuji. Tento proces se nazyva eluce.

4. Kazda slozka smési interaguje se stacionarni fazi rozdilng, tedy se na ni zachycuje riiznou
dobu. Kdyz latka ptestane se stacionarni fazi interagovat, vystoupi z kolony a projde skrz

detektor, ktery zpracuje signal a zaznamena ho do pocitace, ¢i tiskarny.
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5. Zpracovany signal je zaznamenan ve form¢ grafu a nazyva se chromatogram [13].

Chromatogram (viz. Obrazek 6) je zakladnim grafem kazdé chromatografické
analyzy, ktery zaznamenava prichod komponent chromatografickou kolonou v zavislosti na
Case. Je to signal zachyceny specifickym detektorem po odchodu z kolony a je zaznamenan
ve formé specifickych pikti. Pokud je separace uspésnd, chromatogram ukéaze piesné tolik

pikd, kolik je komponent v analyzované smési [13].
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Obrazek 6: Chromatogram (priklad) [37]

Uvedeny chromatogram zobrazuje pribeh analyzy smési obsahujici tfi slozky. Kazda
latka obsaZzena ve smé&si ma svij specificky retencni cas, proto ma kazda vlastni pik. Diky
tomuto specifickému retenénimu ¢asu lze s jistotou urcit, o jakou latku se jedna. Velikost
piku zase umoznuje zjistit mnoZstvi zkoumané latky ve vzorku. To je dilkkaz toho, Ze lze

chromatografii pouZit jak jako kvalitativni metodu, tak 1 metodu kvantitativni.
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2.4. Hydrofilni interakéni chromatografie

Hydrofilni interakéni chromatografie (HILIC) je druh kapalinové chromatografie,
ktery poskytuje retenci a separaci stfedné az vysoce hydrofilnich a poldrnich sloucenin.
HILIC je zaloZzena na wuziti hydrofilnich staciondrnich fazi, tradicné pouzivanych
v kapalinové chromatografii s normalnimi fazemi, zkombinované s mobilnimi fazemi
(vodnymi/polarnimi organickymi smésmi, typicky uzivanych v kapalinové chromatografii
S obracenymi fdzemi). Kromé& toho HILIC umoziuje retenci a separaci iontovych a
ionizovatelnych slouCenin, jez si obvykle vyzaduji separaci napiiklad pomoci iontove-

vyménné chromatografie [20].

Mechanismus retence neni dodnes plné objasnén, ale podle vseho vyplyva
z kombinace rozdéleni analytu mezi vodnou vrstvu sdruzenou s hydrofilnim povrchem
stacionarni faze a organickou slozku mobilni faze, s jinym typem interakci (jako vodikové

vazby, interakce dipdl-dipdl, elektrostatické nebo dokonce hydrofobni interakce) [20; 21].
Podstata HILIC

Chromatografie s obracenymi fazemi je zab&hly mechanismus pro vétSinu separaci.
Nicméné s ohledem na analyzu malych vysoce poldrnich analytii se tato technika stava
obtizn€ uplatnitelnou. Proto byla hleddna nova metoda, jeZ by byla vhodna pravé pro
rozdéleni takovychto analyt. Takovou metodou se osvédcila pravé HLIC a béhem

posledniho desetileti se ji dostava stale vétsi obliby v chromatografické analyze [22; 20].
Reten¢ni mechanismus HILIC

Separace v HILIC je zalozena na pouziti hydrofilni stacionarni faze v kombinaci
s hydro-organickou mobilni fazi s vysokym podilem organického rozpoustédla. Hydrofilni
skupiny na povrchu stacionérni faze silné ptitahuji molekuly vody z mobilni faze a vytvareji
tak vodnou vrstvu (viz. Obrézek 7). Proto tedy polarni analyt rozpustény v mobilni fazi
podstoupi rozdélovaci mechanismus mezi dvéma kapalnymi fazemi: nehybnou vodnou
vrstvou na povrchu stacionarni fdze a mobilni fazi bohatou na organické latky. Dalsi

mechanismy jako adsorpce a elektrostatické interakce maji také na retenci vliv [20; 23].
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Obrazek 7: Schéma retencniho mechanismu v HILIC [36]

Stacionarni faze v HILIC

Materialy pouzivané jako stacionarni faze v HILIC jsou charakterizovany svou
hydrofilni povahou umoziujici povrchové zadrzovat vrstvu vody, ve které se rozdélovani
zkoumanych analytll odehrava. Stacionarni faze se nechova nejen jako inertni opora pro

adsorbovanou hydrofilni vrstvu, ale miize také specificky plisobit na analyt a tim pfispivat

k jeho retenci [20; 23; 24]

Stacionarni faze na bazi silikagelu jsou S$iroce vyuzivany v HILIC separaci.
Nemodifikovany silikagel nebo chemicky vazany aminopropyl na silikagelu jsou

nejpouzivanéj§imi stacionarnimi fazemi [20].
Mobilni faze

Mobilni faze v HILIC musi obsahovat vysoké procento organické slozky, nejcastéji
se jedna o acetonitril s obsahem >50 %. Vodnou slozku mobilni faze tvoti voda nebo tékavy
pufr. Kazdopadné, aby doslo k zachovani podminek pro vodnou chromatografii hydrofilnich
interakci, musi byt obsah vody alespon 2,5 % zcelkového objemu. NejcastéjSim
rozpoustédlem, tedy organickou sloZzkou, je acetonitril. Eluce poldrnich analytli je umoznéna
zvySovanim obsahu vodné slozky. To tedy znamend, ze voda je velmi silnym eluentem
v modu HILIC. I malé zvySeni jeji koncentrace v mobilni fazi okamzité vede k velkému
sniZeni retence. Z toho plyne, Ze ¢im mensi podil vody mobilni faze obsahuje, tim vyssi je

konec¢na retence zkoumanych analytd [21; 24; 25].
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Nékdy lze vodu nahradit jinym polarnim rozpoustédlem, jako je napiiklad alkohol
(metanol, etanol, ¢i propan-2-ol). Pokud je voda nahrazena zcela, nelze uz mluvit o HILIC,

ale o NA-HILIC (¢ili non-aqueous HILIC) [21].

Vzhledem Kk tomu, ze podil vodné faze ma zasadni vliv na celkovy pribéh separace,
musi byt tedy vzorek rozpustén v rozpoustédle stejném jako je mobilni faze. Jinak by doslo
ke ztrat¢ G¢innosti separace, jako by tomu bylo pfi pouziti rozpoustédla s vysokym obsahem
vody [21].

Velky vliv na pribéh chromatografické kiivky ma také objem vzorku, jez je do
systému piivadén. Velké objemy mohou zpusobit rozmyvani piki, a tim tedy vyrazné snizit

uéinnost systému [21].
Vyhody HILIC

Mezi vyhody HILIC metody patii, ze muize snadno nahradit chromatografii
s normalnimi fazemi, jez vyuziva toxickéd rozpoustédla a je Spatné reprodukovatelnd. Diky
pouziti HILIC lze vytesit ¢asté problémy s nedostate¢nou selektivitou metody, ¢i analyzovat
soucasn¢ polarni a nepolarni latky. Také poskytuje velmi dobrou retenci pro polarni latky,
dokéze i u bazickych latek ziskat vhodné tvary pikd, a umoziuje pouzit vyssi prutoky

mobilni faze diky jejimu vysokému obsahu organické slozky [21; 22].
Uziti HILIC metody

Jak jiz bylo zminéno, hlavni vyhodou HILIC je pouziti v zadrZovani polarnich
rozpusténych latek, zvlasté v analyze sloucenin 1éCiv a jejich metabolitil, tedy predevSim ve
farmacii a bioanalyze. Metabolity 1éCiv jsou ¢asto mnohem vice hydrofilni nez vychozi
slouCeniny; predevSim pokud jejich metabolismus souvisi s konjugaci na glukuronid.
(viz. kapitola 2.1.3.). Tim padem je tato metoda vhodna pravé pro analyzu paracetamolu a

jeho metabolita [22; 20].

HILIC je tedy nejCastéji pouzivana pro analyzu sacharidl, peptid, aminokyselin,

nukleotidii, nukleosidi, antibiotik, 1é¢iv, pesticidi atd [20].
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2.5.Pfehled praci zabyvajicich se analyzou paracetamolu (a jeho

metabolitii)

Cesla a Kkolektiv vyvinuli metodu pro stanoveni metabolitli paracetamolu pomoci
kapalinove chromatografie standemovou hmotnostni spektrometrii. Separace byla
provedena na kolon¢ Kinetex C18 naplnénou poréznimi ¢asticemi (100 mm x 3,0 mm, 2,6
pm; Phenomenex) pii konstantni teploté 40 °C. Mobilni faze se skladala z vody s ptidavkem
0,1 % (v/v) kyseliny octové (A) a metanolu (B) a jeji pratok byl 0,4 ml/min. Byl pouzit
gradientovy profil: 0 min — 10 % B, 5 min — 70 % B, 7 min — 70 % B, 8 min — 10 % B [26].

Kvantitativni analyzou acetaminofenu a jeho 6 dalSich metaboliti pomoci LC-
MS/MS se zabyvali také An a kolektiv. K separaci byla pouzita kolona Capcell Pak MG 11
C18 (150 mm x 2,0 mm I.D., 5 um). Mobilni faze byla voda (A) a acetonitril (B). Pritok
mobilni faze byl nastaven na konstantnich 0,3 ml/min a separace probihala na zakladé

gradientové eluce [27].

Ve studii zabyvajici se problematikou puisobeni oxidativniho stresu na metabolismus
paracetamolu a naslednou analyzou jeho metabolitt pomoci LC-MS/MS a GC-MS/MS
pouzili Trettin a kolektiv lidské a mysi vzorky moci, plazmy a lyzovanych erytrocytt. Jako
stacionarni faze pro vSechna méteni byla pouzita kolona Acquity UPLC BEH C18 (100 mm
x 2,1 mm I.D., 1,7 um). Byla pouzita gradientova eluce: 0,0 - 0,5 min — 20 % B, 0,5 - 5,5
min — linearni vzestup do 95 % B, 5,5 min - 6,0 min — 95 % B. Jako mobilni faze A byl
pouzit 2 mmol/l octan amonny a 0,1 % kyselina mravené¢i (pH 3). Mobilni faze B byl

acetonitril. Prutok kolonou byl konstantni (0,3 ml/min) [28].

Metodu pro selektivni stanoveni metabolitii paracetamolu v mys$i moc¢i pomoci LC-
MS/MS vyvijeli Hewavitharana a kol. Pro analyzu pouzili kolonu Cogent phenyl 100-A (50
mm x 2,1 mm LD., 5 pm). Mobilni faze byla voda s 0,1 % (v/v) kyselinou mravenci (A) a
acetonitril taktéz s kyselinou mravenci (B). Analyty byly separovany pomoci izokratické

eluce [29].

More a kolektiv soubézné stanovovali Paracetamol, Chlorzoxazon a Nimesulid
v lécich s pouzitim HPLC s obracenymi fazemi. Separace byla provedena na kolon¢ Thermo
Hypersil GOLD C18 (250 mm x 4,6 mm I.D., 5 um). Jako mobilni faze byla pouzita voda a
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acetonitril v poméru 55:45 (v/v). UV detekce probihala pfi 275 nm a prutokova rychlost
mobilni faze byla 1,2 ml/min [30].

Problematiku analyzy acetaminofenu a kofeinu piitomného v plodové vodé po
extrakci na pevnou fazi (SPE) a pomoci LC-MS/MS studovali Burrai a kolektiv. Byla
pouzita kolona Phenomenex Synergi C18 (50 mm x 2,0 mm 1.D., 4 um) a 3 pum ptedkolona
Phenomenex C18 security guard cartridge (4 mmx21mm |D). Do systtmu bylo
davkovano 5 pul. Byla pouzita gradientova eluce se 2 solventy: (A) 0,1% kyselina mravenci
ve vod¢ a (B) 0,1% kyselina mravenci v acetonitrilu. Gradient byl nastaven nasledovné:
Omin — 10 % B; 4 min —90 % B; 5,5 min — 90 % B; 5,6 min — 10 % B; 9 min — 10 % B.
Pritok byl nastaven na 0,3 ml/min [31].

O rozvinuti a validaci mikroanalytické techniky pro stanoveni paracetamolu a jeho
glukuronidovych a sulfatovych metabolitt z pouhé kapky krve u novorozencu s detekénim
limitem metody 600 pg se zaslouZili Oliviera a kolektiv. Metoda je zaloZena na HPLC
s obracenymi fazemi spolu s UV detekci pfi 254 nm. Separace byla provadéna na Hypersil
C18 kolon¢ (75 mm x 4,6 mm 1.D., 3 um). Mobilni faze se skladala z 20 mmol/l mraven¢anu
amonného (A) a metanolu (B). Pro analyzu byla zvolena gradientova eluce [32].

Soubéznym stanovovanim paracetamolu a ceterizinu v lidské plazmé a
farmaceutickych piipravcich se zabyvali Nagaralli a kol. Pro analyzu byla pouzita kolona
CLC C18 (25 cm x 4,6 mm 1.D., 5 pm) a CLC ODS piedkolona pro ochranu analytické
kolony (4 cm x 4,6 mm 1.D.) a byla zvolena UV detekce pii vlnové délce 230 nm. Jako
vnitini standard byl pouzit Nimesulid. Mobilni faze se skladala z acetonitrilu a vody
v pomé&ru 55:45 (v/v), byla filtrovana pies 0,45 um membranovy filtr. Separace probihala za

pokojové teploty a pritok mobilni faze mél konstantni rychlost 0,8 ml/min [33].

Lidskou plazmu pro kvantitativni stanoveni APAP-CYS s pouzitim LC-MS/MS
pouzili také Hairin a kolektiv. Tato metoda se osvédcila jako vhodna u pacientil, u nichz
doslo k ptedavkovani acetaminofenem. K analyze byla pouzita kolona Protecol P C18
(100 mm x 2,1 mm I.D., 3 um). Jako mobilni faze byl pouzit 2 mmol/l mraven¢an amonny
ve vod¢ (A) a mravencan amonny v acetonitrilu (B). Pritok mobilni faze byl 0,25 ml/min a

bylo vyuzito gradientové eluce [4].
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Pomoci HPLC s elektrosprejovou ionizaci a tandemovou hmotnostni spektrometrii
Cook a kol. soubézné¢ analyzovali APAP a jeho pét dalSich metabolitd v lidské moci a
plazm¢. Studie byla soustfedéna na farmakokinetiku paracetamolu u novorozenci. Pro
analyzu byl pouzit Agilent 1260 Infinity HPLC systém spolu s Agilent 6460 hmotnostnim
spektrometrem. Chromatografick& separace byla provedena na Agilent Poroshell 120 EC-
C18 koloné¢ (100 mmx2,1 mm LD., 2,7 um) spouzitim gradientu u mobilni faze:
10 mmol/l octan amonny, pH 3,5 (A) a metanol (B). Pritokova rychlost mobilni faze byla
0,25 ml/min [34].

Taylor a kolektiv porovnavali kvantifikaci APAP v plazmé, mozkomisnim moku a
kapkach zaschlé krve spomoci HPLC-MS/MS. Mobilni faze pouzita pro analyzu byla
0,1% kyselina mraven¢i ve vodé (A) a 0,1% kyselina mravenéi v acetonitrilu (B). Byla
pouzita UHPLC kolona Phenomenex Kinetix (100 mm x 4,6 mm, 2,6 pm). Jako vnitini
standard byl pouzit acetaminofen-D4 [35].
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1.Pouzité pristroje, chemikalie a material
Pristroje
- kapalinovy chromatograf Agilent 1290 Infinity Il (Agilent Technologies, Palo Alto,
CA, USA)
- binarni ¢erpadlo pro Agilent 1290 Infinity Il
- autosampler pro Agilent 1290 Infinity 11
- termostat kolon pro Agilent 1290 Infinity Il

- UV detektor s proménnou vlnovou délkou
Chromatograficky material

- Kolona Kinetex HILIC, délka 100 mm, vnitini pramér 2,1 mm, velikost ¢astic

1,7 um
Pomiicky

- laboratorni sklo

- mikropipety

- mikrozkumavky Eppendorf

- pfistroj pro piipravu destilované vody MiliQ Reference system (MERCK Millipore,
Darmstadt, Germany)

- vialky ur¢ené pro chromatograf

- analytické vahy

- ultrazvukova lazen

- odstfedivka
Chemikalie

- octan amonny 50 mmol/l (mobilni faze A)

- acetonitril ¢istoty pro HPLC (mobilni faze B)

- APAP (1mg latky rozpustény v 1 ml H20, nasledné fedéno 1:10 vodou)

- APAP-SG (1mg latky rozpustény v 1 ml H20, nasledné fedéno 1:10 vodou)

- APAP-CYS (1mg latky rozpustény v 1 ml H20, nasledn¢ fedéno 1:10 vodou)
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- vzorek deproteinatu mysich jater odebrany 1 h po podani APAP v davce 400 mg/kg
(vzorek pouzity z projektu Ministerstva zdravotnictvi CR prostiednictvim Interni
grantové agentury MZ CR, ¢&islo projektu NT14320-3/2013)

- kontrola z experimentu na mysich, slepy pokus (projekt NT14320-3/2013)

3.2. Chromatografické podminky pro HPLC analyzu paracetamolu a jeho

metabolitu

Pro kazdou analyzu je diilezité zvolit optimalni podminky zahrnujici vybér vhodné
stacionarni a mobilni faze, vinové délky pro UV detekci a volbu ideélni rychlosti pratoku skrz

chromatograficky systém.

Zvolené podminky pro analyzu paracetamolu

Termostat byl nastaven na 25 °C, vSechny analyzy probihaly pii pritokové rychlosti
0,3 ml/min a pro detekci byl pouzit UV-VIS detektor s nastavitelnou vinovou délkou, kdy se

jako idealni ukézala A = 254 nm. Vzorky byly do systému vsttikovany v objemu 1 pl.
Priprava mobilni fize, zasobnich roztoki a vzorkiu
e Piiprava mobilni faze (izokraticka analyza)

Jako mobilni faze byl pouzit vodny roztok 50 mmol/l octanu amonného a acetonitril
v pomé&ru 10:90 (V/v).

e Piiprava zasobniho roztoku octanu amonného

50 mmol/l vodny roztok octanu amonného byl pfipraven navazenim 3,854 ¢

CH3COONHj4 a doplnénim destilovanou vodou na 1 I.
e Piiprava zasobnich roztoku vzorki
Zasobni roztoky vzorkit APAP, APAP-SG, APAP-CYS

Bylo navazeno po 1 mg APAP, APAP-SG i APAP-CYS a ty byly nasledné zvlast
rozpustény v 1 ml H2O. Poté byl kazdy roztok nafedén tak, Ze z néj bylo odpipetovano
100 pl a bylo knému ptidano 900 pl H2O. Takto nafedéné roztoky byly pfipraveny

k analyze.
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Zéasobni roztok APAP-smés

Tento zasobni roztok byl pfipraven tak, Ze bylo napipetovano 100 ul APAP,
100 pl APAP-SG a 100 ul APAP-CYS a k t¢émto roztokim bylo pfidano 700 pl H2O. Takto

ptipraveny roztok ve vialce byl ptipraven k analyze.

Volba vhodného gradientu pro analyzu

Pro analyzu byla pouzita kolona Kinetex HILIC (100 mm x 2,1 mm [.D., 1,7 um).
Nejprve byla analyza provedena izokraticky, coz se ukazalo jako nevhodné, jelikoZ nedoslo
k oddé€leni vSech slozek smési. Proto bylo tfeba najit vhodny gradient, pti kterém se separace

povedla. Méfeni bylo provedeno pomoci ¢tyf riznych gradienti:

Tabulka 1: Podminky pro jednotlivé gradienty

0 min 8 min 9 min 10 min
Gradient 1 (viz. Obréazek 9) 99 % B 20% B 20%B 9%B
Gradient 2 (viz. Obrézek 10) 90 % B 70% B 70 %B 90%B
Gradient 3 (viz. Obrézek 11) 80% B 60 % B 60 % B 80% B
Gradient 4 (viz. Obrazek 12) 99 % B 40% B 40% B 99 % B
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1. Vyvoj podminek pro HPLC analyzu paracetamolu a jeho metaboliti

V ramci bakalarské prace byly ovéfeny moznosti analyzy metaboliti paracetamolu

v HILIC systému. Pro experimenty byly zvoleny nasledujici podminky:
Stacionarni faze

Jako stacionarni faze byla zvolena kolona Kinetex HILIC (100 mm x 2.1 mm I.D.,
1.7 um).

Mobilni faze

Byla hledana vhodna mobilni faze, pii které by doslo z rozdé€leni vSech slozek smési.
Nejprve byla pouzita smés roztoku octanu amonného (50 mmol/l) a acetonitrilu v poméru
10:90 (v/v) pro izokratickou analyzu (viz. Obrazek 8). Tato analyza se neprojevila jako
vhodnd, jelikoz k rozdéleni smési nedoslo. Proto bylo dale provedeno méfeni s pouzitim

gradientoveé eluce se ¢tyimi riznymi gradienty.
Gradientova eluce

Pro gradientovou eluci byla zvolena mobilni faze ve slozeni: 50 mmol/l octan
amonny (A) a acetonitril (B). Z&znamy separaci z jednotlivych typt gradientd jsou uvedeny

na obrazcich 9 az 12.

Gradient 4 (0 min — 99 % B, 8 min — 40 % B, 9 min — 40 % B, 10 min — 99 % B) se

o 24

analyzované smési (viz. Obrazek 12).
Analyza vzorku ziskaného z projektu MZ CR — NT14320-3/2013

Pro analyzu pomoci gradientu 4 byl obdrzen vzorek deproteinatu mysich jater
odebrany 1 h po podani APAP v davce 400 mg/kg. Obdrzeny vzorek byl jiz v kapalném stavu
a nebylo jej tieba fedit. Proto z n&j bylo pouze odpipetovano 1 ml do vialky a takto byl
ptipraven k analyze. Zdznamy ze separaci vzorku a kontroly jsou uvedeny na obrazcich 13 a
14.
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Obrazek 14: Vzorek ¢.17 (kontrola vzorku deproteindtu mysich jater)

Ze zadznamu uvedeného na obrazku 12 je vidét usp&$né oddéleni paracetamolu a jeho
metaboliti. Vyhoda pouziti HILIC metody je vtomto piipad¢ rychlejsi analyza. Tyto
podminky byly aplikovany na vzorky, které by potencialné mohly obsahovat APAP a jeho
metabolity. Ze srovnani chromatogrami na obrazcich 13 a 14 jsou vidét minimalni rozdily
v profilu pikli, které mohou naznaCovat pfitomnost pouze velmi nizké koncentrace
metabolitd. Pro dalsi identifikaci a kvantifikaci by bylo vhodné pouzit jinou detekcni
techniku, naptiklad spojeni HILIC s hmotnostni spektrometrii, pfi které by byla tékava

mobilni faze s vysokym obsahem acetonitrilu vyhodna.
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5. ZAVER

V této bakalarské praci byly vypracovany vhodné chromatografické podminky pro

analyzu paracetamolu a jeho metabolitt.

Pro vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii v HILIC modu byla pouzita kolona
Kinetex HILIC (100 mm x 2,1 mm I.D., 1,7 um) jako stacionarni faze. Mobilni faze byla
slozena ze smési 50 mmol/l octanu amonného (A) a acetonitrilu (B). Pro separaci
zkoumaneého vzorku deproteinatu mysich jater byla pouzita gradientova eluce s kontinualnim
gradientem s nenulovou hodnotou (0 min —99 % B, 8 min — 40 % B, 9 min — 40 % B, 10 min
—99 % B). Pratokova rychlost mobilni faze byla zvolena 0,3 ml/min, vzorky byly do systému
vstiikovany v objemu 1 pl. Detekce odseparovanych latek probihala pomoci UV detektoru pti
vinové délce A = 254 nm.

Cilem této prace nebylo stanovit pfesné mnozstvi v obdrzeném vzorku, kdezto pokusit
se zjistit, ktera z vyzkouSenych metod by byla nejvhodnéjsi k dalsi analyze vzorka podobného
typu. Finalni podminky separace byly otestovany pii analyze vzorku deproteinatu mysich
jater. Na chromatografu je patrné, ze se ve vzorku nachazi nékolik dalSich slozek, které ale
nebyly jiz dale identifikovany. Lze tedy pouze usuzovat, zZe se ve vzorku vyskytovala vSechna
stddia metabolismu paracetamolu. Z dosazenych vysledki je patrné, Ze metabolity
paracetamolu Ize uspésné analyzovat v HILIC systému, ovSem pro identifikaci a kvantitativni

analyzu je potieba dalsi optimalizace, pfesahujici ramec této bakalarské prace.
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