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Abstrakt

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra: Farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv
Kandidat: Lenka Tepla
Skolitel: PharmDr. Pavla Pilafova, Ph.D.
Nazev diplomové prace: HILIC separace acikloviru a jeho degrada¢niho produktu I1

V ramci diplomové prace bylo testovano retencni chovani acikloviru a jeho degradac¢niho
produktu guaninu na zirkoniové kolon& modifikované elementdrnim uhlikem ZirChrom®-
CARB s vyuzitim hydrofilni interakéni kapalinové chromatografie (HILIC) a byly doplnény
jiz ziskané poznatky vychéazejici z diplomové prace Lucie Bouzkové (2016), ve které se
zabyvala nalezenim vhodnych podminek pro separaci analytii. V této praci byl zkouman vliv
koncentrace kyseliny fosforecné, fluoridu amonného, fluoridu sodného, triethylaminu
a fosfore¢nanovych pufrit v mobilnich fazich na eluci analytii. Také byl sledovan vliv slozeni
mobilnich fazi s riznymi poméry organické a vodné slozky a vliv rostouci teploty na retenci
acikloviru a guaninu. Vyssi obsah organické slozky v mobilni fazi vede ke zkraceni retence
acikloviru 1 guaninu. Na separaci se podili zadrzovani hydrofilnich analyti ve vodné casti
mobilni faze. Se stoupajici teplotou klesa retence analytli a zlepSuje se symetrie jejich piki.
Fluoridy a fosfore¢nany se v mobilni fazi chovaji jako Lewisovy baze a dochéazi ke kompetici
0 vazebna mista typu Lewisovy kyseliny na povrchu zirkoniové kolony. Interakce probihaji
na zakladé¢ vymény ligandi. Jako Lewisova baze se také chova triethylamin. Pii vys$si
koncentraci triethylaminu se retence obou analytli snizuje a na mechanismu separace se podili
1 uhlikova vrstva na povrchu stacionarni faze. Jednotlivé typy interakci podle vSeho zavisi na
podminkach analyzy, tj. typu pouzitého pufru a jeho koncentraci, pouZzité organické slozce

v mobilni fazi a pH.



Abstract

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department: Pharmaceutical chemistry and Drug Control
Candidate: Lenka Tepla
Tutor: PharmDr. Pavla Pilafova, Ph.D.
Title of Thesis: HILIC separation of acyclovir and its degradation product II

The aim of this thesis is to test the retention behavior of acyclovir and its degradation
product - guanine on zirconia-based column with carbon layer ZirChrom® - CARB under
hydrophilic interaction liquid chromatography (HILIC). The thesis also completes the
knowledge already obtained from the diploma thesis of Lucie Bouzkova (2016), which deals
with finding suitable conditions for the separation of analytes. The work examines the
influence of the concentration of the phosphoric acid, ammonium fluoride, sodium fluoride,
triethylamine and phosphate buffers in the mobile phases on the elution of the analytes. The
thesis further looks into the influence of the composition of the mobile phases with different
ratios of the organic and aqueous components. The effect of increasing temperature on the
retention of acyclovir and guanine was also observed. A higher content of organic component
in the mobile phase leads to shortening of retention of acyclovir and guanine. Separation is
caused by retention of hydrophilic analytes in the aqueous phase of the mobile phase. As the
temperature rises, the retention of the analytes decreases and the symmetry of their peaks is
improved. The behavior of fluorides and phosphates during the mobile phase is similar to a
Lewis base and they compete with Lewis acid binding sites on the surface of the zirconium
column. Interactions are based on ligand exchange. Triethylamine is also behaves like the
Lewis base. At a higher concentration of triethylamine the retention of both analytes
decreases and the carbon layer on the surface of the stationary phase as well as are involved in
the separation mechanism. The different types of interactions seem to depend on the
conditions of analysis, i.e. the type of the used buffer and its concentration, the organic

component used in the mobile phase and the pH.



1. Uvod

Aciklovir patfici do skupiny antivirotik se pouzivd k lé¢bé onemocnéni, ktera jsou
vyvolana viry herpes simplex a varicella zoster. K aktivaci acikloviru na ucinny trifosfat
dochazi ve virem napadené buiice a nasledné potlacuje syntézu virové DNA blokovanim
enzymu DNA-polymerasy. Pouziva se jak v lokdlni 1ékové formé, tak i v peroralni nebo
parenteralni formé pro systémovou lécbu. Za degradacni produkt acikloviru lze oznacit

guanin. Guanin patfi mezi purinové baze obsazené v nukleotidech DNA i RNA.

Dulezitym prostfedkem pro hodnoceni bezpecnosti a tc¢innosti 1&Civ je vysokoucinna
kapalinova chromatografie (HPLC), ktera se stala jednou =z nejpouzivanéjSich metod
farmaceutické analyzy. HPLC se pouZiva nejen ve vyzkumu, vyvoji a vyrob¢ 1éCiv, ale také
slouzi k identifikaci a separaci latek. Mezi hlavni vyhody HPLC analyzy patti pfedevSim
rychlost, citlivost stanoveni, malé mnozstvi analyzovaného vzorku, moZnost automatizace a

kvalitativni 1 kvantitativni hodnoceni separovanych slozek.

V posledni dob¢ se stale Castéji pouzivaji stacionarni faze na bdzi kovovych oxidd,
piredevsim diky jejich chemické a fyzikalni stabilit¢ a mechanické odolnosti. V prubéhu
analyzy je mozné zvolit Siroky rozsah pH (1 — 14) a teplotu az 200 °C bez sniZeni zivotnosti
kolony. Nejcastéji se vyuzivaji stacionarni faze na bazi oxidu zirkonicitého, jehoz povrch lze
riznymi zpusoby modifikovat, napt. Zr-PBD, Zr-PS nebo Zr-C. Tyto typy kolon Ize pouzit u
riznych chromatografickych systémt (napi. HILIC, chromatografie na reverznich fazich).
Hydrofilni interak¢éni chromatografie HILIC je stale vice vyuzivana v analyze a diky ni lze

vyresit problémy pii separaci, jako napft. analyza polarnich a nepolarnich latek.



2. Cil prace

Diplomovéa prace navazuje na praci Lucie Bouzkové V) kterd se zabyvala nalezenim
vhodnych podminek pro separaci acikloviru a jeho degrada¢niho produktu guaninu. Cilem mé
diplomové prace bylo testovani retenéniho chovani obou uvedenych analytti na zirkoniové
kolon& modifikované elementarnim uhlikem ZirChrom®-CARB s vyuzitim HILIC systému a
doplnéni jiz ziskanych poznatkl. V této praci bude zkouman vliv koncentrace kyseliny
fosfore¢né, fluoridu amonného, fluoridu sodného, triethylaminu a fosfore¢nanovych pufiti
v mobilnich fazi na eluci analyti. Dale bude sledovan vliv slozeni mobilnich fazi pfi zméné
poméri mezi organickou a vodnou sloZkou na retenci vzorkd. A v neposledni fadé bude také

pozorovan vliv rostouci teploty na separaci.



3. Teoreticka cast
3.1. Aciklovir a jeho vlastnosti

3.1.1. Vzorec a chemické vlastnosti

Sumarni vzorec: CsHi1N50;3
Molekulova hmotnost (Mr): 225,21
Systematicky nazev: 2-amino-9-[(2-hydroxyethoxy)methyl]-1,9-dihydro-6 H-purin-6-on
Obsahuje 98,5 % az 101,0 % slouceniny CsH11N50s3, po€itdno na bezvodou latku.
Vlastnosti

Aciklovir je guanin-nukleosidovy derivat. Je to bily nebo témét bily krystalicky
prasek. TéZce se rozpousti ve vodé, velmi téZce rozpustny v 96 % ethanolu a prakticky

nerozpustny v heptanu. Aciklovir se také rozpousti ve zfedénych roztocich mineralnich

kyselin a alkalickych hydroxidi. Jeho bod tani je v rozmezi 256,5 — 257 °C. 3
Zkousky totoZnosti
Infracervena absorp¢ni spektrofotometrie

ZkousSky na Cistotu

- Vzhled roztoku

- Vyuziti kapalinové chromatografie pro zjiSténi pfibuznych latek
- Semimikrostanoveni vody

- Siranovy popel

- Bakterialni endotoxiny
Stanoveni obsahu
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Aciklovir — titrace s kyselinou chloristou 0,1 mol/l VS za potenciometrické indikace

bodu ekvivalence.
Necistoty

- 2-[(2-amino-6-0x0-1,6-dihydro-9H-purin-9-yl)methoxy]ethyl-acetat

2-amino-1,7-dihydro-6 H-purin-6-on (guanin)

- 2-amino-7-[(2-hydroxyethoxy)methyl]-1,7-dihydro-6 H-purin-6-on

- N-{9-[(2-hydroxyethoxy)methyl]-6-0x0-6,9-dihydro-1H-purin-2-yl } acetamid

- 2-[(2-acetamido-6-0x0-1,6-dihydro-9H-purin-9-yl)methoxy]ethyl-acetat

- 2,2’-amino-1,1",7,9 -tetrahydro-7,9 -[ethylenbis(oxymethylen)]bis(6 H-purin-6-on)

- 9, 9'-[ethylenbis(oxymethylen)]|bis(2-amino-1,9-dihydro-6 H-purin-6-on)

- 2,2'-(methylendiimino)bis {9-[(2-hydroxyethoxy)-methyl]-1,9-dihydro-6 H-purin-6-on}

- N-(9-acetyl-6-0x0-6,9-dihydro- 1 H-purin-2-yl)acetamid; (N?,N°-diacetylguanin)

- 2-[(2-acetamido-6-0x0-1,6-dihydro-7H-purin-7-yl)methoxy]ethyl-acetat

- 2-amino-9-(2-hydroxyethyl)1,9-dihydro-6 H-purin-6-on

- Smés 2-amino-9-{[2-(hydroxymethoxy)ethoxy]methyl}-1,9-dihydro-6 H-purin-6-onu a
2-amino-9-{[2-(hydroxyethoxy)methoxy]methyl}-1,9-dihydro-6 H-purin-6-onu

- 9,9'-[methylenbis(oxyethylenoxymethylen)]bis(2-amino-1,9-dihydro-6 H-purin-6-on)
@

3.1.2. Farmakologické vlastnosti

3.1.2.1. Farmakodynamické vlastnosti

Aciklovir patfi mezi latky pouzivané proti herpetickym virim. Je to nukleosidovy derivat
guaninu, ktery je uc¢inny proti HSV-1 (herpes simplex 1), HSV-2 (herpes simplex 2), z ¢asti
také proti VZV (varicella-zoster virus), CMV (cytomegalovirus) a EBV (virus Epsteina-
Barrové). Aciklovir je dobfe snaSené virostatikum. V molekule mé misto (deoxy)ribozy

neobvykly alifaticky zbytek, proto je také oznatovan jako ,,acykloguanosin®. %6

Mechanismus ucinku

Aciklovir inhibuje syntézu virové DNA. Je selektivni pro bunky napadené virem.

Pomoci thymidinkindzy, ktera je kddovana herpetickym virem, dojde k napojeni prvniho
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fosfatového zbytku na aciklovir. Aciklovir-monofosfat vznika ve virem napadenych buiikach,
kde je bunéénymi kindzami postupné preménovan na trifosfat, coz je aktivni metabolit
acikloviru. Aciklovir-trifosfat se kumuluje v buitkdch napadenych herpetickymi viry, jelikoz
polarita fosfatovych zbytkli neumoznuje molekule aciklovir-trifosfdtu proniknout pies
membranu. V napadenych buiikach inhibuje virovou DNA polymerazu a je také zaclenén do
virové DNA, kde ptisobi jako ,terminator fetézce DNA, ¢imz zastavuje replikacni aktivitu

z divodu nedostatku 3’-hydroxylové skupiny. 439

Rezistence vznikd jako dusledek nedostatku virové thymidinkindzy nebo jako
disledek zmén ve virové DNA-polymerase. Zmény u virovych enzyml jsou zpusobeny

bodovymi mutacemi, inzerci nebo depleci v odpovidajicich genech. 4

extracellular

L ]
Ll r
Q e nid o tigars ¢
" ] - .u M I ) : )
H - 1 kima s 5
i[ % —— | * . rylaticr
P e I
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un*"ﬁl---uﬁ
o N
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o
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HN =} m >
™% 3 ey
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Hu templata primer

Obrazek ¢ 1 Aktivace a mechanismus ucinku acikloviru ©
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3.1.2.2. Farmakokinetické vlastnosti
Aciklovir Ize podat v perordlnich, lokalnich nebo intravenoznich lékovych formach.
Absorpce acikloviru z gastrointestindlniho traktu je variabilni a neuplna. Po perordlnim

podani je 1ék absorbovan z 15 az 30 % a se zvysujici se davkou se rozsah absorpce snizuje.
4;6)

Aciklovir je Siroce distribuovan do télesnych tkani a tekutin, véetné mozkomiSniho
moku, ledvin, plic, ale také 1 do matefského mléka. Koncentrace acikloviru v likvoru jsou
ptiblizné 50 % odpovidajicich koncentraci. Aciklovir se vaZze na plazmatické bilkoviny pouze
z9 az 33 %, proto se lékové interakce vyvolané vytésiovanim z vazebnych mist

nepiedpokladaji. ¢:%7)

Eliminace acikloviru probiha pfedev§im glomerularni filtraci a tubuldrni sekreci. Jeho
plazmaticky polocas je ptiblizné 2,5 hodiny u pacientii s normalni funkci ledvin a vice nez
20 hodin u pacienti s poruchami funkce ledvin. U pacienti s poruchami ledvin musi byt
davky acikloviru snizeny. Hlavnim metabolitem acikloviru je 9-karboxymetoxy-metylguanin,

ktery predstavuje 10 az 15 % davky ziskané z mo¢i. 47
3.1.3. Klinické udaje

3.1.3.1. Indikace

V perorélni 1ékové formé se aciklovir uziva k 1écbé infekci, jejichz ptivodcem je virus
herpes simplex typu 1 a 2. Nejcastéji se jednd o infekci kiize, sliznic, ale také primarni
a recidivujici genitalni herpetické infekce. Dale je aciklovir uzivan k profylaxi infekci
u imunokomprimovanych pacientli a k supresi recidivujicich infekci u imunokompetentnich
pacientl, k 1é¢be planych nestovic vyvolanych virem varicella zoster a pasového oparu, jehoz
puvodcem je virus herpes zoster. Podanim acikloviru, ve vysokych davkach perordlné, détem,
které trpi zavaznymi formami planych neStovic, dojde k rychlému uzdraveni, Casto do
24 hodin. Aciklovir je také indikovan k 1€cbé pacientl s vyraznym sniZzenim imunitni reakce,

zv14sté v pokro¢ilém onemocnéni AIDS nebo u pacientii po transplantaci kostni dieng. G467
8)

Studie prokazaly, Ze v€asné zahdjeni lécby pasového oparu aciklovirem, mé pozitivni

efekt na bolest a miize snizit incidenci postherpetické neuralgie.

Terapie je nejucinnéjsi, pokud je zahdjena do 48 hodin po prvnich p¥iznacich vyrazky. ¢
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Aciklovir v lokdlni 1ékové formé se pouzivd pro lécbu herpetické keratitidy, oparti na
rtech a obliceji vyvolanych virem herpes simplex. Lokalni formy acikloviru se pouZzivaji také

jako doplitkova 1é¢ba ke zlepseni hojeni koznich infekci zptisobenych virem herpes zoster.
4;9)

U tézkych infekci vyvolanych viry herpes simplex a herpes zoster se aciklovir podava
parenteralné. Parenteralni podéani se také vyuziva k 1é¢bé encefalitidy u imunokompetentnich

pacientli vyvolané virem herpes simplex.

3.1.3.2. Kontraindikace
Lécivé pripravky obsahujici aciklovir jsou kontraindikovany pouze u pacientd, ktefi jsou

piecitlivéli na tuto t¢innou latku. @

3.1.3.3. Interakce

Aciklovir je vyluCovan v nezménéném stavu tubularni sekreci. LécCivé piipravky, které
jsou podavany soucasn¢ s aciklovirem a maji stejny mechanismus eliminace, mohou zvySovat
plazmatickou koncentraci acikloviru. Piikladem takovych to 1éCiv je probenecid a cimetidin.
Tato 1éCiva, pifi systémovém podavani acikloviru, zvySuji AUC (plochu pod kiivkou
plazmatické koncentrace) a inaktivni metabolit mykofenolat-mofetil a snizuji rendlni
clearance acikloviru. Naopak aciklovir mtize snizit rendlni clearance I¢ki, které jsou takeé
vyluovany tubuldrni sekreci, jako je naptiklad metotrexat. Také byly provedeny studie, pfi
kterych byl zjistén synergisticky uc¢inek acikloviru a chlorhexidinu v inhibici syntézy virové

DNA. &:7:8)

3.1.3.4. NeZdadouci ucinky

Aciklovir je obecné dobie snaSené IéCivo. Piipravky v lokalni nebo peroralni formé jsou
prakticky bez nezddoucich uc¢inkl. Obcas se mohou vyskytovat bolesti hlavy a prijem, méné
Casto unava, vyrazka, vypadavani vlast nebo deprese. Po intravendéznim podani lze ocekéavat
vyskyt neZadoucich U€inkli aZ u 3 % pacientd. Jednd se pfedev§im o tromboflebitidu,
neurotoxicitu (napft. tfes, agitace, zmatenost), psychické symptomy (napt. halucinace) nebo

obstrukéni nefropatie (vypadavani krystald latky v ledvinnych tubulech).

Vétsina nezddoucich u¢inkl je reverzibilni a jsou hlaSeny u pacientdl s poruchou funkce

jater nebo ledvin.

Pii doporuceni lékare lze aciklovir uzivat i béhem t¢hotenstvi a kojeni, nebot nebyly
prokazéany teratogenni ani karcinogenni u¢inky pro plod nebo novorozence. 4 3 6:10)
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3.1.4. Lé¢ivé piipravky s aciklovirem registrované v CR

Topické

o

Aciclovir AL krém, drm crm 50 mg/g; 1 x 2g nebo 1 x 5g; ALIUD PHARMA
GmbH, Némecko

o Acyclostad Galmed, drm crm 50 mg/g; 1 x 20g nebo 1 x 5g; STADA
Arzneimittel AG, Némecko

o Herpesin krém, drm crm 50 mg/g; 1 x 2g nebo 1 x 5g; Teva Pharmaceuticals
CR, s.r.0., Ceska republika

o Zovirax, oph ung 30 mg/g; 1 x 4,5g; The Wellcome Foundation Limited, Velka
Britanie

o Zovirax, drm crm 50 mg/g; 1 x 2g; GlaxoSmithKline Consumer Healthcare
Czech Republic s.r.o.

o Zovirax Duo 50 mg/g + 10 mg/g krém, drm crm; 1 x 2g; GlaxoSmithKline
Consumer Healthcare Czech Republic s.r.0.

Peroralni

o Herpesin 200, tbl nob 200 mg x 25; Teva Pharmaceuticals CR, s.r.o., Praha,
Ceska republika

o Herpesin 400, tbl nob 400 mg x 25 nebo 400 mg x 50; Teva Pharmaceuticals
CR, s.r.0., Praha, Ceska republika

o Provirsan, tbl nob 200 mg x 30; PRO.MED.CS Praha a.s., Ceské republika

o Zovirax 200 mg, tbl nob 200 mg x 25; The Wellcome Foundation Ltd., Velka
Britanie

o Zovirax 400 mg, tbl nob 400 mg x 70; The Wellcome Foundation Ltd., Velka
Britanie

o Zovirax 800 mg, tbl nob 800 mg x 35; The Wellcome Foundation Ltd., Velka
Britanie

Intraveno6zni
o Herpesin 250; plv pro piipravu infuzniho roztoku; Teva Pharmaceuticals CR,

5.r.0., Praha, Ceska republika !V
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3.1.5. Davkovani
Topické [éCivé piipravky se nanaSeji v tenké vrstvé Skrat denné¢ po 4 hodinach
s vynechanim no¢ni davky. Ptipravky by se mély nandset jiz pii prvnich ptiznacich vzniku

oparu. Lécba ve vét§ing piipadii trva 5 dnd. ©

Peroralni formy 1é¢ivych ptipravki jsou dostupné v silach 200 mg, 400 mg a 800 mg. Pti
1écbé infekci, vyvolanych virem herpes simplex, se obvykle u dospélych pacientti podava 200
mg acikloviru Skrat denné s vynechdnim noc¢ni davky po dobu 5-ti dnti. Pti 1é¢bé infekci
vyvolanych varicella a herpes zoster je nutné podavat 800 mg acikloviru pétkrat denné opét
s vynechanim noc¢ni davky po dobu 7 dnt. U déti se podavaji davky 20 mg acikloviru/kg

télesné hmotnosti &tyfikrat denng, ovem jednotlivd denni davka nesmi piekrocit 800 mg. 7

Intravendzni piipravky se u dosp€lych pacienti, trpicich infekci vyvolanou viry herpes
simplex typu I a II, vétSinou aplikuji v davce 5 mg/kg kazdych 8 hodin, po dobu 5 az 7 dni.
Ptipravek se podavd pomalou intraven6zni infuzi minimaln€ 1 hodinu. LéEba obvykle trva

5 dnd, ale zaleZi na typu infekce a také na pacientovi. 12
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3.2. Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Za zakladatele chromatografie je povazovan rusko-italsky botanik Michail Semionovié¢
Cvet, ktery detailn¢ studoval jeji princip. Kapalinova chromatografie se zacala vyvijet béhem
50. — 60. let 20. stoleti. V roce 1952 ziskali védci A.J.P. Martin a R.L.M. Synge Nobelovu

cenu za objev rozdélovaci chromatografie. (114

Vysokouc¢innd kapalinova chromatografie — High performance liquid chromatography
(HPLC) pfedstavuje jednu znejpouzivang€jSich metod farmaceutické analyzy, kterd se
nejCastéji pouziva v oblastech vyzkumu, vyvoje 1 vyroby léciv. Je metodou volby pii
stanoveni obsahu, Cistoty nebo identifikaci 1éCiv. Vyuziti vSak také naléza 1 v ostatnich
odvétvi moderniho farmaceutického primyslu, jako je napf. analyza pfirodnich léciv
v rostlinném materidlu. Jednad se o separa¢ni metodu, kterd umoziuje jak kvalitativni, tak 1

kvantitativni hodnoceni separovanych sloZek.

Mezi hlavni vyhody HPLC, krom¢ moznosti kvalitativniho a kvantitativniho hodnoceni
separovanych slozek, Ize zaradit rychlost analyzy, citlivost stanoveni, malé¢ mnozstvi vzorku

potiebného pro analyzu a moZnost automatizace. %1%

3.2.1. Princip HPLC

Princip separace je zalozen na rozdilné afinit¢ latek k pohyblivé (mobilni) fazi
a nepohyblivé (stacionarni) fazi. Mobilni faze unaSi separované slozky smeési a protéka
stacionarni fazi. Stacionarni faze je zakotvena v chromatografické koloné ve formé sorbentu.
Slozky vzorku mohou voln¢ interagovat s obéma fazemi. Latky se slabsSimi interakcemi se
stacionarni fazi jsou vymyty (eluovany) z kolony diive. Naopak, ¢im je analyt na kolon¢
zadrzovan silnéjSimi interakcemi, tim se eluce prodluzuje. Pokud se interakce jednotlivych
slozek smési se stacionarni fazi li§i, dochdzi k jejich eluci v riznych casovych intervalech. Po
vymyti z kolony je analyt detekovén a signdl je pfeveden ve formé piku do chromatogramu.

Plocha piku zavisi na koncentraci analytu.

Separace a eluce jednotlivych slozek smési analytl je ovlivnéna jak povahou staciondrni
faze, tak povahou mobilni faze. Pokud se pfi eluci pouzivd mobilni faze s konstantnim
slozenim, jedna se o isokratickou eluci. Jestlize se sloZzeni mobilni faze béhem eluce méni,
jedna se o eluci gradientovou. Isokraticka eluce se vyuziva u latek, které maji podobné
fyzikalné-chemické vlastnosti. Zatimco gradientova eluce se vyuzivd u smési latek, kde

jednotlivé slozky maji rtizné fyzikalng-chemické vlastnosti, (13 14:16:17)

17



Tok mobilni faze

Niaistirik —

B A
300~ j Detekee
B

-
|

-
S 200
=
@
B
b=
[}
=
E 100
0 A
C
G T L] Jl L L] j\ Ll
i 2 4 [ B 10

Retencni ¢as (min)
Obrazek ¢. 2 Princip separace ¥

3.2.2. Kapalinovy chromatograf

Schéma kapalinového chromatografu je zndzornéno nize na obrazku ¢. 3. Pfistrojové
vybaveni HPLC zahrnuje zasobniky mobilni faze, vysokotlaké cerpadlo, které zajistuje
konstantni pratok mobilni faze ptes kolonu do detektoru. Dalsi soucasti je davkovaci zatizeni,
které umoznuje zavedeni smési analyti do proudu mobilni faze jesté pred vstupem do kolony.
Vétsina davkovacich zafizeni jsou autosamplery umoZiujici naprogramované vstiikovani
vzorkil v objemech od 0,1 az do 100 ml. Vzorek je dale undSen mobilni fazi na kolonu. Zde
dochazi k rozdéleni smési na jednotlivé slozky, které jsou déle undSeny mobilni fazi do
detektoru. Detektor zaznamenava priitok separované slozky detekéni celou a prendsi ziskana
data do pocitace. Pocita¢ zpracovava vysledky méteni ve formé chromatografického zdznamu

a zaroven Fidi cely chod chromatografi. (15 14: 16: 18:19)
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3.2.3. Zpusoby HPLC separace
Mezi zékladni typy HPLC separace patfi chromatografie na normalnich fazich (NP
HPLC), na reverznich fazich (RP HPLC), iontové-vyménnd chromatografie (IEC),
molekulové vylu¢ovaci chromatografie (SEC). Jednotlivé typy separaci jsou charakterizovany
molekularnimi interakcemi. Uplatiiuji se ti1 zdkladni typy molekularnich sil — iontové, polarni
a disperzni. Polarni sily jsou dominantnim typem u NP HPLC, disperzni sily se vyuzivaji
vRP HPLC a iontové sily vIEC. Ctvrty typ separace HPLC, tedy SEC, je zaloZen na

rozdélovani molekul podle velikosti. Neptisobi zde zadné jiné interakce. ¥

3.2.3.1. Chromatografie na normdalnich fazich (NP HPLC)

U tohoto typu separace se vyuziva polarni stacionarni faze, ktera je nejcastéji tvoiena
poréznim oxidem kiemicitym (SiO2) nebo oxidem hlinitym (Al,O3). Povrch téchto polarnich
sorbentli miize byt dale chemicky modifikovan navazanim polarnich funk¢nich skupin (napf.
kyano, diol, amino). Jako mobilni faze se vyuzivaji nevodné smési organickych nepolarnich
rozpoustédel (napf. hexan, heptan, chloroform) s malym ptidavkem poldrniho rozpoustédla
(napf. methanol, ethanol). Mechanismus retence je zaloZen na poldrnich interakcich. Retence
na koloné stoupd se zvySujici se polaritou analytu a klesd s rostouci koncentraci polarniho
rozpoustédla v mobilni fazi. Tento typ separace se pouziva pii analyze polarnich analytd, u
latek snadno podléhajicich hydrolyze, vysoce hydrofobnich latek, izomerii, sacharidii a tukd.

Postupné se od této metody upousti, jeji vyuZiti je uz spise minoritni. 14 17:20

3.2.3.2. Chromatografie na reverznich fazich (RP HPLC)
Staciondrni faze je nepolarni. VétSinou je tvofena silikagelem, ktery ma modifikovany

povrch hydrofobnimi funkénimi skupinami (napt. C18, C8, fenyl). Mobilni faze je polarni
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a zpravidla tvofend smési organické a vodné slozky. Z organickych rozpoustédel se nejcastéji
pouziva acetonitril, methanol nebo jejich smési. Ob& uvedené latky maji pti nizkych vinovych
délkach malou absorbanci, ¢ehoz se vyuziva v UV detekci. Vodnou slozkou smési jsou casto
roztoky pufri. Dulezité je, aby vSechny slozky mobilni fize byly navzdjem misitelné.
Mechanismus retence je zaloZzen na hydrofobnich interakcich, nejcastéji na van der
Waalsovych silach. Méné polarni analyty jsou vice zadrzovany na stacionarni fazi, tudiz
potadi analytli pfi retenci je obracené oproti pfedchozimu typu chromatografie. RP HPLC
v souCasné dobé patii mezi nejpouzivanéj$i separacni metody. Témét 90 % analyz

nizkomolekularnich vzorkd latek se provadi pomoci této HPLC separace. (1429

3.2.3.3. Iontové-vyménnda chromatografie (IEC)

Vyuziva se k separaci iontil a ionizovatelnych analytti. Soucasti stacionarni faze je iontova
nebo ionizovatelnd skupina (ionex), ktera nese opany naboj nez separovany analyt. Pokud
ma stacionarni fdze na svém povrchu zdporny naboj (katex), budou se na ni zachytavat
kationty analyzované latky. V opacném piipade, kdy povrch stacionarni faze nese kladny
naboj (anex), se na ni budou zachytavat anionty analyzované latky. Z toho vyplyva, Ze
iontové-vyménna chromatografie je zalozena na elektrostatickych ptitazlivych silach, které
vznikaji mezi ionizovanymi funkénimi skupinami stacionarni faze (iontomenice) a opacné

nabitymi ionty v okolnim roztoku (mobilni faze).
Vyménu iontl Ize popsat nasledujici rovnici:
A-E+B"-B-E+A"

Rovnovazna konstanta, ktera charakterizuje sloZzeni reakéni smési po dosazeni chemické

rovnovahy, je znazornéna rovnici:

_ [4*][BE]
[AE][B*]

Cim vys$i je rovnovdzna konstanta, za predpokladu, Ze je vétSi nez 1, tim vySsi je
schopnost kationtu B* substituovat A na povrchu stacionarni faze.

Retence a selektivita v iontové-vyménné chromatografii zavisi na pH a iontové sile

mobilni faze.
RozliSujeme tfi strukturné rizné typy iontomenici:
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- Povrchové porézni s vrstvou ménice nanesenou na porovity nosic,
- Mikropartikuldrni s organickou matrici nékdy také oznaCované jako ionexové
pryskyfice,

- Chemicky véazané iontoméniCe na silikagelu jako matrici.

IEC se vyuziva pro separaci kationtl a aniontll ve vodach, separaci karboxylovych kyselin

ve ving, nukleovych kyselin a peptidf. (14 20:21:17

3.2.3.4. Molekulova vylucovaci chromatografie (SEC)

Princip vylu€ovaci, nebo-li gelové chromatografie (gel permeation chromatography), je
zaloZzen na rozd¢lovani molekul podle jejich velikosti (pfesnéji podle hydrodynamického
poloméru) v koloné naplnéné porovitym polymernim gelem. U tohoto typu chromatografické
separace by uz nemélo dochdzet k zddnym dalSim interakcim analytu se stacionarni fazi.
Hydrodynamicky polomér molekuly analytu je hlavni faktor, ktery urcuje zadrzeni molekuly
na koloné. Velké molekuly nevstupuji do péri gelu vzhledem ke sterickym omezenim
a prochazeji kolonou. Maji tedy kratsi retenci. Malé molekuly pronikaji do pérti gelu a na

koloné jsou zadrzovany. Z toho vyplyva, ze malé molekuly jsou eluovany pozdéji.
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Obréazek ¢. 4 Princip separace gelové chromatografie *®

Velky vliv na retenci analyti maji vlastnosti porti pouzivanych gelt (druh polymeru, tvar,
rozméry, pocet, relativni objem). Pouzivané gely mizeme rozdélit na xerogely (organické
gely) a aerogely (anorganické gely). U vSech gelil je uvedena vylucovaci mez, tj. pouzitelnost
ptislusného gelu podle velikosti jeho porG. Tento parametr uddva nejmensi molekulovou

hmotnost molekul, které jiz do porh gelu nepronikaji a nemohou byt tedy separovany.
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Mezi nejcastéji pouzivané gely, které tvoii stacionarni fazi, patii gely na bazi
methakrylatt, akrylamid, agarosové gely, dextranové gely, kopolymery styrenu

a divinylbenzenu nebo se také vyuziva stacionarni faze na bazi silikagelu.

Nevyhodami SEC jsou nizka selektivita a separace, mala objemova i hmotnostni kapacita,

dlouha doba analyzy a mala u¢innost separace.

Gelova chromatografie se nejcastéji vyuziva pro stanoveni molekulové hmotnosti

a distribuci velikosti molekul polymerti. (141917

3.2.3.5. Hydrofilni interakcni chromatografie (HILIC)

Chromatografie hydrofilnich interakci (z ang. Hydrophilic interaction chromatography,
HILIC) popisuje moZnost separace pro polarni a hydrofilni slouceniny. V poslednich letech
doslo k vyraznému nartistu zajmu o HILIC. Poprvé byla tato chromatografie predstavena
vroce 1970. Zkratku HILIC poprvé pouzil Alpert v roce 1990 pro popsani chromatografické
techniky, ve které analyty interaguji s hydrofilni staciondrni fazi. Mobilni faze je relativné

hydrofobni binarni smés obsahujici vodnou slozku jako silné eluéni ¢inidlo. (2021 17:23:24)

Uvadi se, ze HILIC je alternativou kapalinové chromatografie na normalni fazi. OvSem
separacni mechanismus pouzivany v HILIC je slozit€jsi nez v NP HPLC. HILIC vyuziva
tradicni polarni stacionarni faze, jako NP HPLC. Mobilni faze se podobaji fazim, které jsou
pouzivany u chromatografie na reverzni fazi. HILIC také umoziiuje analyzu nabitych latek,

¢imz se podoba i iontové chromatografii. ?!:2%25

Obrazek ¢. 5 HILIC kombinuje viastnosti chromatografickych metod *>

Tato metoda ma oproti béznym NP HPLC a RP HPLC mnoho specifickych vyhod.

Naptiklad je to vhodnd chromatografie pro analyzu smési latek, které se eluuji v blizkosti
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mrtvého reten¢niho Casu. Polarni latky se dobie rozpoustéji ve vodné mobilni fazi pouzivané
v HILIC chromatografii, tim snadno nahradi chromatografii na normalnich fazich, kde je
problém s rozpustnosti polarnich analyti v nepolarnich mobilnich fazich. Hydrofilni
interakéni chromatografie se také vyuziva pro vysoce hydrofilni a amfifilni slouceniny, které
jsou prili$ polarni pro separaci v RP HPLC a nemaji dostate¢ny naboj pro IEC. Dalsi vyhodou
je moznost pouziti vysSich pritokd mobilni faze, diky vysokému obsahu organické slozky
mobilni faze, a tim niz§imu zpétnému tlaku v systému. Také je to vhodna metoda pro spojeni

s ionizaci elektrosprejem diky mobilnim fizim s vysokym obsahem ACN. (1723
Mechanismus retence

Princip separace stale neni pln¢ objasnén. Mechanismus HILIC separace je povazovan
za komplexni. Zahrnuje iontové interakce, hydrofobni interakce, vodikové vazby, adsorpce
a rozdélovani analytu mezi tenkou vrstvu vody na povrchu stacionarni faze a fazi mobilni. Na
polarnich centrech staciondrni faze dochéazi k ptednostni adsorpci vody a vznikd difuzni
vrstva s gradientem koncentrace vody smérem do mobilni faze. Staciondrni faze se chova jako
,prenase¢ vody, ovSem 1 tento mechanismus ma vyjimky, které nejsou dostatecné

prostudované. Se zvySujici se polaritou analytu nebo stacionarni faze obvykle stoupa retence.
(20;21; 17; 23; 26)
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Obrazek ¢. 6 Princip hydrofilni interakcni chromatografie. Staciondrni faze patri mezi

zwitteriontové staciondrni faze 7
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Stacionarni faze pro HILIC

Staciondrni faze pouzivané v HILIC chromatografii mizeme rozdélit do tii
nasledujicich skupin: neutralni — bez elektrostatickych interakci (napt. diol, amid), nabité —
silné elektrostatické interakce (napt. aminopropyl silikagel) a tieti skupinou jsou zwitterionty
— slabé elektrostatické interakce (napt. ZIC-HILIC). Typickou stacionarni fazi je ¢isty nebo
modifikovany silikagel s polarnimi funkénimi skupinami. Nejcastéji se pro modifikaci
stacionarni faze pouziva diolova, amidova, aminova nebo aminopropylova funkéni skupina.
Pro chirdlni HILIC separaci se vyuziva stacionarni faze tvotend silikagelem s navazanou
cyklodextrinovou skupinou. Dalsi vyuzivanou stacionarni fazi jsou sulfobetainy pattici mezi
zwitterionty. Na povrchu téchto stacionarnich fazi jsou jak siln¢ kyselé skupiny (sulfonové
kyseliny), tak 1 siln¢ zasadité kvartérni amoniové skupiny, vzijemné odd€leny kratkym
alkylovym fetézcem. Kyselé a zasadité skupiny jsou pfitomné na povrchu stacionarni faze
vpomeru 1 : 1. Tyto skupiny jsou schopny adsorbovat vodu pomoci vodikovych vazeb
a vytvofit tak objemnou vrstvu vody, kterd je soucasti povrchu stacionarni faze, ktera tidi
retenci. Zwitteriontové kolony jsou dostupné pod obchodnimi nazvy ZIC-HILIC (silikagelovy
nosic) a ZIC-pHILIC (polymerni nosi¢). Také se mizeme setkat se staciondrnimi fazemi na
bazi kovovych oxidl (zirkoniCity a titanicity), které vykazuji vyssi tepelnou stabilitu a Sirsi

rozsah pH neZ stacionarni fize na bazi silikagelu. (17:2% 2528

Mobilni faze pro HILIC separaci

Pro mobilni fazi jsou typickd vodou misitelna polarni organicka rozpoustédla. Pro
vybér vhodného organického rozpoustédla lze vyuzit eluotropni fadu rozpoustédel. Vybér
organického rozpoustédla mé vyznamny vliv na retenci pfi HILIC separaci. Nejvice se
pouziva acetonitril s malym mnozstvim vody nebo tékavého pufru. Obsah vodné slozky musi

byt alespont 2,5 %. Ostatni rozpoustédla jsou vyuZivana spiSe ke zméné selektivity systému.
(17;23)

Selektivita HILIC separace

Selektivita separace zaleZi na sloZeni jak stacionarni, tak i mobilni fdze. Voda je
dilezity eluent v HILIC separaci, a 1 malé zvySeni koncentrace vody v mobilni fazi vede
k vyraznému sniZeni retence. V né€kterych piipadech lze vodu castecné nebo UpIn€ nahradit
jinym polarnim rozpoustédlem, nej€astéji alkoholem. Nejcastéji se pouziva methanol, ethanol

nebo propan-2-ol. Dale na G¢innost separace ma vliv pouZzité rozpoustédlo vzorku. Pokud je
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vzorek rozpustén v rozpoustédle s vysokym obsahem vody, dochdzi ke snizeni retence,
k distorzi nebo Stépeni piku. Rozpoustédlo by mélo byt stejné nebo alespont obdobné jako je
mobilni faze pouzivana pro separaci. Tvar chromatografického piku ovliviiuje téz davkovany
objem. Pii HILIC separaci je dualezité davkovat do HPLC systému co nejmensi objemy
vzorku. Velké objemy zplisobi rozmyvani chromatografickych pikli, coz snizuje separacni

t¢innost systému. (7:24)
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Obrazek ¢ 7 Ovlivnéni selektivity HILIC separace zménou mobilni faze 17
Aplikace metody HILIC

V posledni dobé se zdjem o metodu HILIC zna¢né zvysil, protoze diky ni lze vyftesit
problémy pfi vyvoji analytické metody, jako je nedostatecna selektivita metody, matricové
efekty nebo analyza polarnich a nepolarnich latek. HILIC separaci lze snadno kombinovat
s n€kterymi detektory, napi. fluorescencni, spektrofotometrické, refraktometrické nebo
hmotnostné spektrometrické detektory. Tuto metodu lze vyuzit k analyze malych polarnich

molekul, véetné biomarkert, aminokyselin, nukleotidd, peptidl, sacharidi, alkaloidii a dalSich

latek. (7:2)

3.2.4. Stacionarni faze

Staciondrni faze je nepohyblivou slozkou HPLC systému. Tato fize je naplni
chromatografické kolony, kde dochéazi k separacnimu procesu. Stacionarni fazi tvoii bud’
pevna latka, nebo film kapaliny chemicky navazany na tuhou matrici. Stacionarni faze je

mozné rozdélit podle riiznych faktor.. NejstarSi rozdéleni je podle skupenstvi faze, tedy na
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kapalné a tuhé. OvSem toto d€leni je jiz zastaralé a v dneSni dobé se uz nevyuziva. Dale
mizeme faze dé¢lit podle polarity na polarni, nepolarni a amfoterni (zwitterionty). Dal§im
typem clenéni staciondrnich fazi je podle chromatografického moédu, ktery je pouzit pro
separaci, na NP HPLC, RP HPLC, IEC, HILIC, faze pro SEC, afinitni nebo chiralni.
Nejucinngjsi rozdéleni staciondrnich fazi je podle jejich chemického slozeni. Takto lze faze
rozdélit na anorganické oxidy (napf. silikagel, oxid zirkonicity a titani€ity), chemicky vazané

faze na bazi silikagelu, polymerni, hybridni, stacionarni fdze na bazi grafitového uhliku.

Je dulezité, aby stacionarni faze byly chemicky 1 tepelné stabilni, nereagovaly s mobilni
fazi a ani se v ni nerozpoustély. Vymyvani staciondrni faze je nejcastéji zpiisobeno pouZzitim

nevhodné mobilni faze nebo vysoké teploty.

Specifické vlastnosti ¢asticovych stacionarnich fazi jsou dileZité pro spravnou analyzu.
Mezi tyto vlastnosti patii: primérnd velikost castic d, [um], distribuce velikosti castic
(disperzita d,™*/d,™"), tvar &astic (pravidelné, nepravidelné), mérny objem port (pore
volume) [cm®/g], relativni objem pérti [objemova %], mérny (specificky) povrch (surface

area) [m*/g] a primérna hodnota velikosti pord (pore size) [nm]. (1417

3.2.4.1. Silikagel

Silikagel (Si02) je jednim z nejrozSifenéjSich polarnich anorganickych sorbentt
pouzivanych pii HPLC separacich jako stacionarni faze. Diky svym vlastnostem je povazovan
za idedlni nosiC. Jeho vysoka mechanickd odolnost umoziuje pouziti silikagelu v analyze
HPLC, kterd se provadi za vysokého tlaku. Jednou z vyhod silikagelu je také to, ze se
nerozpousti ani nebobtna v piitomnosti organickych rozpoustédel. Mezi dalsi pfednosti patii i
dobfe znamé parametry jeho povrchu, moznosti modifikace povrchu a v neposledni fadé také

mnozstvi vyrobct na trhu.

Na povrchu silikagelu tvofi aktivni centra nerovnomérné rozmisténé hydroxylové
skupiny, respektive silanolové skupiny Si-OH. Existuje n¢kolik rozdilnych typt silanolovych
skupin, které vykazuji riznou kyselost. Rozmisténi silanolovych skupin na povrchu silikagelu
zavisi na zpilisobu zpracovani silikagelu. Na povrchu silikagelu rozliSujeme silanolové
skupiny izolované, vicindlni, gemindlni nebo pifi vhodné poloze jsou sousedni skupiny

vzajemné vazany vodikovymi vazbami.
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Obrazek ¢. 8 Silanolové skupiny na povrchu silikagelu. (1) vicinadlni silanolové skupiny, (2)
geminalni silanolové skupiny, (3) siloxanové skupiny, (4) asociované silanolové skupiny, (5)

izolovand silanolovad skupina

Povrch silikagelu je slabé kysely, proto zadrzuje vice bazické latky nez latky kyselé
a neutralni. Pii pouziti mobilni faze s obsahem pufru mize dochazet k iontové vyméné. Tento
proces zavisi na pH mobilni fiaze. DalSim nezadoucim jevem, ktery muze nastat, je
chvostovani pikt. Tento efekt se predevsim projevuje pti déleni bazickych latek, které mohou
byt protonizovany a nasledné zadrzovany na deprotonizovanych silanolech elektrostatickou
interakci. MlZeme tomu zabranit pfidanim slabé organické bdze, vétSinou se vyuziva
trimethylamin, do mobilni faze. Je dilezité, aby pH mobilni faze nebylo vyS$si nez 8, jinak

dochézi k rozpousténi silikagelu a naslednému sniZeni separa¢ni Gi¢innosti, (14:21:17:29:30)

Silikagel mtize byt vyroben dvéma postupy. Prvnim z nich je gelace roztoki
kfemicitand, kdy vznikd Sil-gel, a druhym vyrobnim postupem, pii kterém dochazi ke
shlukovani ¢astic solu oxidu kiemicitého pii pyrolyze organokiemicitych latek, vznikd Sol-
gel. Podle technologie vyroby rozliSujeme silikagely typu A, B a C. Vzijemné se typy
silikagelu 1i§i svymi vlastnostmi. Silikagel typu A se vyznaCuje menSi porovitosti

a pravidelnym uspofadanim porti, je mechanicky stabilni a pomaleji se rozpousti v alkalickém
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prostfedi. Pro silikagel typu B je charakteristickd vyssi porovitost, nepravidelné tvary pora
a vykazuje mensi stabilitu nez silikagel typu A. Tretim typem silikagelu je typ C nebo-li
hydrosilovany silikagel. Tento silikagel ma na svém povrchu skupiny Si-H a je pro ného
typicka mensi polarita povrchu, vykazuje extrémné nizkou aktivitu silanolovych skupin, vyssi
teplotni stabilitu, vyznacCuje se vysokou mechanickou odolnosti a je stabilni v Sirokém

rozmezi pH. 1729

3.2.4.2. Stacionarni faze na bazi kovovych oxidu

Kwvili nedostate¢né chemické odolnosti silikagelu v alkalickém prostiedi byly hledany jiné
chemicky odolné€j$i materidly, které by se daly pouzit pro pfipravu stacionarni faze. V HPLC
se pouzivaji tfi typy oxidu, a to oxid zirkoni¢ity, oxid hlinity a oxid titanicity. Uvedené oxidy
jsou stabilni v siln€ alkalickém prostiedi 1 pti zvySené teploté. Tyto oxidy maji amfoterni
charakter a jsou schopny v zavislosti na pH mobilni fdze vystupovat jako ménice kationtii

nebo aniontt. (17:28 2% 31

Oxid hlinity

Oxid hlinity je krystalicky polarni anorganicky sorbent. Hydroxylové skupiny na jeho
povrchu se aktivuji zahfadtim na teplotu 200 °C. Pokud by teplota pii zahiivani piekrocila
900 °C, oxid hlinity ztrati svoji aktivitu. Komeréné dodavany oxid hlinity jako sorbent pro
HPLC je aktivovan pii teploté mezi 500 a 800 °C a pievazuje pak struktura y-oxidu hlinitého
(spinelova struktura). Na povrchu oxidu hlinitého jsou také centra s elektron-akceptorovymi
vlastnostmi, diky kterym interaguji s molekulami bohatymi na elektrony (Lewisovy baze).
Oxid hlinity Ize tedy pouzit pro separaci latek, které se 1iSi rozlozenim elektrona
(polykondenzované aromaty s m-elektronovym systémem), dale pro separaci nasycenych
a nenasycenych alifatickych uhlovodikii nebo polyaromatickych uhlovodikii. Oxid hlinity je
vSak pouzivan méné, nebot’ na jeho povrchu dochazi ke katalytickému $tépeni a k rozkladu
chromatografickych latek. V soucasné dobé se oxid hlinity jako stacionarni fdze v HPLC

téméf nepouziva. 117
Oxid zirkonicity

Hlavni vyhody staciondrni fdze na bazi oxidu zirkonia jsou jeho chemickad, tepelna
a mechanické stabilita. Je stabilni v celém rozsahu pH (1 — 14), pii vysokém tlaku a pfi
teplotach, které dosahuji az 200 °C. Oxid zirkoni¢ity ma amfoterni charakter a v zavislosti na

pH prostiedi se miZze chovat jako kationt nebo aniont. Na svém povrchu ma kromé
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hydroxylovych skupin také adsorpéni centra charakteru Lewisovych kyselin (viz obrazek
nize). Jejich pfitomnost vyzaduje pfidani pufru do mobilni faze, kterd minimalizuje interakce
téchto center s hydroxylovymi, fosfaitovymi nebo karboxylovymi skupinami v molekule
analytu. O typu interakci rozhoduji vlastnosti analyzované latky, pH, typ pufru, celkova

iontova sila a koncentrace organického modifikatoru.
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Obrazek ¢. 9 Typy skupin na povrchu zirkoniové staciondrni faze, Bronstedova kyselina,

Bronstedova baze, Lewisova kyselina (32)

Nemodifikovany oxid zirkoniCity Ize pouzit v chromatografii s normalnimi fazemi.
Ovsem castéji se pouziva v HILIC nebo v chromatografii s reverznimi fazemi. Povrch oxidu
zirkoni€itého je ¢asto modifikovan, a to nejcastéji tenkou vrstvou polybutadienu, polystyrenu

nebo pyrolyticky vylouceného uhliku, ktery lze pfipadné jesté modifikovat ligandem Cis. 7
28;30; 31; 33)

V experimentalni ¢asti byla pro analyzu pouzita kolona ZrO; potazena vrstvou uhliku
od vyrobce ZirChrom® - CARB. Oxid zirkoni¢ity miize byt zahiivan az na 700 °C, aniz by
doslo ke zméné struktury pord. Pii vyrobé je moZné docilit az 97 % pokryti povrchu ZrOs.
Oxid kovu potazeny vrstvou uhliku (Zr — C) vykazuje nékolik vhodnych vlastnosti, jako jsou
vysokd chemicka odolnost pfi nizkych i vysokych hodnotach pH, mechanicka stabilita,
odliSnd a uzitecna selektivita. Zr — C je v porovnani s alkylovymi staciondrnimi fazemi
mnohem selektivnéj$i pro separace polarnich a nepolarnich geometrickych izomerli nebo
diastereomertl, je hydrofobnéjsi a ma schopnost zadrZzovat molekuly analytu také pomoci

elektronovych m-interakci, (33:34:35:36)
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3.2.4.3. Hybridni staciondrni faze

Zaklad hybridnich stacionarnich fazi tvofi kombinace anorganického silikagelu
a organického organosilanu. Hybridni anorganicko-organické stacionarni faze spojuji
vyhodné vlastnosti silikagelu, tj. vysokou ucinnost a mechanickou odolnost, s dobrymi
vlastnostmi polymernich sorbentd, tj. chemickou a teplotni stabilitou, eliminaci zbytkovych
silanolovych skupin. Firma Waters jako prvni uvedla na trh prvni generaci hybridnich
sorbenti X-Terra. Pro piipravu téchto fazi byla pouzita reakce tetracthoxysilanu
s methyltriethoxysilanem ve vzajemném poméru 2 : 1. Vzniklé hybridni ¢astice obsahuji
methylsiloxanové jednotky jak uvnitf matrice sorbentu, tak 1 na povrchu, viz obrazek 10.
Chvostovani bazickych latek na hybridnich fazich je vyrazné¢ omezeno a symetrie pika je

mnohem lepsi. Hybridni faze vykazuji také vysokou stabilitu v Sirokém rozmezi pH, a to od
1-12. (145 17;37)
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Obrazek ¢. 10 Struktura hybridni anorganicko-organické castice sorbentu 7

Druhd generace hybridnich sorbentii je pfipravovana reakci tetraethoxysilanu
s bis(triethoxysilyl)ethanem. Ve srovnani se sorbenty X-Terra se podafilo jesté zvysit

chemickou odolnost a separa¢ni u¢innost. 1737

3.2.4.4. Polymerni staciondrni faze

Polymerni stacionarni faze vykazuji dobrou stabilitu v celém rozsahu pH i pii vysokych
teplotach, jsou kompatibilni s béZnymi organickymi rozpoustédly, které se pouZzivaji pro
aplikaci na reverzich fazich. Jejich pouziti je vS8ak omezeno maximalnim pracovnim tlakem na
koloné, a to 20 MPa. Nejcastéji se vyuziva zesitovany polystyren, substituované methakrylaty

a polyvinylalkoholy, které umoziuji snadnou modifikaci povrchu, (14:20:17
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Nejpouzivangj§i polymerni stacionarni faze je tvofena kopolymerem polystyrenu
a divinylbenzenu (PS-DVB). PS-DVB v porovnani s chemicky vazanou fazi C18 vykazuje
vyssi retenci, diky specifickym interakcim analytu s m-elektrony stacionarni faze. PS-DVB
faze je stabilni v celém rozsahu pH, pokud se PS-DVB nevaze na silikagelovy nosi¢. Retencni
chovani PS-DVB faze mimo jiné také zavisi na pouzité mobilni fazi. Zmény v retenci mohou
byt zptisobeny stinénim aktivnich mist na povrchu sorbentu molekulami mobilni faze nebo
bobtnanim polymeru. Polymerni sorbenty se vyuzivaji pfi analyze proteind, glykoproteint

a peptidi. (1417

Polymerem pokryté stacionarni faze se sklddaji z anorganického substratu, tj. silikagelu,
oxidu hlinitého nebo zirkoni¢itého, na kterém je nanesena vrstva polymeru pomoci katalyzy
y-zafeni nebo zvySenim teploty. Tyto stacionarni fdze maji dobrou mechanickou odolnost,
diky anorganickému zékladu, chemickou stabilitu a vyssi selektivitu, diky polymeru. Pro

pokryti anorganického nosi¢e se nejéastéji pouzivaji polysiloxany a polyethery. 17
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3.2.5. Detekéni systémy

Detektory v HPLC systému zaznamendvaji rozdily mezi prichodem c¢isté mobilni faze
a mobilni faze obsahujici analyt. Funguji jako prevodniky, které prevadéji fyzikalni nebo
chemické vlastnosti analyzované latky na elektricky signal. V soucasné dob¢ jsou nejcastéji
pouzivany koncentracni detektory, které lze rozdélit na selektivni a univerzalni. Selektivni
detektory zaznamenavaji pouze vlastnosti analyzované latky, zatimco univerzalni detektory
zaznamenavaji vlastnosti jak analyzované latky, tak i mobilni faze. Idealni detektor by mél

mit nasledujici vlastnosti:

- MozZnost detekce vSech ptitomnych komponent (univerzalnost)

- Siroky dynamicky linearni rozsah (rozsah koncentraci, ve kterém je odezva umérna
koncentraci analytu)

- Nizky ptispévek k mimokolonovému rozmyvani elu¢nich zon

- Schopnost poskytnout vysoce citlivou a reprodukovatelnou odezvu, kterd neni zavisla
na teploté, pratoku ani sloZzeni mobilni faze

- Kvalitni informace pro detekované piky

- Umoznéni gradientové eluce

- Spolehlivost a snadnost pouziti

V praxi samoziejmé takovy detektor neexistuje. Jednotlivé typy detektorii se nékterym
pozadavkim alesponi viceméné ptiblizuji. Vyuziti jednotlivych HPLC detektorti zavisi na
principu detekce, citlivosti a dalSich vlastnostech popsanych vyse. V dnesni dobé se nejvice

vyuZzivaji nasledujici t¥i detekéni techniky a to hmotnostni, UV-VIS a fluorescenéni. (142517
38)

3.2.5.1. Spektrofotometrické detektory

Princip spektrofotometrickych detektori spocivd v absorpci zafeni v rozmezi vlnovych
délek od 190 do 800 nm. Tento typ detektoru poskytuje pomérné citlivou a robustni odezvu
pro latky, které maji ve své molekule chromofor. Pii kvantitativni analyze je pro vyhodnoceni
vyuzivan Lambert-Beerliv zakon, ktery popisuje vzajemny vztah mezi tloustkou absorbujici
vrstvy (1), koncentraci absorbujici slozky (c) a vlastni velikosti absorpce, vyjadiené jako

absorbance (4). Lambert-Beertiv zakon je vyjadien v nasledujici rovnici,

A =z¢.cl
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kde ¢ je molarni absorpéni koeficient, ktery je charakteristicky pro kazdou latku. Z rovnice
vyplyva, ze se zménou délky absorpcni vrstvy a se zménou koncentrace se méni i absorbance.
Platnost tohoto zakona je omezend odchylkami, a to pravymi a zdanlivymi, jelikoz Lambert-
Beertiv zakon nezahrnuje vliv teploty, vinové délky a rozpoustédla na hodnotu absorbance.
Pravé odchylky se vyskytnou, pokud se zméni chemicka rovnovéha v roztoku na zakladé
meénici se koncentrace (iontova nebo molekulova interakce, disociace, tvorba komplext,
hydrolyza, dimerace €i polymerace). Zdanlivé odchylky maji fyzikdlni charakter, vznikaji

piedeviim jako diisledek nedostacujici monochromati¢nosti zafeni, (1% 14:21: 17:38)

Pro UV oblast (200 — 400 nm) se jako zdroj zafeni vyuziva deuteriova lampa, zatimco ve
viditelné oblasti se pouzivd lampa wolframova. K ziskani monochromatického zéatfeni dané
vlnové délky slouzi monochromator. Spektrofotometrick¢ detektory lze na zdkladé

konstrukéniho usporadani rozdélit na Ctyti typy.

1) Detektory s fixni vinovou délkou jsou nejstarsi a konstrukéné nejjednodussi typy. Jako
zdroj zatfeni vyuzivaji nizkotlakou rtutovou vybojku. Tento typ detektoru umoziuje
detekci latek pii vinové délce 254 nm.

2) Detektory s ménitelnou vinovou délkou. Vinové délky jsou jiz predem dané.

3) Detektory s programovatelnou vinovou délkou patii mezi nejpouzivanéjsi typy.
VInovou délku mizeme nastavit v rozmezi od 190 do 700 nm tak, aby byla dosazena
maximalni citlivost. U tohoto typu detektoru miizeme ménit vinovou délku i v pritbéhu
analyzy, coz umoziuje detekovat jednotlivé piky pii raznych vinovych délkach.

4) Detektory s diodovym polem (photodiode-array, PDA; diode-array detector, DAD).
zaznamenavat celé spektrum v daném rozmezi a jsou schopny vybrat vhodnou
vlnovou délku pro kazdy separovany analyt zv1ast’ a ziskat jejich UV spektrum. Zatreni
ze zdroje projde mérnou celou detektoru a nasledné je spektraln€ rozkladano pomoci
holografické miizky. Na kazdou fotodiodu dopadéd zativy tok o urcité vinové délce

zeslabeny absorpci v cele detektoru.
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Obrazek ¢. 11 Schéma detektoru s diodovym polem. (1) deuteriova vybojka, (2) stérbina, (3)
cocka, (4) clona, (5) prutokova Z-cela detektoru, (6) konkavni holograficka mrizka, (7)
diodové pole. !

Jednotlivé fotodiody jsou spojeny s predem nabitym kondenzatorem.
Fotoelektricky proud vznikajici po dopadu zéafeni na diodu vybije kondenzator. V dalsi
fazi jsou kondenzatory nabity proudem, jeho velikost je zaznamenavana a ukladana do
paméti fidici, jednotky. Sekvence vybijeni a nabijeni se velmi rychle opakuje. Pii
kazdé vlnové délce v kazdém okamziku jsou zaznamenavany udaje o absorbanci.
Spektralni rozliSeni je dano poctem diod (512 az 1024 diod).

PDA detektory jsou schopny analyzovat latky pfi raznych vinovych délkach.
Pomoci tidici jednotky je mozné porovnat snimand spektra s knihovnou spekter a dale
dokézi vyhodnotit, jestli se v piku eluuje jedna latka nebo smés nerozdélenych

analytt.

Hlavnimi vyhodami spektrofotometrickych detektorii jsou snadna obsluha, nizka
citlivost odezvy na zmény sloZzeni mobilni faze a teploty. Dalsi vyhodou je moznost vyuziti

gradientové eluce nebo Siroky dynamicky linearni rozsah (az 5 fadd). (13 21:17:38)

3.2.5.2.  Fluorescencni detektory

Fluorescencni detektory funguji na principu fluorescence a ndsledném méteni
sekundarniho (emisniho) zéfeni, které latka vyzafi po absorpci primdrniho (extita¢niho)
elektromagnetického zéafeni. Na zdklad€é absorpce elektromagnetického zafeni prechdzeji
molekuly latek ze zakladniho elektronového stavu do excitovaného elektronového stavu.
Excitovand molekula je schopna absorbovanou energii znovu vyzéfit jako fluorescenci,

vibra¢ni energii nebo ji pfedat jinym molekuldm. VInova délka emitovaného zareni je Casto
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vyss$i v dasledku vibracni relaxace. U¢innost fluorescence se zmenSuje se stoupajici teplotou

a dale zavisi na koncentraci a pH mobilni faze.

Jednoduché detektory pouzivaji jako zdroj monochromatického excitaéniho zareni rtutové
vybojky s interferen¢nim filtrem. Flourescencni zafeni detekuji pii vSech vinovych délkach.
U modernich detektori pomoci monochromatoru je mozné nastavit vinovou délku excitaéniho
i emitovaného zafeni. Pro dosazeni maximalni citlivosti Ize vlnovou délku upravovat
v priabéhu eluce pro kazdou separovanou latku zvlast. Na nasledujicim obrazku je uvedeno

schéma fluorescencniho detektoru.

Obrazek ¢. 12 Schéma fluorescencniho detektoru. (1) vybojka (rtutova nebo xenonova), (2)
excitacni mrizka (monochromator), (3) steérbina, (4) pritokova cela, (5) mikrococky, (6)

limitni (cut-off) filtr, (7) emisni miizka, (8) fotondsobic. V)

Fluorescencni detektory jsou citlivéjsi a selektivngj$i nez UV-VIS detektory. Lze je
vyuzit pro latky, které vykazuji fluorescenci. Pokud mobilni fize neobsahuje fluorescencni

slozku, detektor je kompatibilni s gradientovou eluci. (13 14:21:17:38)

3.2.5.3. Hmotnostné spektrometricka detekce
Princip hmotnostni spektrometrie spo¢iva v ionizaci analyzované latky. Prvnim krokem je
tedy prevedeni rozpuSténych analytd v mobilni f4zi na ionty ve fazi plynné. Nasleduje

rozdéleni iontl podle poméru m/z (hmotnost/ndboj) a urychleni v analyzatoru. Poslednim
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krokem je detekce ionti a urceni relativni intenzity jednotlivych iontt. Hlavni ¢asti

hmotnostnich spektrometrii zahrnuji (viz néasledujici obrazek):

- lontovy zdroj, ktery slouzi k ptevedeni neutralnich molekul analytu na nabité ¢astice.

- Hmotnostni analyzator slouzici k rozd¢€leni ionti v plynné fazi, za vysokého vakua,
podle poméru hmotnosti a naboje.

- Detektor, ktery detekuje ionty po jejich separaci podle m/z a urcuje relativni intenzitu

jednotlivych ionta.

|
|
|
: . L Hmotnostni
vzorek e lontovy zdroj | : analyzator Detektor
|
|
(vakuum) : vakuum

Obrazek ¢. 13 Zndzornéni procesu detekce hmotnostni spektrometrii %

Volbu ioniza¢ni techniky ovliviiuje tékavost latky, tepelnd stabilita, molekulova
hmotnost a polarita latky. Ioniza¢ni techniky Ize rozdé€lit na mekké a tvrdé. Mezi nejcastéji
vyuzivané mekké ionizacni techniky patii ionizace za atmosférického tlaku (atmospheric
pressure ionization — API technika), ionizace elektrosprejem (ESI - electrospray ionization),
chemickd ionizace za atmosférického tlaku (APCI — atmospheric pressure chemical
ionization) a fotoionizace za atmosférick¢ého tlaku (APPI — atmospheric pressure
photoionization). U téchto mékkych technik dochazi pii ionizaci ke vzniku protonové
molekuly [M+H]" nebo deprotonované molekuly [M-H]. Naméfena spektra se vzajemné 1i§i
podle pouzité ionizac¢ni techniky, pracovnich podminek nebo typu ptistroje. Tato spektra neni

mozné porovnat s knihovnou, jelikoz knihovny spekter pro HPLC/MS neexistuji.

K tvrdym ionizacnim technikdm fadime elektronovou ionizaci (EI). Pii elektronové
ionizaci dochazi k ovlivnéni elektromagnetického pole, a tim je uvolnén valen¢ni elektron.
Vznika tak molekularni iont M™ a také dochazi k rozsahlé fragmentaci molekuly. Pro
elektronovou ionizaci existuji knihovny spekter na rozdil od mékkych ioniza¢nich metod. Pro
aplikaci EI je dilezitda tékavost latek, coz je vyuzivano ve spojeni EI s plynovou
chromatografii (GC). Na pocatku hmotnostni spektrometrie byla EI jedinou ioniza¢ni

technikou, ovSem dnes uZ je spiSe povaZzovana za konvencni zptisob ionizace.
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Ukolem hmotnostnich analyzatorti je rozdéleni iontti podle poméru m/z a jejich
nasledné urychleni. Analyzatory pracuji na zdkladé¢ rGznych principti, mezi které patfi:
zakiiveni drdhy letu v magnetickém nebo elektrickém poli, rizna stabilita oscilaci iontl
v kombinaci stejnomérného a vysokofrekvenéniho stiidavého napéti (kvadrupdl, trojity
kvadrupdl, iontova past), doba letu iontti (TOF — analyzator doby letu), absorpce energie pti
cykloiddlnim pohybu ionti v kombinovaném magnetickém a elektrickém poli (iontova

cyklotronova rezonance) a rozdéleni iontd podle frekvence oscilaci (orbitrap).

Jednim z vyznamnych trendti v oblasti hmotnostnich analyzatori je tandemova
hmotnostni spektrometrie (MS/MS). Jedna se o spojeni dvou hmotnostnich analyzatorti v Case
nebo v prostoru. Pfinos tandemové hmotnostni spektrometrie spo¢iva v moznosti identifikovat
latky v komplexnich smésich, v objasnéni fragmentacnich procesti a v moznosti kvantifikace
latek ve slozitych vzorcich. VyuZiva se také u mékkych ionizaénich technik, které nedavaji
dostate¢né informace o struktuie vzorku. Hmotnostni spektrometr provadi potvrzeni identity
analyzované latky na zékladé molekulové hmotnosti a strukturné specifickych fragmentt.
Spojeni LC-MS je dtlezité pro identifikaci vzorkt, jako jsou biologické tkané, tekutiny nebo

environmentalni matrice.

Hmotnostni spektrometry se vyuzivaji pro bioanalytické¢ a environmentalni aplikace,
potravinovou analyzu, metabolomiku, proteomiku, vyzkum a vyvoj novych lékovych struktur
a dale pro identifikaci neznamych sloucenin, objasiiovani struktury latek a mnoho dalSich

aplikaci. (17:49)

3.2.5.4. Dalsi typy detektoru vyuZivané v HPLC

V HPLC analyze se také pouzivaji elektrochemické detektory. Tyto detektory se vyuzivaji
pii detekci latek, které maji v molekule elektrochemicky aktivni skupinu, tedy takovou, ktera
je schopna oxidace nebo redukce. Elektrochemické detektory méfi zménu dané elektrické
veli¢iny (elektrodovy potencidl, proud), kterd je zaznamenavana elektrodami v cele detektoru.
Zmeéna elektrické veli¢iny nastava diky ptfitomnosti rozpusténych analytii v mobilni fazi. Mezi
typické analyty, které jsou vhodné pro tento zpiisob detekce, patfi katecholaminy,

glykoproteiny, analyty obsahujici fenolickou, amino nebo nitro skupinu.

DalSim typem jsou detektory refraktometrické, které jsou nejdéle pouzivanymi
univerzalnimi detektory. Refraktometrické detektory méti rozdil indexu lomu ¢isté mobilni
faze v referentni cele a mobilni faze unaSejici analyzovanou latku v mérné cele detektoru.

Dtlezité¢ je, aby se index lomu analyzované latky liSil od indexu lomu mobilni faze.

37



Zaznamenany rozdil v indexu lomu mezi referenéni a mérnou celou je na vystupu detektoru
preveden na napéti. Nevyhodami tohoto typu detektoru jsou nizka citlivost detekce, teplotni
zavislost odezvy, nemoznost pouziti gradientové eluce a zachovani konstantniho priitoku

mobilni faze.

4

K univerzalnim detektoraim také patii vodivostni detektory. Ty méfi elektrickou vodivost
analyzované latky v prutokové cele mezi dvéma elektrodami. Je dalezité, aby pouzitd mobilni
faze byla zcela nevodiva, musi se v ni rozpoustét vSechny délené latky a musi mit dostatecné

velkou permitivitu. Vodivostni detektory se nejcastéji uplatituji v iontové chromatografii.

Dalsim typem jsou detektory zaloZzené na méfeni rozptylu svétla. Nejpopularnéjsi z této
skupiny je detektor rozptylu svétla vyuzivajici odpateni (Evaporative light-scattering detector
— ELSD), ktery slouzi predev§im k detekci fosfolipidi, mastnych kyselin, makromolekul,
sacharidd, aminokyselin a dalSich latek. Je univerzdlnim detektorem a lze pouzit i

gradientovou eluci.

Déle je vyuzivan aerosolovy detektor nabitych ¢astic (Corona-discharge detector — CAD),
ktery detekuje kladné nabité Castice s rozdilnou pohyblivosti. Tento detektor je povazovan za
univerzalni, je schopen citlivé detekovat vSechny analyty, které jsou méné tékavé nez mobilni
faze. C1:17:38)
3.2.6. Hodnoceni analyzy
Vysledkem jednotlivych analyz je pfevod signalu pomoci detektoru do
chromatografického zadznamu, tzv. chromatogramu. Chromatogram charakterizuji kiivky
Gaussovského tvaru, které se oznacuji jako piky. K vyhodnoceni parametrti piku je mozné

pouzit kvalitativni i kvantitativni analyzu. 1417

Mezi zékladni charakteristické veli¢iny chromatografie patii retencni charakteristiky,

i¢innost chromatografické kolony, selektivita, rozlideni a faktor symetrie. (1% 14:17)

Retencni charakteristiky

Charakteristickou veli¢inou pro kazdou analyzovanou latku je retencni Cas tz nebo
eluéni objem Vr. Retenéni Cas je doba, kterd uplyne od nastiiku vzorku do dosaZeni maxima
vrcholu piku a objem mobilni fize, ktery za tuto dobu protece, se nazyva reten¢ni objem.
Retencni Cas je zékladni veli¢inou v kvalitativni analyze, a také patfi mezi snadno méfitelné

parametry, které popisuji chovani analytu. Nevyhodu retencniho €asu je mala univerzalnost
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a zavislost na pritoku mobilni faze systémem. Cim vyssi je rychlost proudéni, tim mensi je
retencni Cas analytu. Retencni Cas analyzované latky, kterd neni zadrZzovana na kolon¢ a je
voln¢ undSena mobilni fazi, se nazyva mrtvy retenéni ¢as (z,). Odectenim mrtvého retencniho
¢asu od retenéniho ¢asu analytu ziskame tzv. redukovany retenéni ¢as (¢ r), ktery udava dobu,

po kterou je analyt ve stacionarni fazi (viz ndsledujici rovnice):

t’H = lp— ¢ty

t g - redukovany retenéni ¢as, tg — retencni Cas a #, — mrtvy retenéni ¢as. Kolona HPLC se

sklada z malych poréznich ¢astic. Tyto pory maji urcity objem V,, tzv. mrtvy retenni objem,

kterym projde neinteragujici analyt jesté pied vstupem do detektoru, (13 14:21:17)
Na nasledujicim obrazku jsou znazornény retenéni casy.
F'y
g
[=] >
E 74 retentni £as ty, =
o = Cal
-
i retendni £as g, i
o . redukovany
1mrtu'1i-fa-5t,,, "R~ retenEnifast,, =
redukovany
retentni £as t,,
>
Ly tas L Eas

Obrazek ¢. 14 Retencni ¢asy V)

Bezrozmérnou veli¢inou, kterd popisuje retencni chovani analytu nezévisle na pritoku

mobilni fdze a rozmérech kolony, je retencni faktor k. Retencni faktor k lze vypocitat podle

nasledujici rovnice:

kde je tr — retentni Cas, t, — mrtvy retencni €as, Vz — retencni objem a Vo — mrtvy retencni

objem, 13:17
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Ucinnost chromatografické kolony

Ucinnost je ukazatelem kvality chromatografické separace, ktera charakterizuje miru
rozsifovani elucnich zon délenych na kolon€. Je to bezrozmérna veli¢ina N, kterd se nazyva

pocet teoretickych pater a Ize ji vyjadrit nasledujicim vztahem:

tr 2
N = 5,545 (—)
1-"|.-'h

tr — retencni Cas, wy, — Sitka piku v poloviné jeho vySky. Pocet teoretickych pater neni
konstantni veli¢inou. Zavisi na retencnim case, délce kolony, rychlosti priitoku mobilni faze,

teploté, viskozité mobilni faze a také na velikosti ¢astic naplné kolony.

Pro porovnani tuc¢innosti kolon sriznou délkou lze pouzit vySkovy ekvivalent
teoretického patka H, ktery je definovany jako délka kolony pfipadajici na jedno patro

a vyjadieny nasledujicim vzorcem:

n—L
"N

N — poget teoretickych pater, L — délka kolony. (1% 1417

Selektivita

Selektivita vyjadiuje schopnost chromatografického systému rozliSit dva razné
analyty. Stanovi se jako pomér reten¢nich faktort dvou analytt (k;, k2). Selektivitu o ovliviiuji
piredevSim vlastnosti stacionarni faze a samotna povaha analytu. Rovnice pro vypocet

selektivity: (1% 14)

Rozliseni

RozliSeni R vyjadiuje miru kvality separace dvou sousednich pikd. Hlavnim cilem
chromatografické metody je dosdhnout dobrého rozdéleni analyzovanych latek v pfijatelném
Case. V porovnani se selektivitou jde o objektivnéjsi charakteristiku, jelikoZ zahrnuje také
ucinnost vyjadienou pomoci Sitky piku. RozliSeni lze tedy zlepSit zvySenim c¢innosti nebo
upravou selektivity. Je to bezrozmérna veli€ina, a ¢im je hodnota rozliSeni vétsi, tim je lepsi
separace. V praxi je vSak dilezité dosahnout v analyze potfebného rozliSeni pro nasledné

vyhodnoceni vysledki. Rovnice pro vypocet rozliSeni dvou sousednich piki:
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e ) )

a
N — podet teoretickych pater, o — selektivita, kK — retenéni faktor. (13 142D
Asymetrie piku

V idedlnim ptipadé by mél mit pik pravidelny tvar podobny Gaussovskému rozd¢€leni.
OvSem v praxi dochdzi k zhorSeni jeho tvaru. Existuji dvé metody, které vyjadiuji asymetrii
piku. Jednou znich je faktor chvostovani (tailing factor) Ty, ktery je vyjadien nasledujici
rovnici:

Wo,05
2f

Wo,05 — Sitka piku v 5 % vysky, f— Sitka piku vzestupné Casti.

Tf =

Druhou metodou je faktor asymetrie 4, ktery je dan vztahem:

Aot
- f

t — Sitka sestupné Casti piku, f— Siika vzestupné ¢asti piku. Sifka se nejCastéji urcuje v 5 nebo

10 % vysky piku. 1317

10 ” r
4= h ~ 100%
TS
=
=
= =0
=
=4
4| h-~5%
04 '
0 ) £ 2 3 4 min

Obrazek ¢. 15 Grafické zndzornéni vypoctu asymetrie piku (7
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Dale se v HPLC analyze vyuziva kvantitativni hodnoceni. Kvantitativni hodnoceni
naléza vztah mezi plochou nebo vyskou piku a mnozstvim analyzované latky. Nepiesné
urceni plochy nebo vysky piku byvé ¢astym zdrojem chyb pfi zpracovani chromatografickych
dat. Také plati, ze metoda pouzita pro vyhodnoceni plochy nebo vysky piku standardu musi
byt stejnd i pro vyhodnoceni analyzované latky. Zavislost mezi naméfenou plochou nebo
vysSkou piku a neznamou koncentraci stanovované latky je tieba urcit empiricky pomoci
standardii. Mezi nejcastéji vyuzivané metody pii kvantitativnim hodnoceni patfi metoda

vnéjsiho standardu, vnitfniho standardu, metoda normalizace a kalibraéni postup. 2
Metoda vnéjsiho standardu

Jedna se o nejjednodussi metodu. Princip metody wvnéjSiho standardu spociva
v naneseni roztoku analyzované latky na kolonu a v zaznamenani chromatogramu
a nasledném nasttiknuti roztoku vn¢jSiho standardu na kolonu a opét se zaznamenava
chromatogram. Jako vné&j$i standard se nejcastéji u substanci pouziva standard stanovované
latky (CRL — chemickd referencni latka) a u slozenych ptipravkd jedna z analyzovanych
slozek smési. Koncentrace stanovovanych slozek smési se vypocita z poméru ploch nebo

vysek pika jednotlivych analyzovanych latek a plochy piku vnéjs$iho standardu.

Rovnice pro vypocet stanovované koncentrace:

o.= ics

1 ﬂs

kde 4, je plocha piku stanovované latky o neznamé koncentraci c¢;, plocha piku standardu 4 se

ziska proméfenim tohoto standardu o koncentraci ¢;. (132142

Metoda vnitiniho standardu

Vyhodou metody vnitiniho standardu je, Ze cela analyza se uskutecni v jednom
nastiiku. Ke zndmému objemu roztoku vzorku i standardu se pfidd zndmy objem roztoku
zvoleného vnitiniho standardu. PGvodni koncentrace vnitinitho standardu (IS, internal
standard) musi byt znama. Vnitini standard je chemicka latka, kterd musi byt oddélena od
ostatnich sloZek analyzovaného vzorku, méla by se eluovat v blizkosti stanovované slozky,
musi mit podobnou koncentraci jako stanovované latky a musi byt chemicky inertni.

Koncentrace analyzovanych latek se vypocitd z poméru ploch (vysek) pikd jednotlivych
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separovanych slozek a plochy nebo vysky piku vnitfniho standardu, jak je uvedeno na

nasledujicim vzorci.

c(vz) B c(st)
A(vz)/ AUS)vz  A(st)! A(IS)st

c(st) — znama koncentrace roztoku standardu, A(vz) a A(IS)vz jsou plochy pikl analyzované
latky a wvnitfniho standardu ve stanovovaném vzorku, A(st) a A(IS)st jsou plochy piki

analyzované latky a vnitfniho standardu v roztoku standardu.

Metoda vnitifniho standardu je méné ¢asové narocnd a presnéjsi, jelikoZ neni zatiZzena

chybou dvojiho nastfiku. (15:21:42)

Metoda normalizace

Predpokladem této metody je stejna citlivost detektoru ke vSem slozkdm analyzované
smesi. Nevyhodou metody normalizace je nutnost uplné identifikace vSech piki
v chromatogramu. Vysledkem této metody je bezrozmérné Cislo, které udava procentudlni
zastoupeni urcité slozky ve vzorku, nikoliv koncentraci latky. Rovnice pro metodu

normalizace:

A(x)

%(x)=100-
A(x)+ A(x) + A(x,) + A(xy) +...+ A(x,)

Do celkové plochy vSech piki chromatogramu se nezapocitavaji plochy pik
rozpoustédel, pfidanych cinidel a piky, které maji velikost plochy pod limitem
zanedbatelnosti. Metoda normalizace se Casto vyuziva ve farmaceutické analyze pii stanoveni

Sistoty latek, ktera se udava v procentech. 142
Metoda kalibracni kiivky

Pfi této metod¢ je analyzovand tada standardli o znamé, ale rizné koncentraci a je
zmétena kalibraéni kiivka zavislosti koncentrace analytu na velikosti plochy nebo vysky piku.
Z kalibra¢ni kiivky je pak pfimo odectena koncentrace slozky vzorku. Je vyhodné, pokud je

kalibraéni funkce linearni, protoze umoziuje dosahovat velmi spolehlivych vysledki. 4%
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4. Experimentalni ¢ast

4.1. Chemikalie, pristroje, pomiicky

4.1.1. Chemikalie

Aciklovir (ACI), guanin hydrochlorid (GUA), Pliva Lachema, Ceské republika
Acetonitril (ACN), methanol (MeOH) Chromasolv gradient grade for HPLC, Sigma
Aldrich, Ceska republika

Propan-2-ol ((CH3).CHOH), Merck, Némecko

Kyselina trifluoroctova (TFA), hydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat (Na HPOs -
2H,0), dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat (NaH,PO4 - 2H>0), triethylamin
(N(CH2CHs)s3), Penta, Ceska republika

Kyselina fosforeéna (H3POs), Sigma-Aldrich, Ceska republika

Fluorid amonny (NH4F), Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, Ceska republika

Fluorid sodny (NaF), Zdravotnické zasobovani, Vysoké Myto, Ceska republika
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH2POs), ethanol (EtOH), Dr. Kulich Pharma,
Ceska republika

Voda ¢isténa

4.1.2. Chromatograficky systém

Kontrolni jednotka: CTO-20AC VP Shimadzu

Cerpadlo: LC-20AD VP Shimadzu

Degaser: DGU-20A3 VP Shimadzu

Termostat kolony: CTO-20AS VP Shimadzu

PC program: Shimadzu LC Solution

UV-VIS detektor: SPD-20A VP Shimadzu

Autosampler: SIL-20AC VP Shimadzu

Ridici jednotka: CBM-20A VP Shimadzu

Chromatografickd kolona: ZirChrom®-CARB 150 x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 um,
ZirChrom Separation Inc, USA

4.1.3. Pristroje

Digitalni vahy: Sartorius AG A200S, Némecko
pH-metr: SCHOTT CG 843, Schott Instruments GmbH, Némecko
Magnetické michadlo: IKA Color Squid, Némecko
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4.1.4. Pomicky

- Navazovaci lodicky, laboratorni 1zicky, kadinky, sklenéné tyCinky, odmérné valce,
mikropipety, odsévaci baiika, Biichnerova nalevka, membranovy filtr (NY Simplepure
0,45 um), stticky, vialky, odmérné banky, magnetické michadlo, zdsobniky mobilni

faze, alobal.
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4.2. Obecné postupy

4.2.1. Priprava vzorki pro analyzu

Roztok acikloviru byl pfipraven smisenim 25 mg acikloviru s 2,5 ml tetrahydrofuranu
anaslednym doplnénim do 25,0 ml odmérné banky smési acetonitril/voda v poméru
50:50 (v/v). Ze zasobniho roztoku bylo odebrano 0,5 ml do odmérné banky na 10,0 ml
a doplnéno smési acetonitril/voda v poméru 50:50 (v/v). Vyslednd koncentrace roztoku
acikloviru byla 50 pg/ml. Béhem méteni byla koncentrace tohoto roztoku jesté snizena na

10 pg/ml.

Pti ptipravé roztoku guaninu se v prvnim kroku jesté ptfidal 1,0 ml NaOH, aby doslo
k aplnému rozpusténi guaninu. Dale se postupovalo stejnym zplsobem jako pii piiprave

roztoku acikloviru.

Nasledné byl zhotoven smésny vzorek acikloviru a guaninu. Z obou roztoki o koncentraci
50 pg/ml byl odebran 1,0 ml do 5,0 ml odmérné baniky a doplnén smési acetonitril/voda
(50:50, v/v). Vysledna koncentrace smésného vzorku byla 10 pg/ml.

Zasobni roztoky vzorka, byly uchovavany v lednici.

4.2.2. Priprava roztoki

Vypocitané mnozstvi kyseliny trifluoroctové (TFA) (Mcricoon = 114,03 g/mol,
p =1,5351 g/cm®) bylo odméfeno mikropipetou a smichano s danym mnozstvim ¢isténé vody.
Roztok byl vytvoien tak, aby celkova koncentrace trifluoroctové kyseliny v jednotlivych

mobilnich fazi liSicich se poméry byla 0,5 mM.

Vypoéitané mnozstvi kyseliny fosfore¢né (Muspos = 98 g/mol, p = 1,685 g/cm?) bylo
odméteno mikropipetou a smichano s ¢iSténou vodou. Byly pfipraveny roztoky tak, aby

vyslednd koncentrace kyseliny fosfore¢né v mobilni fazi byla 2,5 mM, 5 mM a 10 mM.

Déle byly pfipraveny roztoky s fluoridem amonnym, jehoZz vypocitané mnozstvi
(Mnn4r = 37,04 g/mol) bylo navaZeno a rozpusténo v ¢isténé vodé. Mobilni faze byly
pfipraveny ve stejném poméru a celkova koncentrace fluoridu amonného v jednotlivych

fazich byla 0,5 mM, 1 mM, 2,5 mM, 3 mM, 5 mM, 7 mM, 10 mM a 20 mM.
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DalSimi vyrobenymi roztoky, byly roztoky s fluoridem sodnym. Vypocitané mnozstvi
fluoridu sodného (Mnar = 41,99 g/mol) bylo navazeno a rozpusténo v ¢isténé vode tak, aby

jeho vysledné koncentrace v ptipravenych mobilnich fazich byly 5 mM a 10 mM.

Také byl pripraven podle Ceského I1ékopisu 2009 tlumivy roztok fosfore¢nanovy
o pH 7 (2) tak, aby jeho vysledna koncentrace v roztoku byla 5 mM.

Dale byly piipraveny roztoky kombinaci hydrogenfosforecnanu sodného dihydratu
(Na2HPO4 - 2H,0) a dihydrogenfosfore¢nanu sodného dihydratu (NaH2POs - 2H,0O) ve
vzajemném poméru 390:610 na 1000 ml. Vypocitané mnoZzstvi hydrogenfosfore¢nanu
sodného dihydratu (Mna2npos2m20 = 177,99 g/mol) a dihydrogenfosfore¢nanu sodného
dihydratu (Mnan2ros-2t20 = 156,01 g/mol) se navazilo a rozpustilo v potiebném mnozstvi
¢isténé vody. Pripravené roztoky mély vysledné koncentrace fosforecnantit 3 mM, 5 mM,

10 mM a 20 mM.

Vypoéitané mnozstvi triethylaminu (Mncch2cnz); = 101,20 g/mol, p = 0,726 g/cm?) bylo
odméfeno mikropipetou a smichano s ¢isténou vodou. Postupné byly vytvotfeny roztoky tak,
aby vysledné koncentrace triethylaminu v mobilnich fazich byly 0,5 mM, 5 mM, 10 mM,
20 mM a 35 mM.

4.2.3. Priprava mobilni faze

Mobilni faze je kapalina, kterou zpravidla tvoii smés organickych rozpoustédel a vodné
faze. Pro piipravu mobilni faze byly pouzity nasledujici organicka rozpoustédla: acetonitril
(ACN), methanol (MeOH), ethanol (EtOH) a propan-2-ol. Vodnou fazi tvoftila ¢isténa voda
s roztoky nebo pufry uvedenymi vySe. Mobilni faze se pied analyzou musely zfiltrovat, aby
doslo k odstranéni mechanickych necistot. Jednotlivé mobilni faze byly pifipraveny v rtiznych
pomérech, viz tabulka €. 1 a jejich sloZzeni bylo nasledujici: ACN : MeOH : vodna féze,
ACN : EtOH : vodna faze nebo ACN : propan-2-ol : vodna faze. Nekteré mobilni faze

obsahovaly pouze ACN a vodnou fazi v poméru 85:15, v/v.
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SloZeni mobilnich fazi

ACN MeOH / EtOH / propan-2-ol Vodna faze
60 % 25% 15 %
35% 50 % 15 %
25% 60 % 15 %
45 % 50 % 5%
70 % 25% 5%
65 % 25% 10 %
25% 65 % 10 %
25 % 70 % 5%

Tabulka ¢. 1 SlozZeni mobilnich fazi.
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4.3. Optimalizace podminek HPLC separace

4.3.1. Prednastaveni HPLC chromatografu

Pied kazdym prvnim méfenim nebo pii vyméné mobilni faze byl chromatograf fadné
proplachnut mobilni fazi. Poté mobilni faze protékala systémem alespont 30 minut pti daném
pritoku, aby doslo k ustaleni zdkladni linie. Na konci méteni se chromatograf proplachl 50 %

acetonitrilem.

4.3.2. Chromatografické podminky
Pro HPLC analyzu byly zvoleny néasledujici podminky:

- Kolona: ZirChrom® - CARB

- Pritok: 3 ml/min

- Detekce: 254 nm

- Teplota: 70 °C

- Mnozstvi nastfikovaného vzorku: 20 pl

-  Mobilni faze: smés organickych rozpoustédel a vodné faze v rtiznych pomérech

a koncentracich

Analyza byla také u dvou mobilnich fazi provedena za zvySené teploty (70 — 130 °C) na

piistroji Nexera. Kolona, nastaveny prutok a detekce byly stejné.

4.3.3. Vliv chromatografickych podminek na retenci ACI a GUA

Pro HPLC analyzu byly piipraveny vzorky acikloviru, guaninu a smésny vzorek o
koncentraci 10 pg/ml. Jednotlivé vzorky byly do systému nastfikovany samostatné a kazdy
vzorek vzdy dvakrat po sobé. V HPLC analyze byly pouzity mobilni vaze s rozdilnymi
pomery organického rozpoustédla a vodné faze. Jako prvni byla pro analyzu pouzita mobilni
faze, kterd byla slozena z acetonitrilu, ethanolu nebo propan-2-olu a vodné faze, kterd
obsahovala kyselinu trifluoroctovou o celkové koncentraci 0,5 mM. Vzorky v této mobilni

fazi byly proméfeny ve vSech pomérech uvedenych v tab. 1.

Dale byly pfipraveny mobilni faze, které obsahovaly 60 % acetonitrilu, 25 % ethanolu
nebo propan-2-olu a 15 % vodné faze s kyselinou fosforecnou tak, aby jeji vysledné
koncentrace v mobilnich fazich byly 2,5 mM, 5 mM a 10 mM. Také byla ptipravena mobilni
faze, ktera obsahovala pouze acetonitril a vodnou slozku s kyselinou fosfore¢nou v poméru
85:15 (vW).
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DalSim krokem byla pfiprava mobilni faze, kterd obsahovala ve vodné fazi fluorid
amonny. Tato mobilni fize s25 % methanolu a 15 % vodné slozky byla zkousena
v nasledujicich molaritach: 0,5 mM, 1 mM, 2,5 mM, 3 mM, 5 mM, 7 mM, 10 mM a 20 mM.
S vyuzitim fluoridu amonného ve vodné slozce, byly také pfipraveny mobilni faze
s ethanolem o celkové koncentraci 5 mM NH4F. Zastoupeni ethanolu v jednotlivych
mobilnich fazich bylo 25 %, 60 %, 65 % a 70 % podle nasledujicich poméra (60:25:15,
25:60:15, 65:25:10, 70:25:5, 25:65:10 a 25:70:5, v/v).

Nasledné byla zhotovena mobilni fidze tvofend smési acetonitrilu, methanolu a vodné
slozky s fluoridem sodnym o vysledné koncentraci 5 mM a 10 mM NaF v poméru 60:25:15
(vv).

Dalsim krokem bylo vytvofeni mobilnich fazi s vyuzZitim tlumivého roztoku
fosfore¢nanového o pH 7 (2), piipraveného podle Ceského 1ékopisu 2009 tak, aby jeho
koncentrace v mobilnich fazich byla 5 mM. Pfi ptipraveé téchto mobilnich fazi se jako soucast
organické slozky pouzil jak methanol, tak i ethanol a propan-2-ol. Zastoupeni organickych

rozpoustédel bylo 25 % nebo 60 %, priCemz pomér vodné faze zlstal nezménén, tedy 15 %.

Vodnou fazi pro dalSi méfeni tvofily roztoky kombinaci hydrogenfosfore¢nanu sodného
dihydratu a dihydrogenfosforeCnanu sodné¢ho dihydratu. Mobilni faze obsahovaly kombinace
fosforeCnanti v koncentracich 3 mM, 5 mM, 10 mM a 20 mM. Pro ptipravu téchto mobilnich
fazi byla vyuzita organicka rozpoustédla acetonitril a methanol v poméru 60:25:15 (v/v).
S vyuzitim vodné faze s roztokem fosfore¢nanii o koncentraci 5 mM byly pfipraveny také
mobilni faze s ethanolem a propan-2-olem. Obsah ethanolu a propan-2-olu byl bud’ 25 %,

nebo 60 %, pomér vodné faze nebyl zménén (15 %).

Neméné dilezitd byla pfiprava mobilnich fazi, jejichZz soucasti vodnych sloZzek byl
triethylamin o celkové koncentraci 0,5 mM, 5 mM, 10 mM, 20 mM a 35 mM. Zastoupeni
methanolu v téchto mobilnich fazich bylo 25 % a vodné slozky 15 %. Nasledné byly
pfipraveny mobilni fdze s triethylaminem o koncentraci 10 mM v pomérech

acetonitril : methanol : vodna faze 35:50:15 a 25:65:10 (v/v).

Analyza byla také provedena za zvySené teploty na pfistroji Nexera. Prométeny byly dvé
mobilni faze. Prvni mobilni fize o celkové koncentraci 5 mM NH4F byla sloZena
z acetonitrilu, methanolu a vodné faze s roztokem fluoridu amonného v poméru 60:25:15 (v/v)

a proméfena v rozmezi teplot 70 — 110 °C. Pfi ptipravé druhé mobilni faze byla pouzita stejna
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organicka rozpoustédla i stejny pomér jako u prvni mobilni faze. Vodna faze vSak obsahovala
triethylamin o celkové koncentraci 10 mM. Teplota pii proméfeni druhé mobilni faze byla

v rozmezi 70 — 130 °C.
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5. Vysledky a diskuze

5.1. Vliv fluoridu amonného na retenci

Vliv koncentrace fluoridu amonného na retenci acikloviru a guaninu
Byl zkouman vliv rozdilnych koncentraci fluoridu amonného (0,5 mM, 1 mM, 2,5 mM, 3
mM, 5 mM, 7 mM, 10 mM a 20 mM) v mobilni fazi na retenci acikloviru a guaninu.

SloZeni mobilni faze:

- ACN : MeOH : vodna faze s fluoridem amonnym v poméru 60:25:15
- Hodnoty pH vodné slozky s fluoridem amonnym a pH mobilni fize jsou uvedeny

v tabulce ¢. 2

- Teplota 70 °C
Tabulka s hodnotami pH
Molarita NH4F v pH
mobilni fazi Vodna sloZzka s NH4F Mobilni faze
0,5 mM 4,62 7,05
1 mM 5,73 7,31
2,5 mM 4,84 7,19
3 mM 5,36 7,32
5mM 5,98 7,37
7 mM 5,78 7,39
10 mM 5,43 7,42
20 mM 6,04 7,52

Tabulka ¢. 2 Hodnoty pH mobilnich fazi s fluoridem amonnym v riznych koncentracich.
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Vliv koncentrace fluoridu amonného na retenci ACl a
GUA
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Graf ¢. 1 Vliv koncentrace fluoridu amonného na retenci acikloviru a guaninu.
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Obrdazek ¢. 16 Retencni chovani smésného vzorku acikloviru (vidy prvni pik) a guaninu

(druhy pik) v zavislosti na koncentraci fluoridu amonného v mobilni fazi.

Komentar: Na chromatogramu je znazornén vliv koncentrace fluoridu amonného na retencni
chovani acikloviru a guaninu. Je patrné, ze pfi koncentraci 0,5 mM a 1 mM je retence obou

latek siln€j$i nez pii vysSich koncentracich NH4F a také rozliSeni je vyrazné lepsi. Ziejmée
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nebyla obsazena vSechna vazebnd mista typu Lewisovy kyseliny na povrchu zirkoniové
kolony. Fluorid amonny se zde chovéa jako Lewisova baze, ktera tato mista obsadi. Dochézi ke
kompetici mezi analyty a fluoridem amonnym. Interakce probihaji na zdklad¢ vymény
(28)

ligandi. Ostatni koncentrace jiz nevykazuji vyznamny rozdil v retenci, coz mize byt

zpusobeno kompletni saturaci vazebnych mist na povrchu kolony.
Vliv vymény amonnych kationtii za sodné

Déle byla také sledovana zavislost retence acikloviru a guaninu na koncentraci fluoridu
sodného v mobilni f4zi. Byly pfipraveny mobilni faze s celkovymi koncentracemi NaF 5 mM
a 10 mM.

SloZeni mobilni faze:

- ACN : MeOH : vodna faze s fluoridem sodnym v poméru 60:25:15
- pH vodné faze 5 mM: 6,65 a 10mM: 7,23

- pH mobilni faize 5 mM: 8,34 a 10 mM: 8,36

- Teplota 70 °C
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Obrazek ¢. 17 Vliv koncentrace mobilni faze s fluoridem sodnym na retenci acikloviru a
guaninu. Aciklovir predstavuje prvni pik ve smésném vzorku, guanin druhy pik. Cervena —

10 mM, modra — 5 mM.

Komentar: S rostouci koncentraci fluoridu sodného v mobilni fazi se retence vzorkl nepatrné

snizuje. RozliSeni a symetrie pikti zlstavaji témét stejné.

Vyména fluoridu amonného za fluorid sodny v mobilnich fazich nevedla k vyrazné
zmén¢ retencniho chovani acikloviru a guaninu, jak je patrné znasledujiciho grafu.
U koncentraci NaF a NH4F 5 mM jsou retenéni faktory acikloviru a guaninu témet shodné.
V mobilni fazi, ve které je koncentrace fluoridu sodného 10 mM, se aciklovir a guanin
eluovaly o néco diive nez v mobilni fazi a fluoridem amonnym 10 mM. Symetrie a rozliSeni

pika u téchto mobilnich fazi jsou téméi shodné.

Porovnani retencnich faktori NaF a NHaF

e}

(2}

N

retencnifaktor (k)
w

= ACI
2 = GUA
1
0

5 5 10 molarita

NaF NHaF

Graf ¢. 2 Porovnani retencniho chovani acikloviru a guaninu v mobilnich fazich s fluoridem

amonnym a fluoridem sodnym o koncentracich 5 mM a 10 mM.

Vliv zmény sloZeni mobilni faze

Dale byl methanol nahrazen v mobilni fazi ethanolem a byl zkouman vliv zmény
poméru organické a vodné slozky v mobilni fazi s fluoridem amonnym na retenci acikloviru

a guaninu. Celkovéa koncentrace fluoridu amonného v mobilni fazi byla 5 mM a zastoupeni

ethanolu ¢inilo 25 %.
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Slozeni mobilnich fazi;

- ACN : EtOH : vodna faze s NH4F — 60:25:15, pH vodné faze: 5,78; pH mobilni
faze: 7,72

- ACN : EtOH : vodna faze s NH4F — 65:25:10, pH vodné faze: 5,85; pH mobilni
faze: 7,78

- ACN : EtOH : vodna faze s NH4F — 70:25:5, pH vodné faze: 6,15; pH mobilni
faze: 8,07

- Molarita NH4F v mobilni fazi: 5 mM

- Teplota 70 °C
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Obrazek ¢. 18 Retencni chovani smésného vzorku acikloviru (vZdy prvni pik) a guaninu
(druhy pik) v zavislosti na zmené poméru organické a vodné fdaze. Modra — 60:25:15;

cervena — 65:25:10 a cerna — 70:25:5.

Komentar: Z chromatogramu je patrné, Ze pti vyS$Sim procentudlnim zastoupeni acetonitrilu
na ukor vodné sloZky se retence acikloviru i1 guaninu prodluZuje. Pfi sniZzujicim se mnoZstvi
vodné faze doSlo k roz$ifeni eluéni zony guaninu a zvySilo se jeho chvostovani. RozliSeni
piklt ACI a GUA se v jednotlivych mobilnich fazich ptili§ neli§i. V mobilni fazi s 60 % ACN
je rozliSeni 1,97; 65 % ACN (2,08) a 70 % ACN (2,16). V mobilni fazi s vy$§im mnozstvim
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ACN se na retenci podili vodna vrstva vlivem HILIC chovéni. Jelikoz zkouSené analyty
preferuji hydrofilngj$i ¢ast mobilni faze, hromadi se ve vodné vrstvé a jejich retence se

prodluzuje.
Vliv zmény pomérit mobilni faze

Nasledné bylo sledovano ovlivnéni retence acikloviru a guaninu zménou poméru mezi
vodnou slozkou s fluoridem amonnym a ethanolem v mobilni fazi. Zastoupeni acetonitrilu

bylo v nasledujicich mobilnich fazich neménné, tedy 25 %.
SloZeni mobilnich fazi:

- ACN : EtOH : vodna faze s NH4F — 25:60:15, pH vodné faze: 5,87; pH mobilni
faze: 7,48

- ACN : EtOH : vodna faze s NH4F — 25:65:10, pH vodné faze: 5,86; pH mobilni
faze: 7,64

- ACN : EtOH : vodna faze s NH4F — 25:70:5, pH vodné faze: 6,12; pH mobilni
faze: 7,79

- Molarita NH4F v mobilni fazi: 5 mM

- Teplota 70 °C
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Obrazek ¢. 19 Zmeny retencniho chovani smésného vzorku acikloviru a guaninu souvisejict
s riznymi pomeéry mezi vodnou sloZkou s fluoridem amonnym a ethanolem v mobilni fazi.
Aciklovir predstavuje prvni pik ve smésném vzorku, guanin druhy pik. Cerna — 25:60:15;

modra — 25:65:10 a cervena — 25:70:35.

Komentar: Se zvysujicim se procentudlnim zastoupenim ethanolu se prodluzuje retence ACI i
GUA v mens$i mife nez v predchozim piipad€. RozliSeni pikli je ptiblizn¢ stejné a opét se

vyrazné zhorSuje symetrie pikl, predev§im guaninu.

58



5.2. Vliv koncentrace fosforeénanového pufru na retenci

Zde bylo pozorovano ovliviiovani retence acikloviru a guaninu pfi riznych molarnich
koncentracich  fosforecnanového pufru tvofeného hydrogenfosfore¢nanem sodnym
dihydratem a dihydrogenfosfore¢nanem sodnym dihydratem. Méfeni bylo provedeno

u roztokl s koncentraci pufru 3 mM, 5 mM, 10 mM a 20 mM.
Slozeni mobilni faze:

- ACN : MeOH : fosforecnanovy pufr v poméru 60:25:15
- Hodnoty pH vodné slozky s fosfore¢nanovym pufrem a mobilni faze jsou uvedeny

v nasledujici tabulce

- Teplota 70 °C
Tabulka s hodnotami pH
Molarita pH
fosfore€nanového Vodné slozky s Mobilni faze
pufru v mobilni fazi fosforeCnany
3 mM 7,04 9,61
5 mM 6,97 9,51
10 mM 6,94 9,11
20 mM 6,96 8,62

Tabulka ¢. 3 Hodnoty pH vodné slozky s fosforecnanovym pufrem a celkové pH mobilni faze.
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Obrazek ¢. 20 Vliv koncentrace fosforecnanového pufru v mobilni fazi na retenci acikloviru
a guaninu ve smesném vzorku. Aciklovir je prvni pik ve smésnych vzorcich a guanin druhy

pik. Cerna — 3 mM; modra — 5 mM; cervend — 10 mM a zelend — 20 mM.

Vliv koncentrace fosfore€nanového pufru na retenci ACl a
GUA
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Graf ¢. 3 Vliv koncentrace fosforecnanového pufru na retenci acikloviru a guaninu.

Komentar: Rostouci koncentrace fosforeCnanového pufru v mobilni fazi vede k zrychleni
eluce guaninu a ke zlepsSeni symetrie jeho pika. Rozliseni mezi piky ACI a GUA se zmensuje
s rostouci koncentraci. FosforeCnany efektivné blokuji aktivni mista na povrchu sorbentu,

pusobi také jako Lewisovy baze.

Reten¢ni faktory acikloviru v této mobilni fazi jsou nizs$i nez v mobilni fazi obsahujici
fluorid amonny, ale symetrie piki acikloviru je lepsi v mobilni fazi s fluoridy. Naopak
retencni faktory guaninu maji vyssi hodnoty v mobilnich fazich obsahujicich fosforecnany.
Symetrie pikll guaninu je porovnatelna v obou zminénych mobilnich fazich. V mobilni fazi

s fosfore¢nany je také vétsi rozliSeni mezi piky acikloviru a guaninu.
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5.3. Vliv zmény poméru v mobilni fazi s tlumivym roztokem

fosforeCnanovym o pH 7

Byl pozorovan vliv zmény poméru mezi organickymi rozpoustédly v mobilni fazi na

retenci

acikloviru a guaninu.

Pouzity byly mobilni

faze

s tlumivym

roztokem

fosfore¢nanovym o pH 7 (2) a molarit¢ 5 mM. Pfipravené mobilni faze obsahovaly 15 %

vodné slozky.

SloZeni mobilnich fazi

- ACN : MeOH : tlumivy roztok fosfore¢nanovy — 60:25:15, pH: 9,61
- ACN : EtOH : tlumivy roztok fosfore¢nanovy — 60:25:15, pH: 9,59

- ACN : propan-2-ol : tlumivy roztok fosfore¢nanovy — 60:25:15, pH: 9,34
- ACN : EtOH : tlumivy roztok fosfore¢nanovy — 25:60:15, pH: 9,8

- ACN : propan-2-ol : tlumivy roztok fosfore¢nanovy — 25:60:15, pH: 9,34

- pH vodné faze: 7,0

- Molarita tlumivého roztoku fosfore¢nanového: 5 mM

- Teplota 70°C
Hodnoty retenc¢nich faktori
Zastoupeni Organicka rozpoustédla
MeOH, EtOH, Vzorky Methanol Ethanol Propan-2-ol
propan-2-olu
ACI 3,76 3,50 3,16
V] k) k) B
25% GUA 9,93 11,06 10,99
ACI 1,54 1,48
V] ) )
60 % GUA 4,60 5,05

Tabulka ¢. 4 Retencni faktory acikloviru a guaninu v zavislosti na pouzitych organickych

rozpoustédlech a jejich obsahu v mobilni fazi.
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Obrazek ¢. 21 VIiv zmeény poméru organickych rozpoustédel v mobilni fazi na retenci
acikloviru (prvni pik) a guaninu (druhy pik) ve smésném vzorku. Cernd - 25 % propan-2-olu,
cervend — 25 % EtOH, modra — 25 % MeOH; zelena — 60 % EtOH, hneda — 60 % propan-2-

olu.

Komentar: 7 chromatogramu vyplyva, ze vétsi mnozstvi organického rozpoustédla v mobilni
fazi vede k mensimu, ale pfesto k dostatecnému rozliSeni mezi piky acikloviru a guaninu
a zlepsuje se 1 tvar pikii guaninu. Reten¢ni ¢asy acikloviru a guaninu se pii pouziti mobilnich
fazi s jednotlivymi organickymi rozpoustédly, které tvoti ve fazi 25 %, pfili§ nelisi. Pokud
zvySime jejich mnoZstvi v mobilni fazi na 60 %, tak reten¢ni ¢asy acikloviru se blizi mrtvému

retenénimu Casu a retencni ¢as guaninu se zkratil o polovinu.

Pokud porovname jednotlivé mobilni faze s 25 % methanolu, zjistime, Ze nejvétsi
retencni faktory a soucasné 1 nejvétsi rozliSeni pika acikloviru a guaninu ziskame pii eluci
analytli mobilni fazi s tlumivym roztokem fosfore¢nanovym o pH 7. Mobilni faze v poméru
25:60:15, v/v vykazuje nejvyS$si retenci guaninu, pokud je soucasti vodné slozky tlumivy
roztok fosforecnanovy o pH 7. Pfi zastoupeni 25 % nebo 60 % propan-2-olu je retence

acikloviru vys$s$i v mobilni fazi s fosforenanovym pufrem, ale retence guaninu dosahuje
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vyssich hodnot opét v mobilni fazi s tlumivym roztokem fosfore¢nanovym o pH 7, jak je

patrné z nasledujici tabulky.

Hodnoty retencnich faktori

o Organicka rozpoustédla
Mobﬂ&faze 53 vzorky MeOH EtOH Propan-2-ol
25 % 25 % 60 % 25 % 60 %
NH.F ACI 3,49 3,12 1,40 3,48 1,59
GUA 4,82 4,84 2,11 5,58 2,66
Fosfore¢nanovy ACI 2,61 4,11 1,65 3,51 2,21
pufr GUA 8,31 15,03 3.3 10,69 4,24
Tlumivy roztok ACI 3,76 3,5 1,54 3,16 1,48
fosforeCnanovy
opH 7 GUA 9,93 11,06 4,60 10,99 5,05

Tabulka ¢. 5 Porovnani retencnich faktoru acikloviru a guaninu v mobilnich fazich s 5 mM

fluoridem amonnym, fosforecnanovym pufrem a tlumivym roztokem fosforecnanovym o pH 7.
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5.4. Vliv koncentrace triethylaminu na retenci

Porovnaval se vliv rozdilné molarity triethylaminu v mobilni fazi na retenci acikloviru
a guaninu. Pfipraveny byly mobilni fdze o celkové koncentraci triethylaminu 0,5 mM, 5 mM,
10 mM, 20 mM a 35 mM v poméru 60:25:15, v/v. U mobilni faze o koncentraci 10 mM byly
také prométeny pomery 35:50:15 a 25:65:10, v/v.

Slozeni mobilni faze:

- ACN : MeOH : vodna faze s triethylaminem — 60:25:15

- Hodnoty pH mobilnich fazi a vodnych sloZek jsou uvedeny v tab. €. 6

- Teplota 70 °C
Hodnoty pH
Molarita triethylaminu pH
v mobilni fazi Vodna slozka Mobilni faze
0,5 mM 9,53 9,49
5 mM 11,80 11,0
10 mM 11,88 11,03
20 mM 12,05 11,33
35 mM 12,16 11,68

Tabulka ¢. 6 Hodnoty pH mobilnich fazi s triethylaminem v riiznych koncentracich.

Vliv koncentrace triethylaminu na retenci ACl a GUA
4,5
4
3,5
3
2,5

2 —&— ACI

retn¢éni faktor (k)

15
° —o—GUA
0 10 20 30 40

molarita triethylaminu

Graf ¢. 4 Vliv koncentrace triethylaminu v mobilni fazi na retenci acikloviru a guaninu.
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Obrazek ¢. 22 Retencni chovani acikloviru (prvni pik) a guaninu (druhy pik) v zavislosti na

riiznych koncentraci triethylaminu v mobilni fazi.

Komentar: Na chromatogramu je znazornén vliv koncentrace triethylaminu v mobilni fazi na
retenci acikloviru a guaninu. Pfi koncentraci 10 mM je nejvétsi rozliSeni mezi piky ACI
a GUA. Pik guaninu je vSak pii této koncentraci neostry. Z grafu ¢. 4 je patrné sniZzovani
retence acikloviru srostouci koncentraci triethylaminu v mobilni fazi. V ostatnich
koncentracich je rozliSeni zanedbatelné, jelikoz piky acikloviru a guaninu splyvaji.
Triethylamin se chova jako Lewisova baze a muze tedy dochazet k interakcim analytu
s povrchem kolony na zakladé vymény ligandt. U koncentraci triethylaminu 20 mM a 35 mM

se na separaci ziejme podili i uhlikova vrstva, jinak by se piky eluovaly v mrtvém case.

Nésledné méteni bylo provedeno se stejnym slozenim mobilni faze, ale v odliSnych
pomérech jednotlivych sloZek. Celkova koncentrace triethylaminu v mobilnich fazich byla

10 mM. Hodnoty pH pro jednotlivé mobilni faze jsou uvedeny v tabulce €. 7.
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Tabulka s hodnotami pH
Poméry Hodnoty pH
pH vodné faze pH mobilni faze
60:25:15 11,88 11,03
35:50:15 11,74 10,97
25:65:10 12,07 10,87

Tabulka ¢. 7 Celkové pH mobilnich fazi lisicich se zastoupenim jednotlivych slozek (ACN :
MeOH : triethylamin).

(x10,000)

4.5

4.0
3.5
3.0

2.5

2.0
1.5

1.0

0.5

0.0

-0.5

B L s e R B S B
10.0 12.5 min

Obrazek ¢. 23 Retencni chovani acilkoviru a guaninu ovlivnéné zastoupenim jednotlivych
slozek mobilnich fazi. Modra — smésny vzorek ACI (prvni pik) a GUA (druhy pik) v mobilni
fazi 60:25:15 (ACN : MeOH : vodnad faze); cervena — ACI a cerna — GUA v mobilni fazi
35:50:15 (ACN : MeOH : vodna faze), zelena — ACI a hnéda — GUA v mobilni fazi 25:65:10
(ACN : MeOH : vodna faze).

Komentar: Zména pomérl nema piiznivy vliv na rozliSeni pikiit ACI a GUA. Reten¢ni Casy
vzorkl jsou pfili§ blizko u sebe. Piky ACI a GUA jsou neostré a maji Spatnou symetrii.

V poméru 35:50:15, v/v a 25:65:10, v/v piky vzorki splyvaji.
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5.5. Vliv zmény teploty na retenci
Byl sledovan vliv zvysujici se teploty na retenci acikloviru a guaninu v mobilnich fazich o
celkové koncentraci 5 mM NH4F a 10 mM triethylaminu. V ndsledujici tabulce ¢. 8 jsou

uvedeny retencni faktory acikloviru a guaninu pfi jednotlivych teplotach.

Slozeni mobilnich fazi;

- 5 mM mobilni faze byla slozena z ACN : MeOH : vodna faze s fluoridem amonnym
v poméru 60:25:15 (v/v)

- pH vodné slozky bylo 5,97 a pH mobilni faze 7,42

- 10 mM mobilni faze byla tvofena ACN : MeOH : vodna fize s triethyaminem
v poméru 60:25:15 (v/v)

- pH vodné slozky s triethylaminem bylo 11,96 a celkové pH mobilni faze 11,19
- Teplota 70 °C - 130 °C

Tabulka reten¢nich faktora

Mobilni Vzorky Teplota
faze 70 °C 80 °C 90 °C 100°C | 110°C | 120°C | 130°C
5 mM ACI 3,82 3,44 3,13 2,79 2,51
GUA 4,69 4,29 3,90 3,52 3,17
10 mM ACI 2,52 2,06 1,98 1,78 1,68 1,52 1,45
GUA 3,47 2,84 2,68 2,38 2,24 2,0 1,92

Tabulka ¢. 8 Retencni faktory acikloviru a guaninu pri riiznych teplotach.

u
atat:smes_70_6mM_N DA Chi 254nmanm

11cd PDA Ch1 254nmdnm
00_001 Icd PD: 5 4

) ¢ A Chi 254nmdnm
10_001lcd PDA Cht 254nmnm 3

Obrazek ¢. 24 Retencni chovani ACI a GUA pri zménach teploty. ACI je vzdy prvni pik ve
smésném vzorku a GUA druhy pik. Mobilni faze o koncentraci 5 mM je slozena z ACN :
MeOH : vodna faze s fluoridem amonnym v pomeéru 60:25:15. Na obrazku (5) odpovida

teplote 110 °C, (4) — 100 °C, (3) —90°C, (2)-80°Ca (1) —70°C.
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Komentar: Velky vliv na retencni chovani analyzovanych vzorki pti HILIC separaci ma i
teplota kolony. Se stoupajici teplotou retence vzorkll klesd, dochdzi k snizeni viskozity
mobilni faze, a tedy k jejimu rychlejSimu pratoku kolonou. Pfi vysSich teplotach se zlepSuje
symetrie pikil. V doporudeni vyrobce kolony ZirChrom®-CARB je uvedena minimalni teplota
analyzy 50 °C. G Pokles reten¢nich faktorti pii vys§ich teplotach neni tak vyrazny, jako byl
pozorovan u studie se zirkoniovymi kolonami b-ZrO; a Zr-PBD. Tento jev muize byt
pripisovan uhlikové vrstvé na povrchu Zr-C. Naopak pii studii zaméfené na polarni
slouCeniny na zirkoniovych kolonach pifi HILIC podminkich bylo zjisténo, Ze retence

karboxylovych kyselin na kolong Zr-C pii vyssi teploté stoupa. 253D

Zavislost retence ACI a GUA na rostouci teploté
3,5

2,5

=@=AC|
1,5
=@=GUA

retencnifaktor (k)

0,5

70 80 90 100 110 120 130
teplota °C

Graf ¢. 5 Retencni chovani ACI a GUA pri zvySovani teploty. ACI je znazornén modrou
krivkou, GUA cervenou. Mobilni faze o celkové koncentraci 10 mM byla slozena z ACN :

MeOH : vodné faze s triethylaminem v pomeru 60:25:15.

Komentar: Z grafu €. 5 vyplyva, Ze pii rostouci teploté se nepatrné snizuje retence ACI a
GUA. ZvySovani teploty ma na mobilni faze s fluoridem amonnym a triethylaminem podobny

viiv.
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5.6. Vliv zmény poméru ACN a EtOH nebo ACN a propan-2-olu

v mobilni fazi

Sledovani vlivu zmén pomért ACN a EtOH nebo ACN a propan-2-olu v mobilni fazi na

retenci acikloviru a guaninu. Vodna slozka s kyselinou trifluoroctovou zaujimala v mobilnich

fazich bud’ 15 %, nebo 10 % anebo také 5 %.

Slozeni mobilnich fazi s 15 % vodné slozky

- ACN : EtOH : vodna faze s TFA — 60:25:15; pH mobilni faze: 2,48
- ACN : propan-2-ol : vodna faze s TFA — 60:25:15; pH mobilni faze: 2,49

- ACN : EtOH : vodna faze s TFA — 35:50:15; pH: 2,91

- ACN : propan-2-ol : vodna faze s TFA —35:50:15; pH: 3,02

- ACN : EtOH : vodna faze s TFA — 25:60:15; pH: 3,05

- ACN : propan-2-ol : vodna faze s TFA — 25:60:15; pH: 3,21
- pH vodné faze: 2,46
- Molarita TFA v mobilni fazi: 0,5 mM

- Teplota 70 °C
Mnozstvi Retenc¢ni faktory
ethanolu nebo Ethanol Propan-2-ol
propan-2-olu ACI GUA ACI GUA
25 % 4,38 7,10 5,72 9,48
50 % 2,91 5,22 3,82 8,07
60 % 2,81 6,71 2,82 6,67

Tabulka ¢. 9 VIiv zmeény poméru acetonitrilu a ethanolu nebo acetonitrilu a propan-2-olu na

retenci acikloviru a guaninu. Zastoupeni vodné slozky v mobilni fazi je 15 %.
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Obrazek ¢. 25 VIiv zmény poméru acetonitrilu a ethanolu na retenci acikloviru a guaninu ve
smeésnem vzorku. Ve smésném vzorku je aciklovir prvni pik a guanin druhy pik. Zastoupeni

vodné slozky cinni 15 %. Cernd — 60 % EtOH, cervend — 50 % EtOH a modrd — 25 % EtOH.

Komentar: ZvySovanim mnozstvi ethanolu v mobilni f4zi dochazelo ke zkraceni retence ACI
a GUA a zéaroven vétsi mnozstvi ethanolu nemélo ptiznivy vliv na rozliSeni pikt acikloviru
a guaninu. ZvySenim mnozstvi ACN v mobilni fizi dochazi k prodlouzeni retence ACI
a GUA. Na retenci se podili zadrzovani hydrofilnich analyti v polarnéjsi, tedy vodné casti

mobilni faze.

V diplomové praci Lucie Bouzkové ) byl sledovan vliv zmény poméru acetonitrilu
a methanolu na retenci acikloviru a guaninu. Zatimco v mobilnich fazich s obsahem
methanolu (25 %, 50 % a 60 %) byly reten¢ni faktory acikloviru srovnatelné, tj. 3,5; 3,5 a 3,2,
tak v mobilnich fazich s obsahem ethanolu 25 % a 50 % byl zaznamenan pokles reten¢niho
faktoru acikloviru téméf o polovinu, jak je patrné ztabulky ¢. 9. PouZitim mobilni faze
s ethanolem dostaneme 1 lep$i rozliSeni mezi piky acikloviru a guaninu. Pokud byl obsah
methanolu v mobilnich fazich vétsi nez 25 %, piky acikloviru a guaninu se eluovaly
v priblizné stejny ¢as. () Zatimco u mobilnich fazi s ethanolem bylo rozliseni pikii acikloviru

a guaninu vzdy patrné.
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Obrazek ¢. 26 VIiv zmeény poméru acetonitrilu a propan-2olu na retenci acikloviru a guaninu
ve smésnem vzorku. Ve smesném vzorku je aciklovir prvni pik a guanin druhy pik. Zastoupeni
vodné slozky ¢inni 15 %. Cernd — 60 % propan-2-olu, cervend — 50 % propan-2-olu a modra

25 % propan-2-olu.

Komentar: Se zvySujicim se mnoZstvim propan-2-olu v mobilni fazi reten¢ni faktory ACI
a GUA klesaji. Naopak rozliSeni mezi piky s vyS$im procentudlnim zastoupenim propan-2-olu
v mobilni fazi roste a zlepSuje se i jejich tvar. V mobilni fazi s 25 % propan-2-olu je rozliSeni
(1,21); 50 % (1,51) a 60 % (1,73). Piky guaninu nemaji dobrou symetrii. Retencni faktory
ACI a GUA jsou vyssi nez v predchozim ptipadé, kdy byl v mobilni f4zi pouZit ethanol. Coz

odpovida vzdjemnému postaveni rozpoustédel v eluotropni fadé.

Dalsi méteni bylo provedeno u mobilnich fazi, ve kterych vodna slozka zaujimala

10 % a opét se ménil pomér ACN a EtOH nebo ACN a propan-2-olu.
Slozeni mobilnich fazi:

- ACN : EtOH : vodna faze s TFA — 65:25:10; pH: 2,28
- ACN : propan-2-ol : vodna fize s TFA — 65:25:10; pH: 2,30
- ACN : EtOH : vodna faze s TFA — 25:65:10; pH: 3,01
- ACN : propan-2-ol : vodna faze s TFA —25:65:10; pH 3,02
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- pH vodné faze s TFA: 2,23
- molarita TFA v mobilni fazi: 0,5 mM a teplota 70 °C

Mnozstvi Reten¢ni faktory
ethanolu nebo Ethanol Propan-2-ol
propan-2-olu ACI GUA ACI GUA
25 % 5,64 8,57 11,33 16,11
65 % 3,18 5,73 3,36 7,44

Tabulka ¢. 10 Vliv zmény poméru acetonitrilu a ethanolu nebo acetonitrilu a propan-2-olu na

retenci acikloviru a guaninu. Zastoupeni vodné slozky v mobilni fazi je 10 %.

(x1,000)
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Obrazek ¢. 27 Vliv zmény pomeéru acetonitrilu a ethanolu nebo acetonitrilu a propan-2-olu na

retenci acikloviru a guaninu. Ve smésném vzorku aciklovir predstavuje prvni pik a guanin
druhy pik. Zastoupeni vodné slozky v mobilni fazi je 10 %. Cervend — 65 % EtOH, modra —
25 % EtOH; zelend — 65 % propan-2-olu, cerna — 25 % propan-2-olu.

Komentar: Z chromatogramu vyplyva, Ze vétsi mnoZstvi ethanolu nebo propan-2-olu

v mobilni f4zi posunuje retenci acikloviru i guaninu doptedu a zaroven se zlepSuje symetrie

piki.

Nasledné bylo provedeno porovnani vlivu zmény poméru ACN a EtOH u mobilnich

fazi, které obsahuji 5 % vodné slozky, na retenci acikloviru a guaninu.
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Slozeni mobilnich fazi;

- ACN : EtOH : vodna faze s TFA — 45:50:5; pH: 2,31
- ACN : EtOH : vodna faze s TFA — 70:25:5; pH: 2,08
- ACN : EtOH : vodna faze s TFA — 25:70:5; pH: 2,75
- pH vodné faze: 1,92

- Molarita TFA v mobilni fazi: 0,5 mM

- Teplota 70 °C
Lo Retencni faktory
Mnozstvi ethanolu ACI GUA
25 % 13,78 14,84
50 % 11,4 13,65
70 % 5,31 7,9

Tabulka ¢. 11 Vliv zmény poméru acetonitrilu a ethanolu na retenci acikloviru a guaninu.
Zastoupeni vodné slozky v mobilni fazi je 5 %.

(x1,000)
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Obrazek ¢. 28 Ovlivnéni retence acikloviru a guaninu zmenou pomeéru ACN a EtOH v mobilni
fazi, ve které vodna slozka tvori 5 %. Cernd — ACI a zelend — GUA v mobilni fizi s 25 %
EtOH; modra — ACI a cervena — GUA v mobilni fazi s 50 % EtOH; hnéda — ACI a tmave

modrda — GUA v mobilni fazi s 70 % EtOH.
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Komentar: Pokud se v mobilni fazi zvySuje mnozstvi ethanolu retence ACI i GUA klesa, coz
je patrné z predchozi tabulky ¢. 11. Ovlivnéni vzajemného poméru acetonitrilu a ethanolu
v mobilni fazi, ve které vodna slozka zaujima 5 %, nemélo ptiznivy vliv na rozliSeni pikii ACI

a GUA.

Pokud se snizi obsah vodné slozky v mobilni fazi, dochdzi ke zvySovani retence
acikloviru i guaninu. Reten¢ni faktory obou analytli jsou v mobilnich fazich s obsahem vodné
slozky 5 % az trojnasobné vétsi nez v mobilnich fazich, kde je vodna slozka zastoupena 15 %.
A dale nizsi obsah vodné slozky v mobilni f4zi nema dobry vliv na rozliSeni pikl acikloviru a
guaninu ani na jejich symetrii. I zde se na retenci podili vodna vrstva vlivem HILIC chovani

jako v predchozich ptipadech.
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5.7. Vliv mobilni faze s kyselinou fosfore¢nou na retenci

V neposledni tad¢ byl sledovan vliv zmény koncentrace kyseliny fosfore¢né (2,5 mM,

5 mM a 10 mM) v mobilni fazi na retencni chovani acikloviru a guaninu.
Slozeni mobilnich fazi:

- ACN : EtOH : vodna slozka s H3PO4 — 60:25:15 (v/v);
o molarita H3PO4 2,5 mM (pH = 1,99) a 5 mM (pH = 1,74)
o pH mobilni faze 2,5 mM: 3,02 a 5 mM: 2,82
- ACN : propan-2-ol : vodna slozka s H3PO4 — 60:25:15 (v/v);
o molarita H3PO4 2,5 mM (pH = 1,98) a 5 mM (pH = 1,72)
o pH mobilni faze 2,5 mM: 3,04 a 5 mM: 2,94
- ACN : MeOH : vodna slozka s H3PO4 — 60:25:15 (v/v);
o molarita H3PO4 10 mM (pH = 1,69)
o pH mobilni fdze 10 mM: 2,60
- ACN : EtOH : vodna slozka s H3PO4 — 25:65:10 (v/v)
o molarita H3PO4 10 mM (pH = 1,45)
o pH mobilni faze je 3,07
- ACN : propan-2-ol : vodna slozka s H3PO4 — 25:65:10 (v/v)
o molarita H3PO4 10 mM (pH = 1,46)
o pH mobilni faze je 3,43
- Teplota 70 °C
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Obrazek ¢. 29 Retencni chovani acikloviru v zavislosti na molarité kyseliny fosforecné v

mobilni fazi ACN : EtOH : vodna slozka s kyselinou fosforecnou (60:25:15, v/v) a v mobilni
fazi ACN : propan-2-ol : vodna slozka s kyselinou fosforecnou (60:25:15, v/v). Modra — 2,5
mM s EtOH, cervend — 5 mM s EtOH, zelena — 2,5 mM s propan-2-olem, cernd — 5 mM
s propan-2-olem v mobilni fazi.
Komentar: Za téchto podminek se retencni faktory acikloviru pohybovaly ptiblizné kolem 8.
Retenc¢ni Casy guaninu jsou natolik velké, Ze nedoslo k eluci béhem celkového Casu analyzy,

coz bylo 30 minut. Z namefenych hodnot bylo patrné, ze tyto mobilni faze nejsou vhodné pro

dalsi analyzu.
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6. Zavér

V teoretické Casti této diplomové prace jsou popsany dveé hlavni kapitoly. Prvni z nich
se zabyva fyzikalné-chemickymi a farmakologickymi vlastnostmi acikloviru. Je zde uveden
jeho mechanismus uc¢inku, indikace, farmakokinetika a 1é¢ivé ptipravky s obsahem acikloviru
dostupné na trhu v Ceské republice. Druha kapitola je vénovana vysokouéinné kapalinové
chromatografii, kterd zahrnuje princip metody, popis zakladniho schématu kapalinového
chromatografu, moznosti separace a dale nejCastéji pouzivané stacionarni faze a detektory.
V ramci druhé kapitoly je také uvedend hydrofilni interak¢ni chromatografie — HILIC

ve spojeni se stacionarnimi fAzemi na bazi oxidu zirkoni¢itého.

Experimentalni ¢ast diplomové prace se zabyva vlivem rozdilného slozeni mobilnich fazi
na retencni chovani acikloviru a guaninu. U mobilnich fazi, které obsahovaly ve vodné slozce
fluoridy, byla retence analytli ovlivnéna interakci probihajici na zékladé vymény ligandt.
Fluoridy se chovaji jako Lewisovy baze a vytvareji kompetici s analyty o vazebna mista typu
Lewisovy kyseliny na povrchu kolony. Pfi vysSich koncentracich fluoridii v mobilnich fazich
dochéazelo ke zkraceni retence acikloviru a guaninu vlivem kompletni saturace vazebnych

mist na povrchu kolony.

Stejnym typem interakci ovliviiuji retenci analyti 1 mobilni faze, které obsahuji vodnou
slozku s fosforecnany. Fosfore¢nany jsou slabsi Lewisovy baze nez fluoridy, coz vyplyva

z delsich reten¢nich faktorti guaninu.

Déle byl zkouman vliv rtiznych koncentraci triethylaminu v mobilnich fazich na retenci
acikloviru a guaninu. Triethylamin se také chova jako Lewisova baze a tudiz dochazi
k interakcim na zakladé¢ vymény ligandii. Pokud je koncentrace triethylaminu v mobilni fazi
vys$s$i nez 20 mM na separaci se ziejmé podili 1 uhlikova vrstva kolony a iontové interakce,

jinak by dochézelo k eluci pikit v mrtvém case.

Nésledné byl sledovan vliv teploty na retenéni chovani analyti. Bylo zjiSténo, Ze se

stoupajici teplotou retence acikloviru i guaninu klesé a zlepSuje se symetrie jejich pikd.

A v neposledni fad€ byl popsan vliv zmény pomérli mezi organickou a vodnou sloZkou
mobilni faze na retenci. Pokud zvySujeme mnoZstvi organické slozky na tkor vodné, dochazi
k prodlouzeni retence obou analytl. Na retenci se podili zadrZzovani hydrofilnich analytl

ve vodné ¢asti mobilni faze.
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Pokud byla soucasti vodné slozky v mobilnich fazich kyselina fosfore¢na, retencni Casy
guaninu byly delS$i nez celkovy cas analyzy, tedy 30 minut. Mobilni faze s kyselinou

fosfore¢nou byly vyhodnoceny jako nevhodné pro spolecnou analyzu acikloviru a guaninu.

Nejlepsi vysledky byly ziskany pfti eluci acikloviru a guaninu v mobilnich fazich s 5 mM
a 10 mM fluoridem amonnym v poméru ACN : MeOH : vodna slozka 60:25:15, v/v. V téchto
dvou mobilnich fazich mély piky acikloviru a guaninu nejlepsi symetrii a zdroven dostate¢né
rozliSeni mezi piky obou analytil, které bylo shodné pro obé mobilni faze, tj. 1,5. Z hlediska
rozliseni pikt analyti byly dosazeny nejlepsi vysledky pii pouziti mobilnich fazich,
ve kterych vodna slozka obsahuje 5 mM fosfore¢nanovy pufr nebo 5 mM tlumivy roztok
fosforeCnanovy o pH 7 (2) vpoméru ACN : EtOH : vodnd slozka 60:25:15, v/v. Témér
shodné rozliSeni je také ziskdno pokud v mobilni fazi (60:25:15,v/v) vyménime ethanol
(rozliSeni 3,3 a 3,2) za methanol (3,3 a 3,1) nebo propan-2-ol (2,9 a 3,2). Dostate¢né rozliSeni
mezi piky analyti bylo téz ziskdno zménou pomérit jednotlivych slozek v mobilni fazi
(25:60:15, v/v). Pokud je v mobilni fazi ethanol je rozliSeni 1,8 a 2,2 a v pfitomnosti propan-

2-olu je rozliSeni 1,7 a 2,4. Souhrnné vysledky znazoriuji nasledujici grafy.

Porovnani retencnich faktort v jednotlivych
mobilnich fazich s methanolem
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Graf ¢. 6 Porovnani retencnich faktorii acikloviru a guaninu v mobilnich fazich s methanolem
a pomerem mezi jednotlivymi slozkami 60:25:15, v/v. (1) — fluorid amonny, (2) — fluorid
sodny, (3) — tlumivy roztok fosforecnanovy o pH 7, (4) — fosforecnanovy pufr, (5) —

triethylamin.
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Porovnani retencich faktort v mobilnich fazich
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Graf ¢. 7 Porovnani retencnich faktorii acikloviru a guaninu v mobilnich fazich
s methanolem, ethanolem a propan-2-olem (Isop). Pomér mezi jednotlivymi slozkami je
60:25:15, v/v. (1) — fluorid amonny, (2) — tlumivy roztok fosforecnanovy o pH 7, (3) —
fosforecnanovy pufr.

Porovnani retenénich faktort v mobilnich fazich

[e)]

[6,]

-~
S3
§ 4
= W ACI EtOH
« 3
c B GUA EtOH
Q
c
g8 2 B ACl Isop
g
1 m GUA Isop
0

1 2 3
mobilni faze 5 mM

Graf ¢. 8 Porovnani retencnich faktorii acikloviru a guaninu v mobilnich fazich ACN : EtOH :
vodna slozka a ACN : propan-2-ol : vodna slozka 25:60:15, v/v. (1) — fluorid amonny, (2) —
tlumivy roztok fosforecnanovy o pH 7, (3) — fosforecnanovy pufr.
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Porovnani retenc¢nich faktora v mobilnich fazich s
ethanolem a propan-2-olem
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Graf ¢. 9 Porovnani retence acikloviru a guaninu v mobilnich fazich s ethanolem a propan-2-
olem. Poméry mezi jednotlivymi slozkami jsou 60:25:15, v/v a 25:60:15, v/v. (1) — fluorid
amonny, (2) — tlumivy roztok fosforecnanovy o pH 7, (3) — fosforecnanovy pufr.

Eluce acikloviru a guaninu na Zr-C kolon¢ pii HILIC podminkach je pravdépodobné
ovlivnéna komplexnim mechanismem, ktery zahrnuje vyménu ligand, hydrofobni a
hydrofilni interakce, iontové interakce a také se do separace zapojuje uhlikovd vrstva

stacionarni faze.
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7. Seznam pouzitych zkratek

ACI

ACN
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APPI

AUC

CAD

CARB
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CRL

DAD

DNA

EBV
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HILIC

HPLC
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lon exchange chromatography (iontové vymeénna chromatografie)

interakéni
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IS

Isop

MeOH

M;

MS
MS/MS

NP — HPLC
PBD

PDA

PS
PS-DVB
RNA

RP - HPLC
SEC

TOF

TFA
UV-VIS
\VAY%
ZIC-HILIC
ZIC-pHILIC
Zr-C
Zr-PBD

Zr-PS

internal standard (vnitini standard)

propan-2-ol

methanol

relativni molekulova hmotnost

Mass spektrometry (hmotnostni spektrometrie)

Tandem mass spektrometry (tandemova hmotnostni spektrometrie)
Normal phase HPLC (chromatografie na normalnich fazich)
polybutadien

photodiode-array detector (detektor s fotodiodovym polem)
polystyren

kopolymer polystyrenu a divynylbenzenu

ribonucleic acid (ribonukleova kyselina)

Reverse phase HPLC (chromatografie na reverznich fazich)
Size exclusion chromatography (molekulova vylu¢ovaci chromatografie)
analyzator doby letu

trifluoroctova kyselina
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zirkoniova kolona potazena elementarnim uhlikem

zirkoniova kolona potaZzena vrstvou polybutadienu

zirkoniova kolona potazena vrstvou polystyrenu
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